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Zusammenfassung 

Ein Schwerpunkt der EU-Chemikalienverordnung REACH ist die Förderung alternativer 

Testmethoden zur Risikobewertung chemischer Stoffe. Daher war das Ziel der vorlie-

genden Arbeit die Entwicklung und Validierung eines miniaturisierten in vitro Systems 

zur Untersuchung nanopartikulärer und viraler Effekte auf zellulärer Ebene als neue 

Screeningmethode zur Bewertung des toxischen Potenzials nanoskaliger Materialien. 

Dazu wurde ein Arraysystem mit miniaturisierten Zellkulturgefäßen entwickelt, in denen 

eine kleine, aber statistisch signifikante Zellzahl kultiviert und zelluläre Reaktionen er-

folgreich in vitro charakterisiert werden konnten. 

Es konnte gezeigt werden, dass sich die Miniaturisierung nicht negativ auf das Zellver-

halten auswirkt. Somit wurde das neue in vitro System erfolgreich als System zur nano-

toxikologischen nichtinvasiven Echtzeitanalyse individueller adhärenter Zellen einer defi-

nierten Population evaluiert. Nachdem die Sensitivität des entwickelten mikrokavitäten-

chip (MKC)-basierten in vitro Systems gegenüber den bisher angewendeten Methoden 

bewiesen werden konnte, wurde zur weiteren Systemevaluierung der Effekt der Mini-

aturisierung auf summarische Prozesse wie die Stammzelldifferenzierung untersucht. 

Die Anwendung des MKC-basierten Systems zur Untersuchung nanopartikulärer und 

viraler Effekte auf die Differenzierung und die Inflammation individueller Zellen konnte 

erfolgreich gezeigt werden. Das neue System eignet sich daher zur Risikobewertung im 

Rahmen von REACH. 
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Summary 

One main focus of the European Regulation of chemical substances REACH is the 

support of alternative test methods for the risk assessment of chemical substances. 

Hence, the goal of this dissertation was the establishment and evaluation of a 

miniaturized in vitro system for investigating nanoparticulate and viral effects on the 

cellular level as new screening method for assessing the toxic potential of nanoscaled 

materials. Therefore, an array system with miniaturized cell culture chambers has been 

established, in which a small but statistically significant cell number could be cultured 

and cellular reactions could be successfully characterized in vitro. 

No negative effect of miniaturization on the cell behavior could be indicated. Therefore 

the new in vitro system was successfully evaluated as system for noninvasive nanotoxico-

logical real time analysis of individual adherent cells in a defined population.  

After verifying the sensitivity of the established micro cavity chip (MCC)-based system 

compared to previously applied methods the effect of miniaturization on summary 

processes like the stem cell differentiation had been investigated for further validation of 

the system. The application of the MCC-based system for investigating nanoparticulate 

and viral effects on the differentiation and the inflammation of individual cells could be 

shown successfully. Thus the new system is suitable for risk assessment in the frame-

work of REACH. 
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1 Einleitung 

Im Zusammenhang mit der Chemikalienverordnung REACH (Registration, Evaluation, 

Authorisation and Restriction of Chemicals) besteht der Bedarf nach neuen in vitro 

Methoden zur Analyse des toxischen Potenzials chemischer Stoffe und neu syntheti-

sierter Materialien wie Nanopartikel. 

Standardisierte toxikologische in vitro Verfahren basieren meist auf der Analyse von 

Zellpopulationen, bestehend aus mehreren tausend Zellen. Diese Verfahren liefern nur 

einen Durchschnittswert der individuellen Zellreaktionen und können zu Fehlinter-

pretationen führen, da sie individuelle Variationen der einzelnen Zellreaktionen ver-

decken. Die markante Individualität der Zellen in vitro geht unter Anwendung derartiger 

Toxizitätstests verloren. Daher besteht die Nachfrage nach neuen in vitro Systemen zur 

sensitiven nichtinvasiven Langzeitcharakterisierung individueller Reaktionen auf zellulärer 

Ebene. Die in Anwendung befindlichen molekularbiologischen oder proteinchemischen 

Technologien zur Charakterisierung von Einzelzellen stellen invasive und zeitintensive 

Methoden dar, die einzelne Zellen außerhalb des Zellverbands analysieren. Zur nichtinva-

siven Detektion individueller Zellreaktionen innerhalb einer Zellkultur werden optische 

Detektionsmethoden wie die Mikroskopie genutzt. Diese weist jedoch unter Verwen-

dung von Standardzellkulturgefäßen viele Nachteile auf: Neben Randeffekten, Eigen-

fluoreszenz des Materials und einem großen Arbeitsabstand, erfordert das Dokumen-

tieren aller Zellen auf der gesamten Zellkulturfläche einen hohen Zeitaufwand. 

Mit diesem Hintergrund war das Ziel der vorliegenden Arbeit die Entwicklung und 

Validierung eines miniaturisierten in vitro Systems zur Zellkultivierung und Charakteri-

sierung spezifischer zellulärer Reaktionen in vitro, um diese Nachteile zu korrigieren und 

als Testsystem im Rahmen von REACH anzuwenden.    

 

1.1 REACH-Verordnung 

REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals) steht für 

eine Verordnung des europäischen Parlaments zur Registrierung, Bewertung, Zulassung 

und Beschränkung chemischer Stoffe 1. Durch die im Juni 2007 in Kraft getretene Ver-

ordnung (EG) Nr. 1907/2006 soll schrittweise das Chemikalienrecht in allen EU-Mitglied-

staaten vereinheitlicht werden 1. Ein Hauptziel der REACH-Verordnung ist der Schutz der 

menschlichen Gesundheit und der Umwelt vor möglichen Risiken beim Umgang mit 

Chemikalien. 

Hintergrund der REACH-Verordnung ist die Herstellung und Vermarktung einer Vielzahl 

neuer Materialien mit unzureichender Information bezüglich ihrer Risiken. Es besteht ein 

großer Bedarf diese Informationslücke zu schließen, um zu gewährleisten, dass die von 
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den Chemikalien oder chemischen Produkten ausgehende Gefährdung vor der Markt-

einführung geklärt und zum Schutz des Menschen ausführlich gekennzeichnet ist. 

Deshalb verpflichtet REACH den Hersteller oder Importeur zur Ermittlung der gefähr-

lichen Eigenschaften wie z. B. Toxizität, Kanzerogenität, Mutagenität, Teratogenität von 

chemischen Stoffen. Zur Risikobewertung von Chemikalien im Rahmen von REACH 

werden nach OECD-Richtlinien international festgelegte Testmethoden (OECD guidelines 

for the testing of chemicals) angewendet 2. 

Künftig müssen alle chemischen Stoffe, abhängig von der jährlich in der EU 

hergestellten oder in die EU importierte Menge (> 1 Tonne Jahresproduktion) evaluiert 

und bei der Europäischen Chemikalienagentur (ECHA) registriert werden. Nach Berech-

nung der EU-Kommission sind etwa 30 000 Substanzen betroffen, über deren Auswir-

kungen auf die Gesundheit unzureichende Informationen vorliegen. Bis 2018 müssen 

alle diese Stoffe registriert und deren Risikopotenzial detailliert analysiert und bewertet 

werden. Während der Umsetzung der REACH-Verordnung kommt es zwangsläufig zu 

einem deutlichen Anstieg an Tierversuchen. Um die Anzahl der in vivo Versuche zu 

minimieren zielt REACH auch auf die Förderung alternativer Testmethoden auf Zellbasis 

zur Beurteilung der Risiken. 

Die REACH-Verordnung trifft nicht nur alle Chemikalien zu, sondern auch auf alle 

chemischen Erzeugnisse und neu synthetisierten Materialien. Im Jahr 2008 ist eine 

Zusatzvereinbarung in Kraft getreten die vorschreibt, dass Nanomaterialien unter die 

Bestimmungen von REACH fallen 3. Derzeit mangelt es an geeigneten technologisch 

herstellbaren Systemen und in vitro Methoden zur Erfassung des Risikopotenzials von 

Nanomaterialien. 

 

1.2 Nanomaterialien 

Der Begriff Nanomaterial umfasst ultrafeine Teilchen im Größenbereich zwischen 1 und 

100 nm 4. Als nanoskalig werden Strukturen bezeichnet, die aus mehreren Atomen 

bestehen und in wenigstens einer Dimension (Höhe, Breite oder Länge) kleiner 100 nm 

messen (ISO/TS 27687, 2008) 4. Diese Definition ist allerdings umstritten, da Partikel bis 

zu einer Größe von einigen 100 nm nanospezifische Eigenschaften aufweisen können. 

In Tabelle 1-1 sind die zurzeit weltweit verwendeten Definitionen des Begriffs 

Nanoobjekt aufgezeigt. Die Internationale Organisation für Normierung (ISO) und die 

ASTM International (ursprünglich American Society for Testing and Materials) haben sich 

bislang auf keine einheitliche Definition von Nanomaterialien verständigen können. 

Allerdings erarbeiten sie derzeit Grundlagen für eine vereinheitlichte Nomenklatur und 

Normierung von nanoskaligen Objekten. In der Regulierung der Europäischen Kommis-
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sion fallen Nanomaterialien unter die Bestimmungen von REACH (EU-Chemikalien-

verordnung EG 1907/2006) 1. Wird ein chemischer Stoff neu als Nanoform eingeführt, 

ist gemäß REACH eine Aktualisierung des Registrierungsdossiers notwendig, worin auch 

Risikomanagementmaßnahmen gefordert sind 3. 

Tabelle 1-1 Geltende Definitionen des Begriffs Nanoobjekt. 

ISO: International Organization for Standardization; NSTC: National Science and Technology Council; NNI: U.S. 
National Nanotechnology Initiative; BSI: British Standards Institution; FDA: Food and Drug Administration; REACH: 
Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals. 

 

Institution 
Nanoskalige 
Dimensionen 

Größe 
[nm] 

Eigenschaften 

    
ISO ≥ 1 1-100  
NSTC  ≥ 1 <100 Beeinflusstes Verhalten und Materialeigenschaften 
NNI  ≥ 1 <100 Beeinflusstes Verhalten und Materialeigenschaften 
BSI  <200  
FDA  <1000 Einzigartige Eigenschaften 
REACH ≥ 1 <100 Aus funktionellen Einzelteilen zusammengesetzt 

 

Strukturen, die in allen drei Raumrichtungen nanoskalig auftreten, definiert man als 

Nanopartikel 4, 5. In dieser Größenordnung führt der atomare Aufbau im Vergleich zu 

Partikeln desselben Stoffes im Mikro- oder Makroformat zu neuartigen Eigenschaften, 

die Nanopartikel somit interessant für die Entwicklung neuer Produkte machen 6-8.  

Die neuen physikalischen und chemischen Eigenschaften nanoskaliger Materialien 

resultieren aus der vergrößerten relativen Oberfläche der Partikel und der darin be-

gründeten Dominanz von quantenmechanischen Effekten 9, 10. Das im Vergleich zu 

Makropartikeln gleicher chemischer Zusammensetzung große Verhältnis von Ober-

flächenatomen zu Volumenatomen führt zu einer erhöhten Reaktivität der Nanopartikel. 

Man spricht in diesem Zusammenhang von größeninduzierter Funktionalität. Neben der 

erhöhten elektrischen, magnetischen sowie optischen und chemischen Funktionalität 

nanoskaliger Materialien verstärkt sich auch die biologische Aktivität der Nano-

materialien 11-13. 

Neben den funktionellen Vorteilen der Nanomaterialien birgt die starke biologische 

Aktivität der Nanopartikel eine höhere Gefahr der Toxizität im Vergleich zu größeren 

Partikeln der gleichen Stoffzusammensetzung 14-25. 

 

1.3 Vorkommen und Anwendungen von Nanomaterialien 

Im Allgemeinen kann man zwischen drei Typen nanoskaliger Partikel unterscheiden: (i) 

Natürlich vorkommende Partikel, (ii) anthropogene, z. B. bei Verbrennungsprozessen 
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entstehende 26 und (iii) industriell synthetisierte Partikel 27. In der vorliegenden Arbeit 

liegt der Schwerpunkt auf synthetischen metallischen Nanomaterialien.  

Neben Anwendungsgebieten der Nanotechnologie in den Branchen Elektronik, Ma-

schinenbau, Informationstechnik sowie der Automobilbranche kommen Nano-

materialien in vielen Gegenständen des täglichen Bedarfs zum Einsatz 7, 28-32. Derzeit sind 

über 800 nanopartikelbasierte Verbraucherprodukte auf dem internationalen Markt 

verfügbar 28, 29. Wie viele Nanoprodukte bereits auf dem deutschen Markt erhältlich sind, 

lässt sich aufgrund fehlender Kennzeichnungs- und Registrierungspflichten nicht genau 

ermitteln. Es existieren keine Statistiken, die die aktuelle Lage widerspiegeln. Allerdings 

schreiben Ergänzungen der Novel-Food-VO sowie der Kosmetik-VO eine Kennzeich-

nungspflicht aller Nanomaterialien ab 2013 vor 5, 33.  

Den Herstellerangaben zufolge ist Nanosilber derzeit in 260 Konsumprodukten enthal-

ten (Abbildung 1-1) 28. Nanopartikuläres Silber findet sich sowohl in Textilien, Kosmetika 

und Körperpflegeprodukten, als auch zur antimikrobiellen Beschichtung von Lebens-

mittelbehältern und Küchengeräten sowie in Farben und Waschmitteln 29. 

 

 

Aufgrund der bakteriziden Wirkung werden seit einigen Jahren Nanosilberbeschich-

tungen auf medizinischen Materialien wie Kathetern, Nahtmaterialien, orthopädischen 

Implantaten und Herzklappen erfolgreich verwendet 6, 34-37. Nanosilber ist neben nano-

partikulärem Titanoxid derzeit das am häufigsten eingesetzte Nanomaterial. 

Nanotechnologische Anwendungen gewinnen heute neben dem Lebensmittel- und 

Textilsektor vor allem in den Bereichen Medizin, Pharmazie und Kosmetik zunehmend 

an Bedeutung 38-40. Große medizinische Relevanz kommt der Nanotechnologie bei 

 

Abbildung 1-1 Prozentualer Anteil der Anwendungsgebiete in denen Silber-Nanopartikel eingesetzt 

werden 28. 
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Systemen für den gezielten Wirkstofftransport und der gezielten Wirkstofffreisetzung - 

sogenannten Drug Delivery Systemen – zu 41. Der Fokus der Forschung liegt hierbei bei-

spielsweise auf der Überwindung der Blut-Hirn-Schranke 42 zur Bekämpfung bestimmter 

Krankheiten wie Alzheimer 43-45, Hirntumoren 46 oder degenerativen Nervenerkrankung-

en 47, 48. 

Paramagnetische Nanopartikel sind bereits zur Tumortherapie mittels Hyperthermie 

zugelassen 49-51. In der klinischen Diagnostik werden magnetische nanopartikuläre 

Kontrastmittel wie Eisenoxid-Nanopartikel zur molekularen Bildgebung genutzt 52, 53. 

Biodegradierbare Polymerpartikel werden ebenfalls erfolgreich als Kontrastmittel 

eingesetzt 52. Weiterhin sind polymerbasierte Nanomaterialien als Implantatmaterial 

FDA-zugelassen und ermöglichen somit neuartige Ansätze in der medizinischen Therapie 

und der regenerativen Medizin.  

In der Diagnostik dient der Einsatz von Nanomaterialien zur Optimierung von in vitro 

Schnelltests. Fluoreszente Markierungen zellulärer Komponenten, durch Konjugation 

von Nanopartikeln an biologische Moleküle, ermöglichen die Verfolgung biokinetischer 

und metabolischer Prozesse in vivo und in vitro 54-59.  

Sowohl bei der Herstellung und dem Gebrauch, als auch bei der Entsorgung können 

synthetische Nanopartikel in die Umwelt gelangen 60. Die Auswirkungen der Nano-

materialien auf Ökosysteme sind bisher bei Weitem nicht ausreichend geklärt 60-64. Es 

wird befürchtet, dass das erhöhte Vorkommen von hochwirksam antibakteriellen Nano-

materialien im Abwasser die Funktionsweise von nützlichen Bakterien in der 

biologischen Abwasseraufbereitung und in der Umwelt stört 16. In vivo Studien beweisen 

eine Anreicherung von Silber-Nanopartikeln in aquatischen Lebewesen 61-64. Weiterhin 

wurde bereits die Entstehung silberresistenter Bakterienvarianten beobachtet 65. 

Aufgrund der steigenden Produktion nanopartikelhaltiger Konsumprodukte bedarf es 

der dringenden Abschätzung des Risikopotenzials für Mensch und Umwelt. 

 

1.4 Nanotoxikologie 

Ken Donaldson prägte 2004 den Begriff der Nanotoxikologie mit der Idee, dass sich 

Partikel mit nanoskaligem Format abweichend verhalten als identische Stoffe im Mikro- 

oder Makroformat 66. Bereits durch ihre Größe und der damit verbundenen hohen 

katalytischen und biologischen Aktivität zeigen Nanopartikel im Zusammenhang mit 

biologischen Systemen neue Eigenschaften, die so bisher mit vergleichbaren Stoffen im 

Makroformat nicht aufgetreten sind.  

Die Nanotoxikologie unterscheidet sich somit hinsichtlich Einflussfaktoren wesentlich 

von der bisher untersuchten „klassischen Toxikologie“. Klassische Dosis-Wirkungs-
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Beziehungen wie sie bei der Risikobewertung von Chemikalien eingesetzt werden 

können für Nanomaterialien nicht aufgestellt werden, vielmehr müssen auch chemische 

und physikalische Merkmale in die Toxizitätsbetrachtung einfließen. Im Vergleich zur 

Toxizität von Chemikalien hängt die Toxizität von Nanomaterialien von mehreren 

Faktoren ab (Tabelle 1-2). 

Tabelle 1-2 Einflussfaktoren der klassischen Toxikologie und der Nanotoxikologie. Modifiziert nach Zhao 

und Nalwa 2007 67. 

Klassische Toxikologie Nanotoxikologie 
  
Masse Masse 
Konzentration Konzentration 
Chemische Zusammensetzung Chemische Zusammensetzung 
 Form 
 Oberflächenfunktionalisierung 
 Oberflächenladung 
 Größe 
 Aggregationsverhalten 
 Herauslösen von Ionen 
 Löslichkeit der Partikel 

 

Neben der Partikelmorphologie, der möglichen Verunreinigungen der Nanopartikel-

suspension durch Fremdatome oder der Interaktion der Partikel mit Molekülen wie z. B. 

Proteinen spielt eine Vielzahl weiterer Parameter bei der Beurteilung der Nanotoxizität 

eine wichtige Rolle.  

Ergebnisse aktueller Forschungsstudien belegen eine Abhängigkeit zwischen erhöhter 

Toxizität und vergrößerter Oberfläche des Nanopartikels 13, 68. Aus weiteren Studien wird 

klar, dass nicht nur die Größe, sondern auch die Oberflächenladung, die Reaktivität 

sowie Form, Löslichkeit und Fremdatome im Endprodukt eine wichtige Rolle bei der 

Beurteilung der biologischen Aktivität und Toxizität der Nanopartikel spielen 12, 15, 22, 24. 

Weiterhin kann die Adsorption von Proteinen an die Nanopartikeloberfläche die 

biologische Aktivität von Nanopartikeln beeinflussen 69.  

Oben genannte Einsatzmöglichkeiten von Nanopartikeln in Lebensmitteln, Bedarfs-

gegenständen und Medizinprodukten verdeutlichen die steigende Exposition von 

Mensch und Umwelt mit synthetischen Nanomaterialien. Die menschliche Exposition mit 

Nanopartikeln lässt sich in zwei Hauptgruppen gliedern: Die direkte und die indirekte 

Exposition, wobei man zwischen berufsbedingtem, umweltbedingtem und anwen-

dungsbedingtem Kontakt mit Nanopartikeln unterscheidet. Zu Dauer und Höhe der 

Exposition des Menschen gegenüber Nanomaterialien sind kaum Erkenntnisse 

vorhanden 70-72. Es existieren weder für Ultrafeinstaub noch für synthetische Nanopar-

tikel genormte Messverfahren. Somit fehlen derzeit konkrete Daten zur Beurteilung der 

Nanopartikelexposition.  
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Neben der Haut und dem Gastrointestinaltrakt stellt die Lunge den dritten und größten 

möglichen Eintrittspfad in den Organismus dar (Abbildung 1-2). Mit einer Depositions-

rate von 70 % gilt die Lunge für die Nanopartikelaufnahme als kritischstes Organ. Eine 

Reihe von Studien bestätigt den Transport von ultrafeinen Nanopartikeln durch das 

Lungenepithel und macht deutlich, dass sowohl die Größe als auch die Oberflächen-

chemie der Partikel ihren Durchtritt in die Schichten der Epithel- und Endothelzellen 

bestimmen 73. 

 

 

Abbildung 1-2 Expositionsweg von Nanopartikeln und deren Biokinetik im Körper.  

Man unterscheidet verschiedene Expositionsmedien (grün), Eintrittspfade (violett) und Verteilungs-
schema (grau). Diese hängen von den individuellen Nanopartikeleigenschaften ab (modifiziert nach 
Oberdörster et al. 2005 74). 

 

Ein weiterer Transportweg für nasal aufgenommene Nanopartikel verläuft, unter 

Umgehung des Blutkreislaufes, über die direkte Aufnahme in die Endigungen von 

Hirnnerven 43, 74, 75, gefolgt von einem Transport über die Nervenbahnen bis in das 

zentrale Nervensystem.  

Aus der Virologie ist bekannt, dass Herpes-Viren durch Sinnesnerven des Nasen-

Rachenraums transportiert werden können 75. Für einige synthetische Nanomaterialien 

wie z. B. Manganoxid-Partikel konnte ebenfalls ein neuronaler Transport nachgewiesen 

werden 77.  

Alveolen, die Epithelzellen des Respirationstraktes, stellen die Grenzfläche der Lungen-

oberfläche dar und gelten als Immunzellen, da ihnen eine mechanische und eine 

chemische Schutzfunktion zugeschrieben werden. Neben dem mukozilliären Reinigungs-
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mechanismus sind Epithelzellen des Respirationstraktes in der Lage, als Reaktion auf 

bestimmte Stimuli, antimikrobielle Substanzen und Entzündungsmediatoren wie 

Chemokine oder proinflammatorische Zytokine zu sezernieren 76.  

Nanopartikel, die bis in die Alveolen gelangen, können dort lokale Effekte wie Entzün-

dungsmechanismen auslösen 73, 79-82 sowie eine Schwächung der Phagozytose hervor-

rufen 77.  

Es ist bekannt, dass die in der Lunge abgelagerten Partikel über das Blutsystem in andere 

Organe des Körpers transportiert werden können 78. Die Toxikokinetik der Nanopartikel 

ist bis heute jedoch nicht ausreichend untersucht. Für metallische Nanopartikel konnte 

eine Anreicherung in verschiedenen Organen nachgewiesen werden 79-81. 

Die Toxikokinetik und die Toxikodynamik hängen von der Risikokategorie des 

Nanomaterials ab. Im Bereich Nanotechnologie lassen sich drei Risikokategorien unter-

scheiden:  

(i) In eine Trägersubstanz fest eingebettete (isolierte) Nanoteilchen 

(ii) Aus einer Trägersubstanz herauslösbare und matrixungebundene (bioaktive) 

Nanoteilchen 

(iii) Nanoteilchen, die während der Herstellung unbeabsichtigt in die Luft gelangen.  

 

Eine stetig steigende Zahl an Studien belegt die schädigende Wirkung von Nanopar-

tikeln in vitro und in vivo 82-97. 

Die genauen Aufnahmewege der jeweiligen Nanopartikel in die Zellen sind noch nicht 

ausführlich geklärt. Verschiedene Internalisierungsmechanismen werden diskutiert (Ab-

bildung 1-3). Die Aufnahme durch Endozytose- oder Phagozytose-Mechanismen scheint 

nicht wie bei Makromolekülen den Hauptaufnahmemechanismus darzustellen, vielmehr 

werden Diffusionsmechanismen als mögliche Aufnahmewege in die Zelle angenom-

men 98. 
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Abbildung 1-3 Unterschiedliche Internalisierungsmechanismen von Nanopartikeln.  

Neben Größe und Oberflächencharakteristik bestimmt das Aggregationsverhalten der Partikel und die 
Partikelform deren Internalisierung in die Zelle. Bei den Internalisierungsmechanismen unterscheidet man 
(a) Endozytose, (b) passiven Transport (Diffusion), (c) Bindung der Nanopartikel an spezifische Rezeptoren 
auf der extrazellulären Zellmembranseite und (d) aktiven Transport (modifiziert nach AshaRani et al. 
2009 84). 

 

Auf zellulärer Ebene kann die Exposition von Nanopartikeln verschiedene Effekte 

auslösen. Neben Entzündungsmechanismen induzieren metallische Nanopartikel in vitro 

Proliferations-, Motilitäts- und Adhäsionsveränderungen aus und können zu Apoptose, 

Nekrose oder Autophagozytose führen 95, 99-103. Im Nukleus können Nanopartikel DNA-

Schäden, Zellzyklusarrest oder chromosomale Aberrationen verursachen 19, 84, 99, 104. Die 

durch Nanopartikel induzierte Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine und 

Chemokine sowie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) kann schließlich auch systemische 

Effekte im Organismus auslösen 100, 102, 104-106. Tabelle 1-3 gibt eine Übersicht über den 

aktuellen Stand des toxischen Potenzials synthetischer Nanomaterialien.  



                   Einleitung 

 

10 
 

Tabelle 1-3 Toxizitätsstudien synthetischer Nanopartikel. 

TiO2: Titanoxid; MWCNT: Multiwalled carbon nanotubes; SiO2: Siliziumoxid; ZnO: Zinkoxid; Fe2O3/Fe3O4: 
Eisenoxid; Ag: Silber; Au: Gold; CuO: Kupferoxid; CdTe/CdSe: Cadmiumtellurid/Cadmiumselenid. 

 

Nanomaterial Toxischer Effekt Literatur 
   
TiO2 Apoptose, DNA-Schäden  19, 107 

 
MWCNT  Apoptose, DNA-Schäden, Oxidativer Stress  108, 109 

 
SiO2    Apoptose, Inflammation 110 

 
ZnO  Änderung der Genexpression, Oxidativer Stress 88, 111 

 
Fe2O3/Fe3O4 Hemmung der Osteogenese, Reduktion der Zellviabilität 112 

 
Ag Apoptose, Chromosomale Instabilität, DNA-Schäden, 

Oxidativer Stress 

84, 99, 101, 104, 105, 113 
 

Au Abnahme der Proliferation, Autophagie, Mitochondriale 
Schäden, Motilitätsreduktion, Oxidativer Stress 

91, 95, 100 
 
 

CuO Oxidativer Stress, Reduktion der mitochondrialen Aktivität 19, 114 
 

Fullerene DNA-Schäden, Oxidativer Stress  115, 116 
 

Quantum dots 
(CdTe/CdSe) 

Apoptose, Inflammation, Oxidativer Stress 117, 118 

 

Besonders der Einfluss von Nanopartikeln auf die Proliferation, bzw. auf die 

Differenzierung von Stammzellen stellt einen wichtigen Forschungsaspekt dar. Stamm-

zellen besitzen das Potenzial in unterschiedliche Zelltypen zu differenzieren und sind 

somit ausschlaggebend an Regenerations- und Reparaturmechanismen des Gewebes 

beteiligt 119. Ein Defekt während der Differenzierungsphase könnte eine irreguläre 

Differenzierung induzieren und somit zur Entstehung von Krankheiten wie Krebs führen. 

Bis heute ist der Effekt von Nanopartikeln auf Stammzellen und deren Differenzierung 

nur ansatzweise untersucht 120-125. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden Silber- und Gold-Nanopartikel hinsichtlich Toxizität 

untersucht und zur Validierung des miniaturisierten in vitro Systems eingesetzt. 

Silber wird von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) und der US-amerikanischen 

Umweltschutzbehörde (EPA) als toxische Substanz und prioritären Umweltschadstoff 

eingestuft 126. Für nanopartikuläres Silber liegen jedoch noch keine Einordnung und 

Grenzwertregelung vor. Bei Kontakt der Silber-Nanopartikel mit Feuchtigkeit, z. B. mit 

Wundsekreten, werden durch Oxidation mit Sauerstoff Silberionen (Ag+) freigesetzt. 

Diese wirken antimikrobiell und toxisch 16, 127, 128. Am Beispiel der bioziden Wirkung von 
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Silber wird deutlich, dass Makro- und Nanoformen der gleichen Substanz in vitro sowie 

in vivo unterschiedliche Reaktionen induzieren 129. 

Zahlreiche Studien belegen in vivo eine Biodistribution sowie eine Bioakkumulation der 

Silber-Nanopartikel in diversen Organen mit anschließender Induktion von Entzündungs-

prozessen bis hin zu genotoxischen Effekten 61, 79, 94, 130-133. In vitro Experimente beweisen 

zytotoxische und genotoxische Effekte von Nanosilber in immortalisierten Zelllinien und 

Primärzellen, beispielsweise in Hirnzellen oder murinen Stammzellen 83, 84, 97, 101, 104, 105, 113, 

120. Auch in aquatischen Systemen können Silber-Nanopartikel akkumuliert werden 134. 

Aufgrund der starken Plasmonresonanz von Gold finden Gold-Nanopartikel Anwendung 

im biomedizinischen Sektor zur diagnostischen Bildgebung mittels Ultraschall, Magnet-

resonanz oder Optoakustik 135-138. In der Literatur finden sich aktuell widersprüchliche 

Daten zu dem zytotoxischen Potenzial von nanopartikulärem Gold 23, 83, 91, 96, 139-141. In vivo 

Studien beweisen zytotoxische, genotoxische und reproduktionstoxische Wirkungen von 

Nanogold und die Anreicherung in spezifischen Organen 14, 87, 142-144. Auch in vitro 

konnten nanogoldinduzierte zytotoxische und genotoxische Effekte nachgewiesen 

werden 23, 91, 96, 139, 145-147. Weiterhin belegen in vitro Experimente eine konzentrations- 

und morphologieabhängige Internalisierung der Gold-Nanopartikel in die Zelle 96, 148, 149. 

Eine Beeinflussung des Zellzyklus sowie die Reduktion der Zellmotilität sind ebenso 

beschrieben 150, 151. 

Zum gegenwärtigen Stand der Forschung sind, wie für eine Vielzahl von Nanopartikeln, 

die biologische Aktivität und der genaue Wirkmechanismus von nanopartikulärem Gold 

in vitro und in vivo nicht geklärt. 

 

1.5 Standardisierte Techniken zur Nanotoxizitätsuntersuchung 

Die Beurteilung des Risikos einer potentiellen Toxizität ausgehend von Nanomaterialien 

kann in vier Stufen gegliedert werden:  

(i) Identifizierung des toxischen Effekts 

(ii) Erstellung einer Dosis-Wirkungs-Beziehung  

(iii) Abschätzung der Exposition  

(iv) Berechnung des Risikos  

Das toxische Potenzial von Nanomaterialien wird zum heutigen Zeitpunkt unter Einsatz 

normierter in vitro Verfahren identifiziert. Nanopartikel für die medizinische Anwendung 

werden aktuell in Anlehnung an die Norm DIN EN ISO 10993 (Biologische Beurteilung 

von Medizinprodukten) sowie die Arzneimittelverordnung durchgeführt, da keine Richt-

linien zur standardisierten Prüfung von nanoskaligen Materialien existieren. Die ISO 
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10993 beschreibt die Testverfahren, welche bei der Zulassung eines Medizinproduktes 

angewandt werden müssen 152.    

Da sich die physikalischen und chemischen Eigenschaften je nach Größe der Nano-

partikel und Stoffklasse unterscheiden, müssen alle Partikel nach ihren Eigenschaften 

individuell im Rahmen einer Risikoanalyse bewertet werden. Deshalb machen vergleich-

bare Nanotoxizitätsstudien eine genaue Standardisierung, Kategorisierung und Cha-

rakterisierung von Nanomaterialien zwingend erforderlich. Ohne diese lassen sich 

Ergebnisse unterschiedlicher Studien nicht miteinander vergleichen und machen sie 

somit für eine gezielte Risikoabschätzung nutzlos. Daher sollte jeder Toxizitätstest von 

einer genauen Partikelcharakterisierung begleitet werden 153.  

Eine Vielzahl von in vitro Toxizitätsstudien mit Nanopartikeln ist bereits publiziert. Eine 

Reihe der durchgeführten Experimente wurde mit unzureichend charakterisierten 

Nanopartikeln hinsichtlich chemischer Zusammensetzung und physikalischer Eigen-

schaften durchgeführt und gewährleistet somit keine Vergleichbarkeit der einzelnen 

Studienergebnisse. Eine ausführliche Nanopartikelcharakterisierung ist zwingend 

erforderlich, da Nanopartikel mit Reagenzien standardisierter Toxizitätstests oder mit 

den testspezifischen Zellreaktionen selbst interagieren und so zu unzuverlässigen 

Ergebnissen führen können (Tabelle 1-4) 154. 

Tabelle 1-4 Interaktion der Nanopartikel mit Reagenzien standardisierter Toxizitätstests. 

Modifiziert nach Kroll et al. 2009 155. LDH: Laktatdehydrogenase; MDH: Mitochondriale Dehydrogenase. 

Analyseparameter Detektionsprinzip Nanopartikulärer Effekt Nanomaterial 
    
Apoptose Kolorimetrisch Reduktion der Farbstoffabsorption Kohlenstoff 
Caspase-Aktivität Fluorometrisch Hemmung der Caspase 3 Metall 
Inflammation Kolorimetrisch Reduktion der Zytokinabsorption Metall 
LDH Kolorimetrisch Hemmung der LDH-Aktivität Metall 
MDH-Aktivität Kolorimetrisch Reduktion der Absorption des Substrates Kohlenstoff  
Oxidativer Stress Fluorometrisch Fluoreszenzquenching Kohlenstoff  
Vitalität Fluorometrisch Reduktion der Farbstoffabsorption Kohlenstoff 

 

Ein standardisiertes, in der ISO Norm beschriebenes, Testverfahren zur Untersuchung der 

Zellviabilität stellt der MTT Assay dar 156. Hierbei wird nach Applikation des 

Tetrazoliumsalzes MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid die 

Absorption des metabolisierten Formazanfarbstoffs als Maß für die Zellviabilität 

quantifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass Metallionen 157 als auch Nanopartikel 158-160 

dem Tetrazoliumsalz MTT interagieren und dadurch zu „falsch-positiven“ Ergebnissen 

führen können.  

Aufgrund ihrer optischen Eigenschaften können Nanopartikel Licht absorbieren und 

somit das Ergebnis absorptions- oder fluoreszenzspektrometrische Messungen verän-
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dern. Auch die Adsorption von Serumproteinen an die Nanopartikeloberfläche kann die 

Messergebnisse herkömmlicher Toxizitätstests beeinflussen 161-163. 

 

 

Abbildung 1-4 Vergleich der Detektionsverfahren von standardisierten (ISO Norm-basierten) und 

miniaturisierten (mikrochipbasierten) in vitro Testverfahren zur Untersuchung spezifischer Zellreaktionen.  

 

Aus diesem Grund eignen sich konventionelle in vitro Toxizitätsstudien nur bedingt für 

die Analyse des toxischen Potenzials von Nanomaterialien. Es bedarf der Entwicklung 
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und Validierung neuer Methoden zur Nanotoxizitätsanalyse. Ansätze hierfür stellen 

miniaturisierte Verfahren wie beispielsweise mikrochipbasierte Methoden dar (Abbil-

dung 1-4). Aktuell findet die Durchführung der Toxizitätsanalysen von Nanomaterialien 

in Anlehnung an die in der ISO Norm 10993 beschriebenen in vitro Verfahren statt. 

Diese basieren auf der Analyse eines Durchschnittswertes einer Zellpopulation und 

berücksichtigen somit keine dynamischen Zellvariationen (Abbildung 1-4). Vorteil der 

miniaturisierten Verfahren ist die Analyse individueller Zellreaktionen in einer 2-D-Kultur 

und die spezifische Zuordnung der Zellrektionen zu den individuellen Zellen in der 

Population.  

 

1.6 Viren 

Als Viren bezeichnet man pathogene, zur Vermehrung befähigte Partikel in einer 

Größenordnung von 20 - 400 nm. Die Existenz von Viren als eigene biologische Einheit 

ist erst seit zirka 100 Jahren bekannt 164. Die Viruspartikel oder Virionen bestehen aus 

einer Proteinhülle (Kapsid) und dem darin eingebetteten Genom aus DNA oder RNA. Bei 

einigen Virustypen sind die Kapside von einer Hülle aus einer Lipiddoppelschicht 

umgeben. In diese sind Phospho- oder Glykoproteine eingelagert, die als so genannte 

Spikes bis an die Oberfläche der Kapsidhülle hervorragen. Zwischen der Hüllenmembran 

und dem Kapsid kann sich eine Tegumentschicht befinden, wie es bei Herpesviren der 

Fall ist, die weitere virale Proteinkomponenten enthält. 

Viren besitzen keinen eigenen Stoffwechsel, sind somit auf die Energie und die 

chemischen Bausteine lebender Zellen (Wirtszellen) angewiesen und replizieren sich 

deshalb in der lebenden infizierten Wirtszelle. Dort entfalten die Viren ihre Genom-

aktivität und produzieren die Komponenten aus denen sie aufgebaut sind. Abhängig 

vom Virustyp kann die Infektion für die Wirtszelle unterschiedliche Folgen  haben: 

(i) Sie wird zerstört und stirbt. 

(ii) Sie überlebt und ist chronisch infiziert. 

(iii) Sie überlebt und das Virusgenom bleibt im latenten Zustand erhalten. 

(iv) Sie wird immortalisiert, erhält hierdurch die Fähigkeit zur kontinuierlichen 

Teilung, was zur malignen Entartung führen kann. 

 

Zytopathogene Viren induzieren charakteristische morphologische Veränderungen der 

infizierten Zelle, die unter dem Begriff zytophatischer Effekt (CPE) zusammengefasst 

werden. Der CPE dient in der Virusdiagnostik der Bestimmung von Viruskonzentrationen 

und zur Differenzialdiagnose bei histologischen Begutachtungen von pathologischem 

Material. Man unterscheidet verschiedene Arten des CPE: (i) Verlust der Adhärenz mit 
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anschließender Zelllyse, (ii) Bildung von Synzytien (mehrkernige Riesenzellen) beruhend 

auf Zellverschmelzungen 165 und (iii) Bildung von Einschlusskörperchen. 

Heute sind rund 1500 Viren bekannt, darunter Influenzaviren, Adenoviren, Herpesviren, 

humane Immundefizienzviren (HIV) und Tumorviren. Onkogene Viren wie z. B. das 

Papillomavirus können nach Infektion deren Wirtszelle zu krebsartigem Wachstum 

veranlassen 166.  

 

Herpes-simplex-Virus 

Der zytopathogene Virusstamm Herpes-simplex Typ 1 (HSV1) zählt zu den am besten 

charakterisierten Viren und eignet sich daher als Standardsystem zur Validierung des in 

dieser Arbeit entwickelten miniaturisierten in vitro Systems. 

Das Herpes-simplex-Virus (HSV) wurde erstmals von Slavin und Gavett 1946 isoliert und 

charakterisiert 167. Es zählt zu der Familie der Herpesviridae und misst im Durchmesser 

100 bis 200 nm. Man unterscheidet zwei Typen des HSV. Typ I umfasst den Erreger des 

Lippenherpes „herpes labialis“, Typ II den Erreger des Genitalherpes „herpes genitalis“. 

Es handelt sich um behüllte DNA-Viren. In einem ikosaedrischen Kapsid befindet sich 

eine lineare doppelsträngige DNA, die von einer Virushülle umgeben ist. Im Zwischen-

raum von Kapsid und Hülle befinden sich eine Vielzahl an Virusproteinen, die so 

genannten Tegumentproteine. Sie gelangen bei der Infektion mit in die Wirtszelle und 

sind dort für eine Vielzahl regulatorischer Funktionen während der Frühphase der 

Replikation verantwortlich. Ein charakteristisches Merkmal der Herpes-simplex-Viren ist 

ihre Fähigkeit nach Erstinfektion latent in Organismen zu verbleiben. Hierbei lagert sich 

das Virus in Nervenknoten des Gesichtsnervs, die so genannten Ganglien des 

Trigeminusnervs, ein. Dort persistieren die Viren lebenslang in einer latenten Phase. 

Sobald z. B. das Immunsystem des Infizierten geschwächt ist, kann es zur Amplifikation 

der Viren und zum erneuten Ausbruch der Erkrankung kommen.  

 

Mechanismus der HSV1-Replikation 

Je nach Virusart unterscheidet man zwischen der lysogenen und der lytischen Replika-

tion des Virus. Während des lysogenen Weges integriert sich das Virus in das Wirtschro-

mosom und vermehrt sich mit jeder Wirtszellteilung. Die HSV1-Vervielfachung läuft über 

den lytischen Weg ab. Der Eintritt des HSV1 in die Wirtszelle wird durch die Interaktion 

des sich außerhalb der Wirtszelle befindlichen, einzelnen Viruspartikels, des Virions, mit 

transmembranen Glykoproteinen der Wirtszelle initiiert. Die Bindung des Virions an die 

Zellmembran wird durch die Interaktion von gB und gC mit Heparansulfat-Proteo-

glykanen (HSPGs) auf der Zelloberfläche initiiert 168. Parallel dazu interagieren die gD-
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Proteine mit zellulären Membranproteinen, die als herpes virus entry proteins (HVEP) 

bezeichnet werden und überwiegend Mitglieder der TNF-Rezeptorfamilie sind. 

Nach der initialen Anhaftung des Virions an die Wirtszelle beginnt der Penetrations-

prozess. Dieser ist zelltypabhängig 169, 170. Im Fall von HSV1 spielt die Endozytose eine 

dominante Rolle bei der Infektion vieler Zelltypen (Abbildung 1-5a) 171-173. Die zweite Art 

der HSV1-Penetration ist die Fusion des Virions mit der Plasmamembran, die unabhängig 

von spezifischen Membranproteinen abläuft (Abbildung 1-5b). Nach rezeptorvermittelter 

Bindung des Virus mit der Zellmembran, verschmelzen die Virionenhülle und die 

Zellmembran miteinander wodurch das Nukleokapsid sowie die Tegumentproteine in 

das Zytoplasma gelangen (Abbildung 1-5) 174, 175. 

 

 

Abbildung 1-5 Mechanismus der HSV1-Infektion.  

HSV-Virionen können durch (a) Endozytose oder (b) Fusion mit der Plasmamembran in die Wirtszelle 
aufgenommen werden. Nach Infektion der Zelle mit dem HSV1 läuft die Virusreplikation über den 
lytischen Weg ab. 

 

Nach Penetration des Virus in das Zellinnere werden die viralen Kapside und die 

Tegumentproteine zielgerichtet zu den nuklearen Poren transportiert. Dort öffnet sich 

das Nukleokapsid und das unbeschichtete virale doppelsträngige DNA-Genom gelangt 

in den Nukleus.  

Die Expression des Virusgenoms erfolgt in einem kaskadenartigen regulierten Zyklus. 

Zuerst werden die immediate early-Proteine synthetisiert. Ihre Expression wird durch das 

Tegumentprotein α-TIF (alpha-trans-inducing factor) verstärkt und führt zur 

Transkription. Nach der Nukleinsäuresynthese der viralen DNA und der Proteinsynthese 

werden die neu gebildeten infektiösen Tochterviren nach einem Reifungsprozess zur 
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Zelloberfläche transportiert, wo sie durch Zelllyse aus dem Zytoplasma in den 

Extrazellularraum freigesetzt werden.  

 

1.7 Entzündungsreaktionen 

Zur Validierung des miniaturisierten in vitro Systems wurde im Rahmen dieser Arbeit die 

Entzündungsreaktion als Parameter der Toxizität herangezogen. 

Eine Entzündung bezeichnet man als charakteristische Reaktion eines biologischen 

Systems auf spezifische Reize. Ziel einer Entzündung ist die Beseitigung des schädig-

enden Reizes und die Einleitung von Reparaturvorgängen. Die Entzündung gilt damit als 

Ausdruck der Immunreaktion eines Organismus. Man unterscheidet zwei Arten an Ent-

zündungsreaktionen: Neben der lokalen Entzündungsreaktion, die sich nur auf eine 

definierte Körperregion bezieht, beschreiben systemische Entzündungsreaktionen eine 

über das komplette System verteilte Entzündung. 

Die Gesamtheit an Zellen und Molekülen, die für die Abwehr von Infektionen zuständig 

sind, werden unter dem Begriff Immunsystem zusammengefasst. Das Immunsystem 

kann in die angeborene, unspezifische Immunität und in die erworbene (adaptive), 

spezifische Immunität gegliedert werden. Treten Fremdkörper wie z. B. Nanopartikel 

Viren oder Bakterien in Kontakt mit einer Epithelbarriere, wird in den meisten Fällen die 

unspezifische Immunabwehr (Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und dendritische 

Zellen) aktiviert.  

Die inflammatorische Antwort nach Inhalation von Nanopartikeln wurde eingehend 

untersucht 176-181. Dabei stellte sich heraus, dass das Immunsystem nach Inhalation von 

Nanopartikeln eine Entzündungsreaktion bewirkt. Zu den dabei aktivierten Abwehr-

reaktionen gehören unter anderem die Sekretion von reaktiven Sauerstoff- und Stick-

stoffradikalen (ROS, RNS) und die Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine wie 

beispielsweise des Tumornekrosefaktors (TNF-α). 

Zytokine stellen eine Gruppe aus Peptiden und Glykoproteinen dar, die bei Inflam-

mationsprozessen und Immunabwehrreaktionen beteiligt sind. Sie ermöglichen die 

Regulation des Zellwachstums und beeinflussen die Kommunikation zwischen Immun-

zellen. Als Antwort auf mikrobielle oder andere Antigene werden Zytokine von Zellen 

des angeborenen und adaptiven Immunsystems produziert. Sie stimulieren verschiedene 

zelluläre immunologische Vorgänge und fungieren bei Entzündungsreaktionen als früher 

Marker für immunmodulatorische und prätoxische Effekte. Auf Grund ihres strukturellen 

Aufbaus unterscheidet man fünf verschiedene Gruppen der Zytokine: Interferone, 

Chemokine, Tumornekrosefaktoren, koloniestimulierende Faktoren und Interleukine.  
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Als eines der wichtigsten proinflammatorischen Zytokine gilt Interleukin-8 (IL-8), ein 

nicht-glykosyliertes Protein mit einem Molekulargewicht von 8 kDa 182. Durch die 

geringe Halbwertszeit von etwa einer Stunde gilt IL-8 als früher Indikator einer 

systemischen Entzündung, Gewebeschädigungen und Infektionen 183. Das aus 72 

Aminosäuren bestehende IL-8 wird nicht nur in immunkompetenten, sondern auch in 

vielen immuninkompetenten Zellen wie Fibroblasten produziert und sezerniert 184-187. 

Dabei kann die Freisetzung des Proteins durch ein breites Spektrum an Stimuli wie z. B. 

Lipopolysaccharide (LPS), IL-1, TNF-α, Viren oder Nanopartikel induziert werden. 

 

Tumornekrosefaktor 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Tumornekrosefaktor (TNF-α) als Positivkontrolle für 

die Inflammationsinduktion in vitro eingesetzt. Im Folgenden ist die zentrale Rolle von 

TNF-α im Zytokinnetzwerk verdeutlicht.  

1975 wurde TNF-α erstmals von Lloyd J. Old entdeckt 188. Als multifunktionell wirkendes 

proinflammatorisches Zytokin fungiert TNF-α bei lokalen und systemischen Ent-

zündungsreaktionen wie beispielsweise rheumatischer Arthritis und Immunreaktionen. 

Nach Stimulation durch Interferone oder Interleukine findet im endoplasmatischen 

Retikulum die Translation und Translokation des initialen Vorläuferproteins proTNF-α 

statt. Im Anschluss wird das proTNF-α mit Hilfe des Golgi Apparates an die Zellmembran 

transportiert und dort extrazellulär als Homo-Trimer-Komplex freigesetzt. Diese Form des 

TNF-α kann mit TNF-Rezeptoren der benachbarten Zellen interagieren oder sich nach 

Spaltung durch die Metalloprotease TACE (TNF-alpha converting enzyme) von der 

Zelloberfläche lösen und sich als löslicher Trimer-Ligand zu weiter entfernten Zellen 

bewegen. Dort interagiert TNF-α mit den Rezeptoren der TNF-Familie (TNFR1, TNFR2, 

TRAILR1, TRAILR2). Hierbei handelt es sich um Transmembranproteine, deren extra-

zellulärer Teil aus charakteristischen cysteinreichen Domänen besteht, die in ihrer Anzahl 

zwischen den unterschiedlichen Rezeptortypen variieren 189. Auf der intrazellulären Seite 

besitzen die TNFR eine sogenannte Todesdomäne (death domain, DD) 190. TNFR1 und 

TNFR2 unterscheiden sich in ihrer Bindungsaffinität zu TNF-α und anderen Mitgliedern 

der TNF-Superfamilie sowie in ihren intrazellulären Signalwegen. 

Nach extrazellulärer Bindung des spezifischen Liganden wie beispielsweise TNF-α wird 

eine Trimerisierung des Rezeptors induziert. Hierdurch werden zwei unterschiedliche 

Signalwege vermittelt (Abbildung 1-6). 

Bindet TNF-α an TNFR1, kann dies via FADD (Fas-associated death domain) die apopto-

tische Signalkaskade auslösen oder über TRAF2 (TNFR-associated factor 2) und RIP 

(receptor interacting protein) die Aktivierung des nuklearen Faktors NF-κB und somit 
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eine antiapoptotische Wirkung hervorrufen. Nach Bindung von TRADD (TNFR-associated 

death domain) an TNFR1 werden TRAF2 und RIP gebunden 191, 192. Im Anschluss gelangt 

das durch Phosphorylierung des I-κB freigesetzte NF-κB in den Nukleus und initiiert dort 

die Transkription einer Vielzahl meist antiapoptotischer Gene und führt dadurch zur 

Zellproliferation (Abbildung 1-6). 

Im Gegensatz dazu führt der FADD-vermittelte Signalweg zur Apoptose der Zelle. 

Hierbei handelt es sich um einen schnellen und präzise regulierten Prozess (program-

mierter Zelltod), der für die Entwicklung und das Aufrechterhalten multizellulärer Orga-

nismen unerlässlich ist 193. Die apoptoseinduzierenden Signalwege aktivieren eine 

Kaskade proteolytischer Enzyme, der Caspasen, die den Abbau der zellulären Organellen 

vermitteln (Abbildung 1-6). Morphologische Charakteristika der Apoptose beinhalten 

Zellmembran-Blebbing, Zellschrumpfungen, Chromatinkondensation und DNA-Frag-

mentierung 193, 194.  

 

 

Abbildung 1-6 Verlauf der Signalkaskaden nach Aktivierung des TNF-Rezeptors Typ 1 (TNFR1).  

Die von TNFR1 ausgehenden Signale können zwei Signalkaskaden auslösen. Je nach Status der Zelle kann 
der TNFR1-vermittelte Effekt von TNF-α durch Aktivierung der Caspase-8 über Effektor-Caspasen zur 
Apoptose oder durch Aktivierung von NF-κB zur Proliferation der Zelle führen (modifiziert nach 
Bhattacharya et al. 2008 195). 

 

1.8 Grün fluoreszierendes Protein GFP  

Zur nichtinvasiven Quantifizierung einer nanopartikulären oder viralen Entzündungs-

reaktion wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit humane Lungenkarzinomzellen 

transfiziert, so dass sie eine Interleukin-8-Produktion-gekoppelte GFP-Expression aufwie-
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sen. Die GFP-Intensität diente zur Bestimmung des Grades der induzierten Inflam-

mationsreaktion.   

1962 beschrieb Shimomura erstmals das grün fluoreszierende Protein (GFP) als 

Bestandteil der Pazifikqualle Aequorea victoria 196. Diese Quallen weisen im Zytoplasma 

der Tentakelzellen feine Granula auf, die zwei zur Biolumineszenz befähigte Proteine 

enthalten, das Aequorin und das green fluorescent protein GFP. 

Der Begriff Biolumineszenz bezeichnet im Gegensatz zu der Chemilumineszenz (An-

regung durch chemische Reaktionen) und der Photolumineszenz (Anregung durch Ab-

sorption von Photonen) eine durch Stoffwechselprozesse bedingte Leuchterscheinung. 

Im Vergleich zu vielen anderen fluoreszierenden Proteinen ist das Chromophor des 238 

aminosäuregroßen Proteins GFP kein kovalent gebundener Kofaktor, sondern ein Teil 

des Proteins 197. Quelle der Fluoreszenz ist die Oxidation der Sequenz Ser65 – Tyr66 – Gly67 

innerhalb im Zentrum der α-Helixstruktur des GFP. Die Seitenketten dieser Amino-

säuresequenz verbinden sich zu 4-(p-Hydroxybenzyliden)-Imidazolidin-5-on und 

bedingen somit die Entstehung der Fluoreszenz (Abbildung 1-7). Während diesem 

aeroben Vorgang wandelt GFP die durch strahlungsfreien Energietransfer übertragene 

blaue Chemilumineszenz des Aequorins in grünes Licht um 197-201. Das Exzitationsmaxi-

mum von GFP liegt bei 395 nm sowie bei 475 nm. Die maximale Emission grünen 

Lichtes erfolgt bei einer Wellenlänge von 508 nm 200, 202. 

 

 

Abbildung 1-7 Chemische Umlagerung in dem grün fluoreszierenden Protein GFP.  

Die  Induktion der Fluoreszenz von GFP wird durch die Oxidation der Aminosäuresequenz Ser65 – Tyr66 –
 Gly67 zu 4-(p-Hydroxybenzyliden)-Imidazolidin-5-on ausgelöst (modifiziert nach Berg et al. 2003 203). 

 

Nach der Klonierung des GFP 1992 durch Prasher et al. konnten Chalfie und Inouye 

erstmals zeigen, dass bei Expression des GFP in eukaryontischen (Caenorhabditis 
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elegans) und prokaryontischen Zellen (E. coli) ein Fluoreszenzsignal detektiert werden 

kann 197, 204, 205. Somit sind zur posttranslationalen Faltung des Proteins und zur Bildung 

des Chromophors keine spezifischen Enzyme der Qualle notwendig 199, 202, 206. Diese Ent-

deckungen ebneten den Weg zur breiten Anwendung des GFP als Reportergen in den 

unterschiedlichsten Wirten 202. 

Seitdem wird GFP als Marker für Genexpression und Proteintargeting in vivo und in vitro 

eingesetzt 207-210. Die Möglichkeit, GFP mit anderen definierten Proteinen genspezifisch 

zu binden, eröffnet in der Biologie die Möglichkeit der direkten Beobachtung der 

räumlichen und zeitlichen Verteilung des spezifisch gekoppelten Proteins in Zellen, 

Geweben oder Organismen 211. 

In dieser Arbeit diente GFP als Marker für die nanopartikulären und viralen Entzün-

dungsreaktionen in transfizierten humanen Lungenkarzinomzellen.  

 

1.9 Stammzellen 

Körperzellen, die Potenzial zur Proliferation, Selbsterneuerung und Differenzierung in 

verschiedene Zelltypen aufweisen, bezeichnet man als Stammzellen 119. Je nach Art der 

Stammzellen besitzen sie die Fähigkeit, sich in mehr als 200 verschiedene Gewebearten 

entwickeln zu können.  

Die zentrale Funktion der Stammzellen liegt in der Embryogenese, aber auch beim Ge-

webeaufbau sowie bei regenerativen Prozessen im adulten Organismus sind Stammzel-

len beteiligt. Während embryonale Stammzellen nur im frühen Embryostadium vor-

kommen, sind adulte Stammzellen auch im postnatalen Stadium im Organismus vorhan-

den und übernehmen dort über die gesamte Lebensdauer des Organismus die Aufgabe 

des regenerativen Gewebeaufbaus spezialisierter Zellen. 

Man unterscheidet Stammzellen vor allem durch ihr Differenzierungspotenzial. Während 

unipotente Stammzellen in einen spezifischen somatischen Zelltyp differenzieren, kön-

nen sich multipotente Zellen in verschiedene spezialisierte Gewebearten entwickeln. Als 

pluripotent werden Stammzellen bezeichnet, deren Differenzierungspotenzial sich über 

das Ursprungsgewebe der Stammzelle hinaus charakterisieren lässt. Eine Totipotenz 

beschreibt die Fähigkeit einen vielzelligen funktionalen Organismus aufzubauen. 

Der Begriff mesenchymale Stammzelle (mesenchymal stem cells, MSCs) beschreibt 

adhärente Zellen mit der Fähigkeit zur stetigen Replikation 212, 213. MSCs lassen sich in 

mesenchymale Gewebezellen wie z. B. Adipozyten 214, Chondrozyten 119, 215 oder Osteo-

blasten 119 differenzieren. 

Die ersten humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSCs) wurden 1976 von A. 

Friedenstein in adultem Knochenmark identifiziert 216. Bis heute wurden verschiedene im 
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Knochenmark residierende nichthämatopoetische Stamm- und Progenitorzellen, mit 

unterschiedlich stark ausgeprägtem Differenzierungspotenzial, beschrieben 119, 217, 218.  

In der gängigen Praxis werden adulte Stammzellen am häufigsten aus dem Knochen-

mark isoliert 219. Die Isolation findet aber auch aus anderen Gewebearten wie beispiels-

weise Muskelgewebe, Fettgewebe, Haut sowie aus dem Blut statt 220-223. 

hMSCs repräsentieren eine Ressource an humanen Primärzellen, die zur Untersuchung 

entwicklungsbiologischer Prozesse sowie für die Entwicklung von Gewebekulturen für 

pharmazeutische und toxikologische in vitro Screeningmethoden herangezogen werden 

können. 

 

Adipogene Differenzierung 

Zur Untersuchung des Effektes von Nanopartikeln auf das Differenzierungsverhalten von 

humanen Stammzellen wurde in dieser Arbeit die adipogene Differenzierung herange-

zogen. 

Durch Zugabe verschiedener Wachstumsfaktoren differenzieren in vitro proliferierende 

mesenchymale Stammzellen in die entsprechenden Gewebe. Dabei durchlaufen die Zel-

len verschiedene Entwicklungsstadien. Im Falle der adipogenen Differenzierungskaskade 

entwickeln sich mesenchymale Stammzellen zu Adipozyten (Abbildung 1-8). 

 

 

Abbildung 1-8 Regulationsmechanismus der Adipogenese von hMSCs. 

Im ersten Schritt erfolgt die Determinierung der hMSCs zu Präadipozyten. Anschließend findet unter 
Einfluss von Wachstumsfaktoren, Hormonen und Zytokinen die Differenzierung der Präadipozyten zu 
reifen Adipozyten statt. Wnt: Signalprotein mit wichtiger Funktionen bei der Zellentwicklung; GATA: An 
die DNA-Sequenz Guanin-Adenin-Thymidin-Adenin bindender Transkriptionsfaktor; C/EBP-α, -ß, -δ: 
Cytidin-Cytidin-Adenosin-Adenosin-Thymidin-Enhancer-bindendes Protein; PPAR-γ:  Peroxisom-Prolifera-
tor-aktivierte Rezeptor γ; SREBP-1c: Sterol regulatory element-bindendes Protein (modifiziert nach Feve 
2005 224).  

 

Der Prozess der Adipozytenbildung wird als Adipogenese bezeichnet. Hierbei erfolgt die 

Determinierung von multipotenten mesenchymalen Stammzellen über den Status des 

Präadipozyten zu reifen Adipozyten. Die höchst komplexe Steuerung der Adipogenese 

unterliegt der strengen Kontrolle von Hormonen, Zytokinen, Nährstoffen und Signal-

molekülen, die die Expression und die Aktivität verschiedener Transkriptionsfaktoren 

regulieren 224. Die Initiierung des Differenzierungsprozesses zu Adipozyten erfolgt durch 
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den proadipogenen Transkriptionsfaktor PPAR-γ (peroxisome proliferator-activated 

receptor γ) 225. Weiterhin spielen C/EBP-α und SREBP-1c für die Ausprägung des 

Adipozyts eine entscheidende Rolle (Abbildung 1-8) 224. Die Aktivierung der Lipogenese 

sowie der Triglyzeridsynthese führt zur Ausbildung reifer Adipozyten. Bereits in der 

frühen Phase der Adipozytendifferenzierung werden Lipidvesikel, Triglyzeridkörperchen, 

vom endoplasmatischen Retikulum abgeschnürt. Sie dienen als Marker der adipogenen 

Differenzierung.  

In vitro wird die adipogene Differenzierung von hMSCs mit Dexamethason, Indo-

methacin, Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) und Insulin induziert 226. Insulin induziert den 

Glukosetransporter GLUT4, was in einer vermehrten Glukoseaufnahme der Zellen 

resultiert. Zudem werden die Verstoffwechselung von Glukose zu Acetyl-CoA sowie die 

Fettspeicherung stimuliert. Hingegen induziert Dexamethason die Expression des Trans-

kriptionsfaktors PPAR-γ und bedingt somit die Adipogenese.  

 

1.10  Standardisierte Techniken zur Untersuchung einzelner Zellen 

Studien zellulärer Prozesse werden standardmäßig an Zellpopulationen durchgeführt. 

Die gemessenen Parameter werden als Durchschnittswert einer Population angegeben 

und können aufgrund der Heterogenität der untersuchten Zellpopulation missverständ-

liche Aussagen liefern. Eine mittels konventioneller Analysemethoden detektierte 

Reaktion kann zum einen auf eine erhöhte Anzahl an individuellen Zellen in der 

Population zurückzuführen sein, die eine starke Reaktion zeigen. Ebenso kann eine 

schwache Reaktion aller Zellen in der Gesamtpopulation die Ursache für das als 

Durchschnittswert detektierte erhöhte Signal darstellen. Weiterhin beeinflussen Zellzahl 

und Zelldichte die Reaktion einer Population. Aufgrund der stark heterogenen Zellpopu-

lation und der Diskussion der Veränderung einer Einzelzelle als Ursache einer Vielzahl 

von Krankheiten gelangte in den letzten Jahren die Einzelzellanalyse zur Detektion 

spezifischer zellulärer Prozesse in den Fokus der Forschung 227. 

Die Anfänge der Anwendung von Separationsmethoden und Charakterisierungsver-

fahren bestimmter Bestandteile einzelner Zellen liegt etwa 60 Jahre zurück 228-230. 

Dovichi gilt als einer der Begründer der Einzelzellanalysetechniken. Folgende Technolo-

gien zur genomischen, proteomischen oder metabolischen Charakterisierung von 

Einzelzellen werden bereits angewendet: Kapillarelektrophorese (2-D, 3-D), Polymerase 

Kettenreaktion, Elastographie, Einzelzell-Gelelektrophorese oder immunzytologische 

Färbungen 231-243.  

Die genannten Verfahren stellen nichtinvasive Methoden dar und sind sehr zeitintensiv. 

Ein weiterer Nachteil vieler sich in Anwendung befindlichen molekularbiologischer und 
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proteinbiochemischer Techniken zur Einzelzellcharakterisierung ist die Vielzahl von 

Zellen, die als Ausgangsmaterial benötigt werden. Zuvor genannte Techniken geben 

Anhaltspunkte über den zellulären Status, erfordern allerdings die Zelllyse mit Hilfe von 

Chemikalien, Hitze oder Elektrizität 234, 235, 244, 245. Die vereinzelten Zellen befinden sich 

während der Analyse meist in Suspension und können somit metabolische Änderungen 

erfahren 246-248. Invasive Techniken eignen sich somit nicht für Untersuchungen 

adhärenter Zellen in einem Zellverband. Weiterhin konnten in vitro Studien Unterschiede 

im Verhalten einer Zellpopulation im Vergleich zu einer Einzelzelle nachweisen 249-251. 

Im Hinblick auf die Anwendung der Einzelzellanalyse als pharmazeutisches in vitro 

Screeningverfahren ist das Ziel die Entwicklung nichtinvasiver Charakterisierungstech-

niken zellbiologischer Prozesse individueller adhärenter Zellen in einem Zellverband. 

Voraussetzung hierbei ist die permanente Prozesskontrolle (z. B. Temperatur, pH-Wert) 

sowie identische Kulturbedingungen im Vergleich zu konventionellen Kultursystemen. 

Unter Anwendung mikrofluidischer oder mikroelektromechanischer Systeme (MEMS) 

schlagen alternative Analysetechniken eine Brücke zwischen quantitativer und sensitiver 

Analyse 218, 243, 252-260. Wegen der Möglichkeit, geringe Mengen im Hochdurchsatzformat 

zu vermessen, haben biologische mikroelektromechanische Systeme (BioMEMs) Einzug 

in das Screening pharmazeutischer Substanzen gehalten. Der Begriff BioMEMS umfasst 

mikrofluidische Systeme, Drug-Delivery-Systeme, Immunosensoren, DNA-Arrays und 

beschreibt ein intelligentes miniaturisiertes System, das Mess- und Steuerfunktionen 

beinhaltet. BioMEMS kombinieren zwei oder mehrere der folgenden Eigenschaften: 

Elektrische, mechanische, optische, chemische, biologische, magnetische. Klassische 

Detektionsprinzipien wie optische Methoden, elektrochemische Detektionsverfahren 

oder massenspektroskopische Techniken werden in Kombination mit der Chip-

technologie angewendet 261-263.  

Im Vergleich zu konventionellen in vitro Methoden, beispielsweise basierend auf 96-

Loch-Mikroplatten, sind die Vorteile der quantitativen Analyse mittels BioMEMS das 

geringe Probenvolumen, die Erfassung der kompletten Zellkulturfläche und die 

statistisch bedeutsamere Analyse zellulärer Variationen. Dynamische Einzelzellkultur-

arrays separierter isolierter Zellen lassen zwar die Detektion der Reaktion der isolierten 

Zellen zu, simulieren aber nicht die physiologischen Bedingungen einer Zelle in 2-D-

Kultur 264.  

Seit etwa 10 Jahren existieren komplexe nichtinvasive BioMEMS wie beispielsweise ein 

Nanoliter-Bioreaktor für Langzeitkultivierungen von Säugerzellen sowie der Detektion, 

Separation, Manipulation und Charakterisierung von Zelladhäsion, Einzeltransfer, 

Viabilität, Morphologieänderungen und Apoptose 256, 257, 265-268. Zum Vergleich von Gen-

expressionsprofilen eukaryontischer Zellen in BioMEMS beschrieben Stangegaard et al. 
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ein biokompatibles Mikrozellkultursystem 268. Im Vergleich zu makroskaligen Kulturge-

fäßen bieten BioMEMS die Möglichkeit der Kultivierung, Manipulation und Observation 

einer kleinen Zellzahl auf einer definierten begrenzten Zellkulturfläche. Mit der Anwen-

dung von Mikrosystemen und mikroskopischen Kontrollvorrichtungen besteht die 

Möglichkeit der Beobachtung individueller adhärenter Zellen in einer Kultur über einen 

langen Zeitraum. Bis heute existieren in der Literatur nur wenig detaillierte Biokompatibi-

litätsstudien zu den verwendeten BioMEMS-Materialien 268-271. Das meist verwendete 

Material zur Herstellung von MEMS stellt neben Siliziumdioxid polykristallines Silizium 

dar 272. Aufgrund seiner ausgezeichneten chemischen, elektrischen, optischen und 

mechanischen Eigenschaften ist Silizium in der Mikrosystemtechnik ein allgemein ver-

wendetes Material. 

Zum gegenwärtigen Stand der Forschung existiert kein BioMEMS, das eine Langzeitbe-

obachtung von individuellen Zellen in einem Zellverband, gefolgt von einer quantitativen 

nichtinvasiven Analyse intrazellulärer Prozesse, garantiert. 
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2 Problemstellung 

Die EU-Chemikalienverordnung REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and 

Restriction of Chemicals) fordert neben dem Schutz der menschlichen Gesundheit und 

der Umwelt vor möglichen Risiken beim Umgang mit Chemikalien die Entwicklung 

alternativer Testmethoden auf Zellbasis zur Beurteilung der Risiken chemischer Stoffe. 

Auch Nanomaterialien fallen unter die Beurteilung von REACH und müssen hinsichtlich 

ihres toxischen Potenzials analysiert werden. Die zum gegenwärtigen Zeitpunkt ange-

wendeten in vitro Methoden zur Untersuchung der toxischen Wirkung von Nanopar-

tikeln und Viren werden meist an Zellpopulationen durchgeführt. Eine Analyse von Zell-

populationen, bestehend aus mehreren tausend Zellen liefert nur einen Durchschnitts-

wert der individuellen Zellreaktionen. Sie verdeckt dadurch die individuelle Variation der 

Reaktion einzelner Zellen. Solche Analysemethoden führen oft zu Fehlinterpretationen, 

da sich vor allem in vitro Zellen markant voneinander unterscheiden. Die individuelle 

Zuordnung der detektierten Signale zu den jeweiligen Einzelzellen ist mit den herköm-

mlichen Analysemethoden ebenfalls nicht realisierbar. Aus diesem Grund reflektieren 

konventionelle Toxizitätsstudien meist nicht die reale in vitro Situation und dadurch auch 

nicht den eigentlichen toxischen Effekt der untersuchten Nanopartikel oder Viren.  

Aufgrund der starken Heterogenität einer Zellpopulation und der Diskussion der 

Entartung einer Einzelzelle als Ursache einer Vielzahl von Krankheiten (Krebsstammzelle) 

gelangte in den letzten Jahren, auch im Zusammenhang mit der REACH-Verordnung,  

die Detektion zellulärer Prozesse auf Einzelzellebene in den Fokus der Forschung. 

Die bereits zur Charakterisierung von Einzelzellen angewendeten molekularbiologischen 

oder proteinbiochemischen Technologien wie Kapillarelektrophorese, Polymeraseketten-

reaktion (PCR) und die Elastographie, stellen invasive und zeitintensive Methoden dar. 

Weitere Verfahren zur Untersuchung einzelner Zellen wie beispielsweise die Durchfluss-

zytometrie (FACS), die magnetische Zytometrie (MACS) und die elektrochemische 

Methode Patch-Clamp, analysieren einzelne Zellen, jedoch außerhalb des Zellverbandes. 

Weiterhin lassen die zum gegenwärtigen Zeitpunkt angewendeten in vitro Methoden 

zur Analyse einzelner Zellen keine kontinuierliche Charakterisierung einer individuellen 

adhärenten Zelle in einem Zellverband zu. Zur nichtinvasiven Detektion von Reaktionen 

einzelner Zellen innerhalb einer Zellpopulation existiert nur die Mikroskopie als optische 

Analysemethode unter Nutzung der Standardkulturgefäße. Sie hat den Nachteil des 

Auftretens von Randeffekten bei Verkleinerung der Zellkulturfläche. Weiterhin kann nur 

mit hohem Zeitaufwand die gesamte Zellkulturfläche eines konventionellen Zellkultur-

gefäßes analysiert werden. Das Material Polystyrol der konventionellen Zellkulturgefäße 

erzeugt häufig starke Hintergrundfluoreszenz und beeinträchtigt dadurch die fluoro-
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metrische Quantifizierung induzierter Effekte sowie die Qualität der mikroskopischen 

Aufnahmen.  

Vor diesem Hintergrund besteht die Notwendigkeit der Entwicklung neuer sensitiver 

in vitro Systeme zur reproduzierbaren nichtinvasiven Langzeitcharakterisierung individu-

eller Reaktionen adhärenter Zellen in einer in vitro Kultur, auch im Hinblick auf neue 

alternative Testmethoden in vitro zur Bewertung des toxischen Potenzials chemischer 

Stoffe und Materialien im Rahmen der REACH-Verordnung. 
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3 Zielsetzung 

Das wissenschaftliche Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und Validierung 

eines miniaturisierten in vitro Systems zur Erfassung nanopartikulärer und viraler Effekte 

auf zellulärer Ebene, als neue Screeningmethode zur Bewertung des toxischen Potenzials 

nanoskaliger Materialien im Rahmen der REACH-Verordnung.  

Um die Untersuchung spezifischer Reaktionen individueller Zellen in einem Zellverband 

zu ermöglichen, sollte ein miniaturisiertes Zellkulturgefäß mit verbesserten optischen Ei-

genschaften entwickelt, mit geeigneten in vitro Modellen kombiniert und dessen Sensi-

tivität ermittelt werden. Zur Validierung des entwickelten in vitro Systems sollte 

untersucht werden, ob sich mit Hilfe des miniaturisierten Zellkulturgefäßes die Analyse 

nanopartikulärer und viraler Effekte reproduzierbar realisieren lässt und ob die Er-

gebnisse mit den in Standardkulturgefäßen ermittelten Resultaten korrelieren.  

 

Entwicklung eines miniaturisierten in vitro Systems  

Bei der Entwicklung eines miniaturisierten Zellkulturgefäßes zur Erfassung von Zellreak-

tionen auf zellulärer Ebene sollte der Ansatz der nichtinvasiven Analyse individueller 

Zellen in einem kleinen Zellverband verfolgt werden. Hierbei sollte untersucht werden 

wie weit sich eine Miniaturisierung der Zellkulturfläche realisieren lässt ohne dadurch die 

morphologischen und metabolischen Eigenschaften der Zellen zu verändern. Daher 

sollte das Design des entwickelten miniaturisierten Zellkulturgefäßes zur Zellkultivierung 

so gewählt werden, dass die Miniaturisierung das Zellverhalten nicht nachteilig beein-

flusst und die Analyse und Quantifizierung individueller Zellreaktionen in einer kleinen 

Population im Vergleich zu den konventionell verwendeten Zellkulturgefäßen optimiert 

ist.  

 

Physikochemische und zytotoxikologische Partikelcharakterisierung 

Da bei der Entwicklung neuer in vitro Systeme zur Detektion nanopartikulärer Effekte 

die Verwendung charakterisierter Nanopartikel von großer Bedeutung ist, sollten die 

verwendeten Partikel hinsichtlich Form, Größenverteilung, Oberflächenladung sowie der 

Interaktion mit Mediumzusätzen untersucht werden, bevor sie zur Validierung des 

etablierten in vitro Systems eingesetzt werden. Neben der physikochemischen Cha-

rakterisierung sollten toxische Konzentrationen der Partikel identifiziert werden, um 

diese zur Validierung des miniaturisierten in vitro Systems einzusetzen. 

 

Validierung des miniaturisierten in vitro Systems 

Unter Anwendung spezifischer toxikologischer Endpunkte sollte die Reproduzierbarkeit 

des neu entwickelten in vitro Systems im Vergleich zu den bereits etablierten Standard-
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kulturgefäßen bewiesen werden. Es sollte untersucht werden, ob eine Detektion schwel-

lenwertabhängiger toxikologischer nanopartikulärer Reaktionen einzelner adhärenter 

Zellen eines kleinen Zellverbandes möglich ist und eine permanente Charakterisierung 

zellbiologischer Prozesse individueller adhärenter Zellen mit hoher Sensitivität realisiert 

werden kann. Exemplarisch sollte außerdem demonstriert werden, dass unter Anwen-

dung des entwickelten Systems in Zellkulturen der Zusammenhang zwischen Virus-

infektion und proinflammatorischen Zellreaktionen auf zellulärer Ebene untersucht 

werden kann. Weiterhin sollten zur Evaluierung des Systems der Effekt der Miniaturisie-

rung auf summarische Prozesse wie die Stammzelldifferenzierung untersucht werden. 

Am Beispiel der Adipogenese sollte die Anwendung des miniaturisierten Systems zur 

Analyse nanopartikulärer Effekte auf das Differenzierungsverhalten humaner Stammzel-

len gezeigt werden. 
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4 Material und Methoden 

4.1 Material 

 

Allgemeines Verbrauchs- und Gebrauchsmaterial 

Material Hersteller 

Aspirationspipetten Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Einfrierröhrchen Cryo.s 2 ml Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Einmalpipetten (1 ml-25 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Einmalspritze 10 ml B. Braun Melsenburg, Melsenburg 

Eppendorf-Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml) Eppendorf, Hamburg 

Filterpapier (55 mm) Macherey-Nagel, Düren 

Gewebekulturschalen (40 mm) TPP, Trasadingen, Schweiz 

Gewebekulturschalen (35 mm, 100 mm) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Glaswaren Schott, Mainz 

Kammer-Glasobjektträger BD Biosciences, Heidelberg 

Kupfernetz, Formvar-beschichtet Plano, Wetzlar 

Kupfernetz, Pioloform-beschichtet Plano, Wetzlar 

Küvetten für Photometrie UVette 220-1600 nm Eppendorf, Hamburg 

Küvetten Zeta Cell DTS 1060S Malvern Instruments,Worcestershire,UK 

Parafilm American National Can.,Chicago,U.S.A. 

Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg 

Polypropylenröhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Polystyrolvorratsflasche (250 ml) Corning, Amsterdam, Niederlande 

Probenbecher Zellzahlbestimmung VWR International, Darmstadt 

Reagenz-Reservoirs VWR International, Darmstadt 

Silikonaufsatz flexi PERM Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Siliziumwafer CZ 1.00 Silicon Materials, Carnegie, U.S.A. 

Spritzenvorsatzfilter, Porengröße 0,22 µm Fisher Scientific, Schwerte 

Zellkulturflaschen (T25, T75, T175) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zellkultur-Mikroplatten, transparent (12-, 24-, 96-Loch) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zellkultur-Mikroplatten, schwarz (384-Loch) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zellkulturschale µ-Dish Ibidi, Martinsried  

 

Chemikalien 

Reagenzien und Kits Hersteller 

Aceton Merck, Darmstadt 

Alpha-MEM Invitrogen, Karlsruhe 

APOPercentage Apoptosis Assay Biocolor Ltd., Carrickfergus, UK 

Araldit Serva, Heidelberg 

Bleicitrat Serva, Heidelberg 

Cacodylat Plano, Wetzlar 

Caspase-Glo 3/7 Assay Promega, Heidelberg 
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Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)  Roche, Mannheim 

Cell Proliferation Reagent WST-1 Roche, Mannheim 

Concanavalin A Invitrogen, Karlsruhe 

Dexamethason Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Dimethylarsensäure-Natriumsalz-Trihydrat Merck, Darmstadt 

Dimethylsulfoxid  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Effectene Transfektions Kit Qiagen, Hilden 

Ethanol Merck, Darmstadt 

FluidMAG-D Chemicell, Berlin 

Fluoresceindiacetat Sigma- Aldrich, Deisenhofen 

Formaldehyd Merck, Darmstadt 

Fötales Kälberserum (FKS) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

G418 Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Glutaraldehyd Plano, Wetzlar 

Gold-Nanopartikel (GC10), Ø 10 nm BBInternational, Cardiff, Wales 

Gold-Nanopartikel (GC80), Ø 80 nm BBInternational, Cardiff, Wales 

HyClone Thermo Scientific 

Indomethazin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Insulin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Isobuthylmethylxanthin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Isopropanol Merck, Darmstadt 

Isoton II Beckman Coulter, Krefeld 

Leitsilber Merck, Darmstadt 

Magnetit-Nanopartikel (FluidMAG-D), Ø 100 nm Chemicell, Berlin 

Methanol Merck, Darmstadt 

Mykoplasmen PCR Detektionskit, LookOut Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Natronlauge Merck, Darmstadt 

Oil red O Farbstoff Millipore, Schwalbach 

Osmiumtetroxid Carl Roth, Karlsruhe 

Paraformaldehyd Merck, Darmstadt 

PBS (-CaCl2, -MgCl2) pH 7,2 Invitrogen, Karlsruhe 

Penicillin/Streptomycin Invitrogen, Karlsruhe 

Propidiumiodid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Propylenoxid Merck, Darmstadt 

RPMI Medium Invitrogen, Karlsruhe 

Schwefelsäure 1 N Merck, Darmstadt 

Silber-Nanopartikel (PL-Ag-S10), Ø 10 nm PlasmaChem, Berlin, Deutschland 

Silber-Nanopartikel (SC80), Ø 80 nm BBInternational, Cardiff, Wales 

Tanninsäure Plano, Wetzlar 

TNF-alpha, human (T6674-10UG) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

TritonX-100 Serva, Heidelberg 

Trypsin/EDTA Lösung (10x) Invitrogen, Karlsruhe 

Uranylacetat Plano, Wetzlar 

Vectashield-HardSet-Mounting-Medium mit DAPI Axxora, Grünberg 

Wasserstoffperoxid Merck, Darmstadt 
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Geräte und Computersoftware 

Geräte Hersteller 

Absorptions-Mikroplattenreader Spectra Fluor Tecan, Crailsheim 

Analysenwaage Sartorius, Göttingen 

Argon-Ionen-Laser  Zeiss, Jena 

Autoklav 5050 EL Tuttnauer, Breda, Niederlande 

Automatischer Brenner, Fireboy plus INTEGRA Biosciences, Fernwald 

Begasungsbrutschrank BBD 6220 Thermo Scientific, Langenselbold 

Biostation CT Nikon, Düsseldorf 

Biostation IM-Q Nikon, Düsseldorf 

Einkanalpipetten  Brand, Wertheim 

Energiedispersives Röntgenspektrometer EDAX, Mahwah, U.S.A. 

Fluoreszenzmikroskop IX70 

(Inverses Durchlichtmikroskop mit Phasenkontrastfilter, 

Fluoreszenzfilter und CC12CLR Farbkamera) 

Olympus, Hamburg 

Fluoreszenzmikroskop IX81 

Inverses Durchlichtmikroskop  

(Phasenkontrastfilter, Fluoreszenzfilter, 

CC12CLR Farbkamera, automatischer Probentisch) 

Olympus, Hamburg 

Gefrierschrank (-20°C) Liebherr, Biberach a. d. Riss 

Klimakammer, Typ IX81 Solent Scientific Ltd., Segensworth, UK 

Konfokales Rasterlaser-Mikroskop (LSM510- Meta NLO) Zeiss, Jena 

Kritisch-Punkt-Trockner CPD 7501 Quorum Technologies, East Sussex, UK 

Kryo-Einfriergerät, Mr. Frosty Quali Lab, Olivet, Frankreich 

Kryolagerbehälter 35 VHC Tec-Lab, Königsstein 

Kühlschrank (+4 °C) Liebherr, Biberach a. d. Riss 

Mehrkanalpipetten Eppendorf, Hamburg 

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank, Klasse 2 The Baker Company, Maine, U.S.A. 

Mikroskop Observer Z1 

(Inverses Durchlichtmikroskop mit Phasenkontrastfilter, 

Fluoreszenzfilter, LED-Anregung (Colibri) und CC12 Kamera) 

Zeiss, Jena 

Mikrotom Ultracut S Leica, Wetzlar 

Diamantmesser im Mikrotom Ultracut S Diatome, Biel, Schweiz 

Multifunktions-Mikroplattenreader Infinite 200 Tecan Deutschland, Crailsheim 

PE-CVD PC 310 SurfaceTechnology Systems,Newport,UK 

pH-Meter Portamess Knick, Berlin 

Pipettierhilfe (Pipetboy) INTEGRA Biosciences, Fernwald 

Probenhalter der Kritisch-Punkt-Trocknung Quorum Technologies, East Sussex, UK 

Rasterelektronenmikroskop LEO 435VP Röntec, Berlin 

Rasterelektronenmikroskop EM109T  Zeiss, Jena 

Rasterelektronenmikroskop FESEM XL30 FEI, Hillsboro, U.S.A. 

Rotationsschüttler, MTS 4 IKA Werke, Staufen 

Schüttelgerät, Agitateur Top Mix 11118 Thermo Scientific, Langenselbold 

Tiefkühlschrank (-86 °C) Thermo Scientific, Langenselbold 

Ti:Sa Femtosekundenlaser Spectra Physics, Darmstadt 
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Transmissionselektronenmikroskop Tecnai TM F30 FEI, Hillsboro, U.S.A. 

Transmissionselektronenmikroskop C12 Philips, U.S.A. 

UV/VIS Zweistrahlphotometer Lambda 950 Perkin Elmer, Wiesbaden 

Wasserbad Julabo Labortechnik, Seelbach 

Zellzählgerät Coulter Multisizer II Beckman Coulter, Krefeld 

Zentrifuge Biofuge pico Thermo Scientific, Langenselbold 

Zentrifuge Biofuge primo R Thermo Scientific, Langenselbold 

Zetasizer Nano Malvern Instruments 

  

 

Computersoftware Hersteller 

AnalySIS 3.2 Olympus, Hamburg 

AxioVision Rel. 4.6 Zeiss, Jena 

GIMP2 2.6.6 http://www.gimp.org 

iControl Tecan, Crailsheim 

Lab View National Instruments, München 

LSM Image Browser Verison 4.0.0157 Zeiss, Jena 

Origin Pro 8G OriginLab Corporation, U. S. A. 

XFluor4 Tecan, Crailsheim 

Zetasizer Software 6.01 Malvern Instruments 

 

 

Medien, Lösungen und Pufferzusammensetzungen 

 

Medien der Zellkultur 

 

Kulturmedium der A549 

RPMI 1640 (Bestellnr. 21875) 

FKS       10 % (v/v) 

Penicillin      50 U/ml 

Streptomycin      50 µg/ml 

 

Kulturmedium der hMSC 

alpha-MEM (Bestellnr. 32561) 

FKS       15 % (v/v) 

Penicillin      50 U/ml 

Streptomycin      50 µg/ml 

 

Kulturmedium der PC-12 

RPMI 1640 (Bestellnr. 21875) 

FKS       5 % (v/v) 

Pferdeserum      10 % (v/v) 

Penicillin      50 U/ml 

Streptomycin      50 µg/ml 
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Kulturmedium der pIL8-GFP A549 

RPMI 1640 (Bestellnr. 21875) 

FKS       10 % (v/v) 

Penicillin      50 U/ml 

Streptomycin      50 µg/ml 

G418       0,5 g/l 

 

Kulturmedium der Vero 

RPMI 1640 (Bestellnr. 21875) 

FKS       10 % (v/v) 

Penicillin      50 U/ml 

Streptomycin      50 µg/ml 

 

Adipogenes Differenzierungsmedium der hMSC 

alpha-MEM 

FKS, hitzeinaktiviert     10 % (v/v) 

Penicillin      50 U/ml 

Streptomycin      50 µg/ml 

Dexamethason      100 nM 

IBMX       500 µM 

Indomethazin      200 µM 

Insulin       100 ng/ml 

 

Differenzierungsmedium der PC-12 

RPMI 1640 (L-Glutamin) (Bestellnr. 21875) 

FKS       0,25 % (v/v) 

Pferdeserum      0,5 % (v/v) 

NGF       1 % (v/v) 

Penicillin      40 U/ml 

Streptomycin      40 µg/ml 

 

Kontrollmedium der adipogenen Differenzierung 

alpha-MEM 

FKS, hitzeinaktiviert     10 % (v/v) 

Penicillin      50 U/ml 

Streptomycin      50 µg/ml 

 

Kryomedium der A549 

Kulturmedium      70 % (v/v) 

FKS       20 % (v/v) 

DMSO       10 % (v/v) 

 

Kryomedium der hMSC 

FKS       90 % (v/v) 

DMSO       10 % (v/v) 
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Kryomedium der PC-12 

Kulturmedium      70 % (v/v) 

FKS       20 % (v/v) 

DMSO       10 % (v/v) 

Kryomedium der pIL8-GFP A549 

Kulturmedium      60 % (v/v) 

FKS       30 % (v/v) 

DMSO       10 % (v/v) 

 

Kryomedium der Vero 

Kulturmedium      70 % (v/v) 

FKS       20 % (v/v) 

DMSO       10 % (v/v) 

 

 

Arbeitslösungen 

 

Cacodylatpuffer 0,15 M 

Natriumcacodylatpuffer 0,3 M    10 ml 

in dest. Wasser gelöst     10 ml 

Vor Gebrauch wurde die Lösung filtriert (Porengröße 0,22 µm). 

 

Fluoresceindiacetat (FDA)/Propidiumiodid (PI)-Lösung 

PBS        10 ml 

Fluoresceindiacetat (5 mg/ml in Aceton)   60 µl 

Propidiumiodid (2 mg/ml in dest. Wasser)   200 µl 

 

G418-Stammlösung (50 mg/ml) 

lyophilisiertes G418     1 g 

in dest. Wasser gelöst     20 ml 

 

Natriumcacodylatpuffer (0,3 M) 

Dimethylarsensäure-Natriumsalz-Trihydrat  6,42 g 

in dest. Wasser gelöst     100 ml 

 

Oil red O-Lösung 

Oil red O-Pulver       0,18 % (w/v) 

in Isopropanol   

 

Osmiumtetroxid-Lösung 2 % 

Osmiumtetroxid 4% 1:1 mit Cacodylatpuffer 0,3 M verdünnen. 

 

PFA-Lösung 4 % (pH 7,2 – 7,4 (NaOH)) 

Paraformaldehyd      4 g 

in PBS gelöst      100 ml 
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Tanninsäure-Lösung 1 % 

Tanninsäure       0,1 g 

in dest. Wasser gelöst     10 ml 

Vor Gebrauch wurde die Lösung filtriert (Porengröße 0,22 µm). 

 

TNF-α -Stammlösung (100 µg/ml) 

lyophilisiertes TNF-α      10 µg 

in dest. Wasser gelöst     100 µl    

 

Uranylacetat-Lösung 1 % 

Uranylacetat       0,1 g 

in dest. Wasser gelöst     10 ml 

Vor Gebrauch wurde die Lösung filtriert (Porengröße 0,22 µm). 

 

 

Plasmide 

Plasmide Hersteller 

pTurboGFP-PRL Plasmidvektor Evrogen, Moskau, Russland 

XL1-Blue-pGFP-N1 (2,6 µg/ml) Clontech Laboratories Inc., Mountain View, U.S.A 

  

 

 

Viren 

Virusstamm Virusfamilie TCID50 

Herpes simplex Typ-1 Herpesviridae 106,75 

   

 

 

Zellen 

Zelllinie Ursprungsgewebe Zellart Passage 

A549 Humanes Lungenkarzinom Epithelzelle 10 

A549 pIL8-GFP Humanes Lungenkarzinom Epithelzelle 6 

Vero Niere des Chlorocebus Fibroblast 26 

PC-12 Nephrotisches Chromozytom der Ratte Neuronale Vorläuferzelle 7 

hMSC Humanes Knochenmark Stammzelle 4 
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4.2 Methoden 

4.2.1 Herstellung des Mikrokavitätenchips 

Ausgangsmaterial war ein beidseitig polierter Siliziumwafer (Si-Wafer) mit einer Dicke 

von 525 µm ± 25 µm (Herstellerangaben). Dieser wurde mittels plasmaunterstützter 

chemischer Gasphasenabscheidung (Plasma-enhanced chemical vapour deposition, PE-

CVD) beidseitig mit 800 nm ± 20 nm Siliziumnitrid (SixNy) beschichtet. Das hier 

abgeschiedene SixNy diente einerseits als Funktionsschicht (spätere Zellkulturfläche), 

andererseits als Maskierschicht für den zweistufigen nasschemischen Ätzprozess. Als 

Prozessgase dienten SiH4 und NH3 bei einer Prozesstemperatur von 300 °C. Die Auf-

wachsrate betrug ca. 11 nm/min. 

Die Strukturübertragung des Designs der Mikrostrukturen erfolgte mit Hilfe eines photo-

lithographischen Verfahrens (Abbildung 4-1). Das Design des Mikrokavitätenchips (MKC) 

(2,5 cm x 3,0 cm) wurde an das Format des kommerziell erhältlichen Silikonaufsatzes 

Flexi PERM (Greiner Bio-One) adaptiert. Nach dem in Abbildung 4-3 aufgezeigten 

Prozessablauf wurden unter Verwendung der Ätzmaske A (Abbildung 4-1a) sechs 

Kavitäten geätzt. Durch Wiederholung des Prozesses unter Anwendung der Ätzmaske B 

(Abbildung 4-1b) fand die Ätzung von jeweils sieben Mikrokavitäten in jeder vorhan-

denen Kavität statt, wobei jede Mikrokavität ein miniaturisiertes Zellkulturgefäß darstellt. 

Mittels Spin-Coating wurde zunächst ein lichtempfindlicher Fotolack (Resist) einseitig 

aufgeschleudert. Das anschließende Austreiben des Lösungsmittels, zur Stabilisierung 

der Resistschicht, erfolgte durch Ausheizen (Softbake). Über eine 1:1 Projektion und die 

Verwendung der entsprechenden Schattenmaske fand die Belichtung des Fotolacks 

mittels UV-Licht im Kontaktverfahren statt. Die Entwicklung des Resist, bei der die 

belichteten Bereiche herausgelöst werden und das darunter liegende SixNy frei gelegt 

wird, erfolgte in einer entsprechenden Entwicklerlösung. Somit wurden auf dem Wafer 

Bereiche definiert, die für den nachfolgenden Prozessschritt offen, beziehungsweise 

resistent waren. Während des nachfolgend angewendeten reaktiven Ionenätzens 

(Reactive ion etching, RIE) erfolgte ein selektiver Abtrag des SixNy bis zur Freilegung des 

Siliziums. Nach erfolgreicher Ätzung wurde der Fotolack mittels Aceton von dem Wafer 

entfernt (Strippen). 
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Abbildung 4-1 Design der verwendeten Ätzmasken. 

(a) Unter Anwendung von Ätzmaske A werden 44 Kavitäten (Maskenöffnung 6881,7 µm ± 19,0 µm x 
6965,9 µm ± 32,9 µm) in den Si-Wafer geätzt. (b) Die Wiederholung der Prozessabfolge mit Ätzmaske B 
(Maskenöffnung 820,4 µm ± 5,7 µm x 845,9 µm ± 3,8 µm) führt zur Ätzung von jeweils sieben Mikro-
kavitäten in den zuvor gefertigten Kavitäten. (c) Kombination von Ätzmaske A und B sowie Struktur des 
prozessierten Si-Wafers. 

 

Zur Formung der Kavitäten wurde in dieser Arbeit das anisotropische nasschemische 

Ätzverfahren (KOH als Ätzlösung) angewandt. Die charakteristische Ausbildung der 

Kavitäten ist auf die Kristallstruktur des verwendeten Si-Wafers zurückzuführen. Unter 

Anwendung wässriger KOH beträgt die Ätzrate der Si-Orientierungen <100> zu <111> 

1:400, somit stellt die (111)-Si-Ebene die Ätzstoppebene dar 273. Wird, wie in dieser 

Arbeit, ein Si-Wafer mit <100>-orientierter Oberfläche verwendet, stellt sich beim 

Tiefenätzen aufgrund des Kristallgitters ein charakteristischer Flankenwinkel von 54,7° 

zur Si-Oberfläche (Abbildung 4-2) ein. Der Si-Ätzprozess hängt stark von der Konzen-

tration und der Temperatur der KOH-Lösung ab. Als Ätzparameter wurden eine KOH-

Konzentration von 20 % und eine Temperatur von 80 °C gewählt. Hierbei ergab sich 

eine durchschnittliche Ätzrate von 70 µm/Stunde in <100>-Richtung. Die Selektivität des 

SixNy gegenüber Si betrug 1:1750.  
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Abbildung 4-2 Schematische Darstellung des anisotropischen Ätzens von Silizium.  

Durch die Verwendung eines Si-Wafers mit <100>-orientierter Oberfläche stellt sich beim Tiefenätzen 
aufgrund des Kristallgitters ein charakteristischer Flankenwinkel von 54,7° zur Siliziumoberfläche ein. 
BM: Breite der Siliziumöffnung nach Ätzung; BSi: Breite der Siliziumnitridöffnung; T: Tiefe der Mikro-
kavität; d: Waferdicke, U: Unterätzung; α: Ätzwinkel [100]-Ebene zu [111]-Ebene = 54,7°. Die Kristall-
ebene [100] bildet eine Pyramidenstruktur mit quadratischer Grundfläche und [111] als Mantel. Die 
Kristallebene [111] wird bei angewendetem Prozess kaum angegriffen. 

 

Prozessabfolge zur Herstellung des Mikrokavitätenchips (MKC) 

Zunächst wurde auf einer Seite des beidseitig mit SixNy beschichteten Wafers die erste 

Maske (Ätzmaske A) mittels Photolithographie und reaktives Ionenätzen in das SixNy 

übertragen. Die Kantenlänge der Kavitätenöffnungen betrugen 6421,8 µm ± 

39,2 µm x 6506,0 µm± 80,7 µm. Beim anschließenden anisotropischen nasschemischen 

Ätzen wurden die Kavitäten zunächst auf eine Tiefe von 290,5 µm ± 1,5 µm  geätzt. Um 

die zweite Maske (Ätzmaske B) mit den trichterförmigen Mikrokavitäten zu struktu-

rieren, erfolgte das Abscheiden einer neuen SixNy-Schicht über den kompletten Wafer 

(PE-CVD). Anschließend fand wiederum die Strukturierung dieser SixNy-Schicht mit den 

erwähnten Verfahren (Photolithographie, reaktives Ionenätzen) statt. Der folgende KOH-

Ätzschritt erfolgte bis zu der vollständigen Durchätzung des Wafers. Da sich auf der 

Waferrückseite ebenso eine SixNy-Schicht befand, wurde diese freigelegt und bildete die 

Kavitätenmembran (Abbildung 4-3). 

Aufgrund der Verwendung eines offenen KOH-Bads während des anisotropischen 

nasschemischen Ätzens führten Kondensationsprozesse während des mehrstündigen 

Prozesses zu einer Aufkonzentration der Ätzlösung KOH. Somit konnte keine konstante 

Ätzrate gewährleistet werden, was zu einer Variabilität in der Reproduzierbarkeit der 

Größe der Mikrokavitäten führte.  
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Abbildung 4-3 Workflow der mikroprozessierten Herstellung der miniaturisierten Zellkulturgefäße.  

Nach Abscheidung eines 800 nm SixNy-Layers auf beiden Seiten des Si-Wafers erfolgt mittels Photo-
lithographie und reaktiven Ionenätzens die Öffnung der Kavitäten nach Abbildung der Ätzmaske A. 
Durch anisotropes nasschemisches Ätzen werden die Kavitäten freigelegt. Nach Wiederholung der 
Abfolge der Arbeitsschritte unter Verwendung der Ätzmaske B entstehen Mikrokavitäten mit einer SixNy-
Membran. 
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Die Variation der Flächen der im ersten Prozessschritt geätzten Kavitäten resultierte in 

einer Schwankung der Maße der Mikrokavitäten (Membrangröße 510,2 µm ± 

14,6 µm x 527,6 µm ± 12,2 µm, Tiefe 238,5 µm ± 1,2 µm). 

Die Fläche der geätzten miniaturisierten Mikrokavitäten variierte um 0,27 mm² ± 

0,007 mm². Da die Abweichungen der Zellkulturflächen für die Fragestellung der 

vorliegenden Arbeit nicht von Bedeutung waren, wurden die Mikrokavitäten für die 

biologischen Versuche nicht hinsichtlich ihrer aktiven Membranfläche unterteilt. 

Aufgrund der Maße der Maskenöffnungen von Ätzmaske B (820,4 µm ± 5,7 µm x  

845,9 µm ± 3,8 µm) und der Varianz der Ausgangsdicke des Si-Wafers (525 µm ± 

25 µm) schwankten die Maße der Mikrokavitäten und es war nicht möglich quadra-

tische Zellkulturflächen zu ätzen.  

Aus diesem Grund und zur Prüfung der Auswirkung der Prozessschwankungen auf die 

Abmessungen der Mikrokavitäten, wurden die Dimensionen (Tiefe und Fläche der SixNy-

Membran) der Mikrokavitäten in unterschiedlichen Bereichen eines prozessierten Si-

Wafers mittels 3-D-Messsystem (NanoFocus) vermessen. In Abbildung 4-4a sind die 

Wafersegmente aufgezeigt, in denen die Mikrokavitäten ausgemessen wurden. Unter 

Anwendung von Formel 1 und Formel 2 sowie der in Abbildung 4-4b skizzierten 

Parameter wurden die Maße der Kavitäten in den Wafersegmenten 1-4 ermittelt und 

daraus die durchschnittliche Fläche der SixNy-Membran berechnet (Tabelle 4-1). 

 

 

Abbildung 4-4 Analyse herstellungsprozessbedingter Variationen der Maße der Mikrokavitäten. 

Zur Untersuchung der beim Herstellungsprozess auftretenden Flächeneffekte wurden die Maße der 
Mikrokavitäten in unterschiedlichen Wafersegmenten vermessen. (a) Einteilung des Si-Wafers in fünf 
Segmente. (b) Maße die zur Berechnung der Fläche der SixNy-Membran sowie des Volumens der 
Mikrokavität nötig sind. BMaske: Breite der Maskenöffnung; BMembran: Breite der SixNy-Membran; y: 
Ankathete zu Winkel α; T: Tiefe der Mikrokavität. 

 

Unter Anwendung des Mittelwertes der in Tabelle 4-1 aufgelisteten Maße der Mikro-

kavitätmembran wurden die Flächen der SixNy-Membranen der Mikrokavität berechnet. 
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Formel 1 
 

 
 

Formel 2  
y: Ankathete zu Winkel α; T: Tiefe der Mikrokavität; BMaske: Breite der Maskenöffnung; BMembran: Breite der 
SixNy-Membran 

 

Tabelle 4-1 Maße der geätzten Mikrokavitäten. 

-: Nicht messbar, SixNy-Membran war zerstört. 

Wafersegment Maße der SixNy-Membran Fläche der SixNy-Membran Dicke des 
Wafers 

 µm µm2 µm 

 Breite Länge Tiefe   

1 503 533 240 268099 528,0 

1 500 540 240 270000  

1 500 534 240 267000  

1 503 560 240 281680  

1 498 529 240 263442  

1 506 535 240 270710  

1 500 528 240 264000  

2 510 534 239 272340 530,7 

2 500 527 239 263500  

2 498 530 239 263940  

2 496 527 240 261392  

2 499 525 238 261975  

2 498 524 237 260952  

2 - - - -  

3 520 545 238 283400 528,5 

3 517 543 238 280731  

3 507 530 238 268710  

3 - - - -  

3 505 530 237 267650  

3 497 525 237 260925  

3 498 521 237 259458  

4 523 516 237 269868 528,6 

4 544 522 237 283968  

4 535 506 238 270710  

4 534 504 238 269136  

4 - - - -  

4 538 512 237 275456  

4 527 510 238 268770  

Mittelwert 510,2 527,6 238,5 269112,5 528,9 

Standardabweichung 14,6 12,2 1,2 7033,4 1,0 
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Vor Anwendung des entwickelten MKCs für biologische Untersuchungen wurde dieser 

autoklaviert (121 °C, 2 bar, 15 Minuten).  

Unter Integration des automatisierten Mikroskoptisches (x-, y- und z-Richtung) ermög-

licht das mit LabVIEW programmierte Softwareprogramm ein automatisches Analysieren 

der einzelnen Zellkulturgefäße mit Hilfe unterschiedlicher Mikroskopietechniken 

(Phasenkontrast und Fluoreszenz) (Abbildung 4-5). Nach Positionierung von sechs MKCs 

(42 Mikrokavitäten pro MKC) in einem PMMA-Adapter als Array, lassen sich in weniger 

als 40 Minuten 252 Zellkulturgefäße optisch analysieren.  

 

 

Abbildung 4-5 Experimenteller Aufbau zur mikroskopischen Analyse induzierter Effekte in den Mikro-

kavitäten.  

(a) Komplettaufbau des Fluoreszenzmikroskops. Als Basis dient ein Fluoreszenzmikroskop (IX81, Olympus) 
mit automatisiertem Objekttisch, Fluoreszenzkamera und PC sowie ein Inkubatoraufsatz zur Langzeit-
beobachtung. (b) Positionierung des MKCs in einem PMMA-Adapter. (c) Nach Positionierung der MKCs in 
einem PMMA-Adapter als Array und Kombination mit der Kultivierungseinheit Flexi Perm, lassen sich in 
weniger als 40 Minuten 252 Zellkulturgefäße mit Hilfe der programmierten Steuerungssoftware gerastert 
dokumentieren und optisch analysieren. 

 

4.2.2 Zellbiologische Methoden 

Die in den nachfolgend beschriebenen Experimenten benutzten Chemikalien hatten 

analytischen Reinheitsgrad. Alle verwendeten Gebrauchsmaterialien waren von dem 

Hersteller steril verpackt oder wurden vor Gebrauch autoklaviert (121 °C, 15 Minuten). 

Um eine Kontamination durch jegliche Mikroorganismen zu vermeiden, fanden alle 

Arbeiten mit Zellkulturen unter aseptischen Bedingungen satt. Die Kultivierung der Zel-

len erfolgte bei 37 °C, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2-Atmosphäre. Die 

Zellkulturen wurden in regelmäßigen Abständen auf Mykoplasmenkontamination unter-

sucht. 

Kultivierung von Zellen 

Für die Zelllinien A549, pIL8GFP A549, Vero und PC-12 wurde RPMI 1640 Medium als 

Standardkulturmedium verwendet.  
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A549-Zellen wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen GmbH (DSMZ, ACC-107) bezogen. Sie repräsentieren aus einem Lungen-

karzinom isolierte humane Alveolarepithelzellen 274. Die Kultivierung der adhärent in 

einem Monolayer wachsenden A549-Zellen erfolgte in Standardkulturmedium, supple-

mentiert mit 10 % (v/v) FKS, 100 Units/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin. 

Die permanente Zelllinie Vero (DSMZ, ACC-33) wurde 1962 aus der Niere einer 

afrikanischen Meerkatze isoliert. Es handelt sich um adhärent wachsende nephrotische 

Epithelzellen, deren Kultivierung in, mit 10 % (v/v) FKS, 100 Units/ml Penicillin und 

100 µg/ml Streptomycin ergänzten Standardkulturmedium erfolgte. 

Zur Kultivierung der PC-12-Zellen (Nebennierenphäochromozytomzellen der Ratte, 

DSMZ, ACC-159) wurde das Standardkulturmedium mit 10 % (v/v) Pferdeserum, 5 % 

(v/v) FKS, 100 Units/ml Penicillin sowie 100 µg/ml Streptomycin supplementiert. Um eine 

neuronale Differenzierung zu induzieren wurde das Proliferationsmedium durch 

Differenzierungsmedium (RPMI 1640 supplementiert mit 0,5 % (v/v) Pferdeserum, 

0,25 % (v/v) FKS, 1 % Nervenwachstumsfaktor NGF in BSA, 80 Units/ml Penicillin sowie 

80 µg/ml Streptomycin) ausgetauscht. 

Die humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSCs) wurden aus dem Knochenmark des 

Oberschenkelknochens humaner Spender isoliert. Die Oberschenkelköpfe wurden vom 

evangelischen Krankenhaus Zweibrücken von Dr. M. Maue und Dr. M. Hassinger zur 

Verfügung gestellt. Die Isolation der hMSCs erfolgte mit Patienteneinwilligungserklärung 

durch Dr. E. Gorjup (Fraunhofer-Institut IBMT, Abteilung Zellbiologie und Angewandte 

Virologie). Die hMSCs wurden in alpha-MEM, supplementiert mit 15 % (v/v) FKS, 

100 Units/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin, kultiviert. 

Zur adipogenen Differenzierung der 2-D-hMSC-Kulturen erfolgte bei einer Konfluenz 

von ca. 80 % der Austausch des Kulturmediums durch adipogenes Differenzierungs-

medium supplementiert mit den löslichen differenzierungsinduzierenden Faktoren 

Insulin, Dexamethason, Indomethacin und Isobuthylmethylxanthin. Während der adipo-

genen Differenzierung erfolgte zweimal wöchentlich ein Mediumwechsel. Die 

Kontrollen wurden mit Differenzierungsmedium ohne differenzierungsinduzierende 

Faktoren behandelt.  

Zur Kultivierung wurden wahlweise Zellkulturflaschen mit 25 cm² (T25-Flasche), 75 cm² 

(T75-Flasche) oder 175 cm² (T175-Flasche) Wachstumsfläche verwendet. 

Passage von Zellen 

Um einen Wachstumsstillstand oder ein Absterben der Zellen zu vermeiden, erfolgte 

zweimal wöchentlich eine Passage der Zellen. Die Passage der humanen mesenchymalen 

Stammzellen erfolgte bei einer Konfluenz von etwa 80 %, die der permanenten 
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Zelllinien bei zirka 90 %. Nach Abnehmen des Zellkulturmediums wurden die Zellen mit 

PBS gespült und anschließend, zum Ablösen von der Zellkulturoberfläche, drei Minuten 

bei 37 °C mit Trypsin/EDTA-Lösung (1x) (T25-Flasche: 0,5 ml; T75-Flasche: 2 ml) 

inkubiert. Zur Inaktivierung des Trypsins wurden die abgelösten Zellen in Kulturmedium 

(T25-Flasche: 2 ml; T75-Flasche: 5 ml) aufgenommen und in ein 15 ml Polypropylen-

röhrchen überführt. Bei 1000 rpm (5 Minuten) wurden die Zellen pelletiert. Im Anschluss 

erfolgten die Aspiration des Mediumüberstands und die Resuspension des Zellpellets in 

2 ml Zellkulturmedium. Zur Fortsetzung der Langzeitkultivierung wurden die Zellen in 

einer Verdünnung von 1:10 in eine neue Zellkulturflasche (T75) mit vorgelegtem Kultur-

medium (10 ml) pipettiert. 

Kryokonservierung von Zellen 

Zur Kryokonservierung der Zellen wurden diese mit Trypsin/EDTA-Lösung (1x) vom 

Boden der Zellkulturflasche abgelöst. Die in Kulturmedium resuspendierte Zellsuspension 

wurde in ein 15 ml Polypropylenröhrchen überführt und bei 1000 rpm (5 Minuten) 

pelletiert. Der Mediumüberstand der sedimentierten Zellen wurde aspiriert, diese in das 

für die jeweilige Zelllinie entsprechende Kryomedium aufgenommen und jeweils 1 ml 

Zellsuspension, mit einer Zellzahl von 1 x 106 Zellen pro ml, in ein Kryoröhrchen 

überführt. In einem mit Isopropanol gefüllten Kryo-Einfriergerät erfolgte das kontinuier-

liche Herunterkühlen der Zellen (1 °C/Minute) auf - 80 °C, um sie im Anschluss in einen 

Stickstofftank (-196 °C) zur Langzeitlagerung zu positionieren. 

Auftauen von Zellen 

Zum Auftauen der Zellen wurde das aus dem Stickstofftank entnommene Kryoröhrchen 

in einem Wasserbad (37 °C) erwärmt. Die aufgetauten Zellen wurden in 10 ml Kultur-

medium aufgenommen und in ein 15 ml Polypropylenröhrchen überführt. Zum Ent-

fernen des überschüssigen DMSO wurde nach 5minütiger Zentrifugation (1000 rpm) der 

Mediumüberstand aspiriert und das Zellpellet in 2 ml Kulturmedium resuspendiert. Die 

Zellsuspension wurde in eine mit 10 ml Kulturmedium gefüllte T75-Zellkulturflasche 

pipettiert und bei 37 °C, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2-Atmosphäre 

kultiviert. 

Bestimmung der Zellzahl 

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mittels impedanzbasierter Durchflusszytometrie, unter 

Verwendung des Coulter Multisizer II (Beckman Coulter). Die zu untersuchende resus-

pendierte Zellsuspension wurde 1:100 mit der Elektrolytlösung Isoton II verdünnt und 

10 ml des Gemischs in einen Probenbecher überführt. Eine mit Isoton II gespülte 

Kapillare wurde mittig in der Zellsuspension/Elektrolyt-Lösung positioniert. Nach Beginn 
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der Messung wurden die in der Elektrolytlösung suspendierten Einzelzellen durch eine 

Messkapillare gesaugt. Die elektrolytgefüllte Messpore stellt einen definierten elektrisch-

en Widerstand dar, der sich beim Durchtritt einer Zelle durch die Messpore erhöht. Diese 

ist ein Maß für das Volumen und damit für die Größe der Zelle. Nach Eingabe der 

verwendeten Verdünnung in die zugehörige Software wurde die Zellzahl pro ml berech-

net. 

Zur Bestimmung der Populationsverdopplung (PD) in einer 96-Loch-Mikroplatte wurde 

die Zellzahl nach 24stündiger Proliferation mittels Coulter Multisizer II bestimmt. Zur 

Analyse der PD in den Mikrokavitäten wurde die Zellzahl nach 24stündiger Proliferation 

mit Hilfe der Software analySIS ausgewertet. Die Berechnung der PD erfolgte nach 

Formel 3. 

 

Formel 3  
PD: Anzahl der Populationsverdopplungen; N: Zellzahl; N0: Initiale Zellzahl.  

 

Die Populationszeit berechnet sich aus der Anzahl der Tage der Zellen in Kultur, dividiert 

durch die Anzahl erreichter Populationsverdopplungen. 

Generierung transient transfizierter pGFP-N1 A549-Zellen 

Eine Transfektion umfasst einen Prozess, bei dem Fremd-DNA oder -RNA in eine Säuger-

zelle eingebracht wird. Bei dem verwendeten Transfektionsreagenz handelt es sich um 

nicht-liposomale kationische Lipidvesikel (Effectene, Qiagen), an deren Oberfläche die 

DNA durch ionische Wechselwirkungen komplexiert wird. 

Am Vortag der Transfektion erfolgte die Aussaat von 1 x 106 A549-Zellen in eine Zellkul-

turschale (Ø 100 mm) in 7 ml Kulturmedium. Für die Transfektion mit dem für das grün 

fluoreszierende Protein (GFP) codierenden Plasmid XL1-blue-pEGFP-N1 wurden 2,6 µg 

dieses Plasmids in 372,5 µl Transfektionspuffer aufgenommen. Nach Zugabe der DNA-

Sequenz (20 µl) wurde das Gemisch mit Hilfe eines Schüttelgerätes vermischt und für 

5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 62,5 µl Transfektionsreagenz 

zu dem Gemisch pipettiert und 10 Minuten bei RT inkubiert. Anschließend erfolgte die 

tropfenweise Zugabe der resuspendierten Transfektionslösung zu dem Zellmonolayer. 

Nach 48 Stunden Inkubation mit den DNA-Liposomkomplexen erfolgte der Austausch 

des Lipofektionsmediums durch frisches Kulturmedium. Im Anschluss an weitere 

16 Stunden Kultivierung der transfizierten Epithelzellen wurde die Transfektionseffizienz 

fluoreszenzmikroskopisch bestimmt. Nach Abschluss der Transfektion wurden die 

transient transfizierten pEGFP-N1 A549-Zellen trypsiniert und zur weiteren Kultivierung 
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in eine T75-Flasche (10 ml Kulturmedium) überführt. Die Kultivierung der pEGFP-N1 

A549-Zellen erfolgte in RPMI 1640, supplementiert mit 10 % (v/v) FKS, 100 units/ml 

Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin sowie 0,5 g/l Geneticin G418 (zur Selektion der 

stabil transfizierten Zellen). 

Generierung der persistent transfizierten Reporterzelllinie pIL8-GFP A549 

Die Zelllinie pIL8-GFP A549 wurde aus A549-Zellen etabliert, einem humanen bronchi-

alen Lungenepithel. Die immortalen A549-Zellen wurden mit dem pGL3-Basisvektor 

stabil transfiziert und enthalten das Neomycin-Resistenzgen, die humane IL-8-Promotor-

sequenz sowie eine GFP-Sequenz (Abbildung 4-6). Die GFP-Expression ist durch den IL-

8-Promotor gesteuert. Somit erfolgt nach IL-8-Aktivierung eine IL-8-gekoppelte GFP-

Expression der pIL8-GFP A549-Zellen. 

 

 

Abbildung 4-6 Schematischer Aufbau des modifizierten pGL3-Neo-Basisvektors.  

Der pGL3-Neo-Vektor enthält nach Modifikation die IL-8-Promotersequenz und einen GFP-codierenden 
Expressionsvektor (GFP). Zusätzlich wurden zwei Primer zur Konformation der stabilen Insertion der 
Reportergene in das Genom eingebracht (pGL3 Neo fwd und pGL3 Neo rev) (nach Oostingh et al. 
2008 275). 

 

Die Transfektion der Reportergenzelllinie erfolgte durch Dr. Gertie Oostingh (Abteilung 

Allergie und Immunologie von Herrn Prof. Dr. Albert Duschl, Fachbereich Molekulare 

Biologie, Paris Lodron Universität Salzburg, Österreich) unter Anwendung des Effectene 

Transfektionsreagenz (Qiagen). Nach Abschluss der Transfektion wurden die Zellen in 

G418-haltigem (0,5 g/l) RPMI 1640 Medium, supplementiert mit 10 % (v/v) FKS, 

100 Units/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin, kultiviert. Eine Expansion der vitalen 

transfizierten Zellen fand nach sieben Tagen statt. Die stabile Expression des GFP wurde 

durch ELISA-Analyse und Durchflusszytometrie in der Abteilung Allergie und Immuno-
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logie (Prof. Dr. Albert Duschl, Fachbereich Molekulare Biologie, Paris Lodron Universität 

Salzburg) bestätigt. 

4.2.3 Partikelcharakterisierung 

Die in dieser Arbeit verwendeten Nanopartikel sind als kolloidale Nanopartikelsuspen-

sionen kommerziell erhältlich (Tabelle 4-2).  

Die Gold-Nanopartikel (Ø 10 nm, GC10; 80 nm, GC80) wurden mit Hilfe der Frens-

Methode synthetisiert 276. Sie waren in einer wässrigen Lösung suspendiert, supple-

mentiert mit den Stabilisatoren Citrat, Tanninsäure und Kaliumcarbonat. Diese Gold-

Nanopartikel wurden von dem Nationalen Institut für Standardisierung und Technologie 

(NIST) als Referenzpartikel für präklinische biomedizinische Forschung zertifiziert 277. 

Die kommerziell erworbenen Silber-Nanopartikel (Ø 10 nm, SC10; Ø 80 nm, SC80) 

wurden durch Sol/Gel-Prozesstechnik synthetisiert 278. Die Nanopartikellösungen wurden 

vor ihrem Einsatz zu Versuchen steril filtriert (Porengröße 0,22 µm). 

Die Synthese der käuflich erworbenen Magnetit-Partikel (Ø 100 nm, MC100) erfolgte in 

einem 2-Schrittverfahren. Zu Beginn wurden die superparamagnetischen Magnetitkerne 

durch nasschemische Ausfällung aus einer Eisen-III-/Eisen-II-Salzlösung hergestellt. Diese 

wurden anschließend mit der Stärkematrix beschichtet. Danach wurde die kolloidale 

Nanopartikelsuspension autoklaviert, um sie für in vitro Untersuchungen anzuwenden. 

Aufgrund der FDA-Zulassung von Magnetit-Nanopartikeln für die biomedizinische 

Anwendung wurden sie als Referenzpartikel zur Etablierung des in dieser Arbeit 

entwickelten in vitro Systems verwendet. 

Alle Nanopartikelsuspensionen wurden hinsichtlich Lipopolysaccharid-Kontaminationen 

untersucht und physikochemisch charakterisiert. 

Tabelle 4-2 Herstellerangaben zu den verwendeten Nanopartikeln. 

Material Durchmesser Konzentration Hersteller Bezeichnung 

 nm Partikel/ml µg/ml   

Gold 10  5,7 x 1012 57,6 BBInternational, Cardiff, Wales GC10 

Gold 80  1,1 x 1010 56,9 BBInternational, Cardiff, Wales GC80 

Silber 10  1,8 x 1013 100 PlasmaChem GmbH, Berlin SC10 

Silber 80  1,1 x 109 3,08 BBInternational, Cardiff, Wales SC80 

Magnetit 100  1,8 x  1015 50 Chemicell GmbH, Berlin MC100 

 

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)  

Für transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahmen der Nanopartikel wurden 

die kolloidalen Nanopartikelsuspensionen zentrifugiert (800 g, 10 min), der Überstand 

verworfen und die sedimentierten Nanopartikel in 100 µl destilliertem Wasser resuspen-
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diert. 4 µl der Nanopartikelsuspension wurden zentriert auf ein Kupfernetz (TEM Grid 

S162, 200 mesh) pipettiert und das Wasser verdampft. Die TEM-Aufnahmen der 

getrockneten Nanopartikel fand an einem Transmissionselektronenmikroskop F30 (FEI) 

bei einer Elektronenspannung von 20 kV statt.  

 

Bestimmung der Oberflächenladung 

Die Messung der Oberflächenladung (Zeta-Potenzial) ist eine gebräuchliche Methode zur 

Bestimmung der Stabilität einer Suspension bestehend aus elektrostatisch stabilisierten 

Nanopartikeln. Dabei wird das elektrische Potenzial an der Grenzfläche einer festen und 

einer flüssigen Phase analysiert (in erster Näherung an eine Helmholtz-Doppelschicht). 

Die Messungen des Zeta-Potenzials erfolgten mit Hilfe des Malvern ZetaSizer Nano. 

800 µl der kolloidalen Nanopartikelsuspension wurden in die Küvette Zeta Cell DTS 

1060C pipettiert und die spezifischen Parameter (Brechungsindex und Absorptions-

koeffizient des Nanomaterials sowie die Viskosität des verwendeten Lösungsmittels) im 

Softwareprogramm eingegeben. Der ZetaSizer kalkuliert das Zeta-Potenzial durch Er-

mittlung der elektrophoretischen Mobilität unter Anwendung der Henry-Gleichung 

(Formel 4). 

 

Formel 4  
UE: Elektrophoretische Mobilität; ε: Dielektrische Konstante; ζ: Zeta-Potenzial; f(ka): Henry-Gleichung; η: 
Viskosität der Lösung. 

 

Photonenkorrelationsspektroskopie 

Die Photonenkorrelationsspektroskopie, auch als dynamische Lichtstreuung (DLS) be-

kannt, ist ein optisches Messverfahren zur Bestimmung des hydrodynamischen Durch-

messers kolloidaler Partikel. Das Messprinzip beruht auf der Brownschen Molekular-

bewegung, der Wärmebewegung der untersuchten Partikel in Flüssigkeiten (Tyndall-

Effekt). 

Zur Bestimmung der durchschnittlichen Größe der Nanopartikel wurde eine 1:10 mit 

destilliertem Wasser verdünnte Lösung der Partikel in die Küvette Zeta Cell DTS 1060C 

gefüllt und in einer auf 24 °C temperierte Kammer des Malvern ZetaSizer Nano positio-

niert. Mittels He-Ne-Laser (632 nm) wurde die Größenverteilung in der Partikelsuspen-

sion detektiert. Da die realen Ausmaße eines Teilchens in Lösung nicht direkt messbar 

sind, wird der hydrodynamische Radius über die Stokes-Einstein-Beziehung ermittelt 

(Formel 5). 
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Formel 5 
 

D: Diffusionskonstante; ĸB: Boltzmannkonstante; T: Temperatur; r: Hydrodynamischer Radius; η: Visko-
sität des Lösungsmittels.  

 

UV/VIS-Spektroskopie 

Die Bestimmung des Absorptionsmaximums der Nanopartikelsuspensionen erfolgte 

mittels UV/VIS-Spektroskopie. Diese Technik eignet sich hauptsächlich für metallische 

Materialien wie Gold und Silber, da diese charakteristischen Absorptionsmaxima im 

sichtbaren Bereich aufweisen (Oberflächenplasmonresonanz), das von der Materialgröße 

und Oberflächenmodifikation abhängt. Grundlage für die spektralanalytische Methode 

bildet das Labert Beer’sche Gesetz.  

1 ml der Nanopartikelsuspension wurde in eine spezifische Küvette appliziert und 

spektralphotometrisch analysiert. Mittels UV/VIS Zweistrahlspektrometer (Lambda 950, 

Perkin Elmer) wurde eine UV/VIS-Spektralanalyse in einem Wellenlängenbereich von 

300 nm - 1 000 nm durchgeführt.  

Rasterelektronenmikroskopie (REM)  

Die Analyse der Morphologie der Herpes-simplex-Viren Typ-1 (HSV1) erfolgte unter 

Anwendung der Rasterelektronenmikroskopie. 

Der Virusstamm wurde von LGC Standards GmbH (ATCC-VR-1383) bezogen. Der TCID50 

betrug 106,75. Vor Beginn der REM-Analyse wurden 10 µl HSV1-Stammlösung auf die 

SixNy-Membran des MKCs pipettiert. Nach Abdampfen des Lösungsmittels erfolgte das 

Besputtern der HSV1 mit Gold. Die REM-Aufnahmen fanden an einem Elektronen-

mikroskop 109T (Zeiss) bei einer Elektronenspannung von 5 kV statt.   

 

4.2.4 Zytotoxikologische Methoden 

Partikelpräparation  

Nanopartikel 

Vor Durchführung der zytotoxikologischen Untersuchung der Nanopartikel wurde die 

Stammlösung der Nanopartikelsuspensionen 30 Sekunden unter Verwendung eines 

Schüttlers aufgerührt. Zur Herstellung der jeweiligen Konzentrationen (0 - 50 µg/ml) 

wurde ein Aliquot der Nanopartikelstammlösung zu dem in einem Polypropylenröhrchen 

vorgelegten Kulturmedium pipettiert, so dass alle Nanopartikellösungen das gleiche 

Gesamtvolumen aufwiesen. 
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Um zu belegen, dass die detektierten Effekte von den Nanopartikeln und nicht von den 

im Lösungsmittel befindlichen Zusatzstoffen wie z. B. Stabilisatoren oder Ionen induziert 

wurden, wurden die Nanopartikel abzentrifugiert (1 000 rpm, 15 Minuten) und der 

Überstand ebenfalls für die Nanotoxizitätsstudien eingesetzt. 

 

Viren 

Vor Durchführung der zytotoxikologischen Untersuchung der Herpes-simplex-Viren 

(HSV1) wurde die Stammlösung (TCID50 = 106,75) mit Kulturmedium verdünnt, um 

Konzentrationen im Bereich von MOI (Multiplizität der Infektion) 0,0014 und MOI 0,14 

zu erhalten. Der MOI wurde mit Hilfe der Formel 6 berechnet. Zur Herstellung der 

jeweiligen Konzentrationen wurden Aliquots der HSV1-Stammlösung zu dem in einem 

Polypropylenröhrchen vorgelegten Kulturmedium pipettiert, so dass alle HSV1-Lösungen 

das gleiche Endvolumen besaßen. 

 

Formel 6 
 

MOI: Multiplizität der Infektion; KonzentrationVirus: Viruskonzentration; VolumenVirus: Volumen der 
Virussuspension; KonzentrationZellen: Konzentration der Zellsuspension; VolumenZellen: Volumen der Zell-
suspension.  

 

Zellaussaat 

Zellaussaat in den 96-Loch-Mikroplatten 

Zur Bestimmung des zytotoxischen Potenzials der Partikel wurden 10 000 Zellen pro 

Loch einer 96-Loch-Mikroplatte 279 in 100 µl Kulturmedium bei 37 °C für 24 Stunden 

kultiviert.  

 

Zellaussaat in den Mikrokavitäten  

Zur Bestimmung des zytotoxischen Potenzials der Partikel wurden 50 µl Zellsuspension 

(100 000 Zellen/ml) zentriert in die sechs Kavitäten des MKCs pipettiert. Nach 

30 Minuten bei 37 °C wurden 200 µl Kulturmedium in jede der sechs Kultivierungs-

einheiten pipettiert und die Zellen bei 37 °C für 24 Stunden kultiviert (Abbildung 4-7).  
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Abbildung 4-7 Schematische Darstellung des Ablaufs der Zellaussaat in den Mikrokavitäten bis hin zu der 

Quantitativen Analyse spezifischer Zellreaktionen individueller Zellen in der Mikrokavität.  

Der Mikrokavitätenchip (MKC) (a) wird mit dem Silikonaufsatz kombiniert (b) und in einem Arrayadapter 
positioniert (c). Die adhärent in einer Zellkulturflasche wachsenden pIL8-GFP A549-Zellen werden 
trypsiniert (d) und auf den MKC transferiert. Dazu werden 50 µl Zellsuspension (10 000 Zellen/ml) in jede 
der sechs Kultivierungseinheiten des MKCs pipettiert (e). Nach 30minütiger Kultivierung der Zellen bei 
37 °C haben sich die Zellen in die Mikrokavitäten abgesetzt und die Kultivierungseinheiten werden mit 
jeweils 200 µl Kulturmedium aufgefüllt (f). Nach 24 Stunden erfolgen die Aspiration des Mediums und 
das Waschen der Zellen mit PBS. Hierbei werden die nicht adhärenten Zellen entfernt. Anschließend folgt 
die Zugabe von partikelhaltigem Kulturmedium (200 µl/Kultivierungseinheit) (g). Die mit einer GFP-
Expression gekoppelten Inflammation der individuellen Zellen der in vitro Kultur in der Mikrokavität 
werden unter physiologischen Bedingungen mit einem Fluoreszenzmikroskop permanent charakterisiert 
(h). Durch Überlagerung der Fluoreszenzaufnahme mit der hellfeldmikroskopischen Aufnahme kann die 
GFP-Expression jeder Zelle in der Mikrokavität erfasst und quantifiziert werden.  

 

Partikelinkubation der Zellen 

Partikelinkubation in den 96-Loch-Mikroplatten 

Nachdem die adhärierten Zellen mit PBS gewaschen wurden, erfolgte die Zugabe der zu 

untersuchenden Partikelsuspension (100 µl/Loch einer 96-Loch-Mikroplatte). Die Inkuba-

tion erfolgte bei 37 °C für 4, 24, 48 und 72 Stunden. Zur Berücksichtigung der 

Hintergrundabsorption durch das Kulturmedium, wurde eine Referenzkontrolle ohne 
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Zellen als Nullwert festgelegt. Zur Eruierung der Interaktion der Partikel und den 

eingesetzten Testreagenzien wurde eine Referenzkontrolle ohne Zellen (Blank) mitge-

führt. Diese wurde vor Beginn der statistischen Berechnungen von dem korrespon-

dierenden Messwert subtrahiert. Als Positivkontrolle wurde das nichtionische Tensid 

TritonX-100 2 % (v/v) (WST-1 Assay, BrdU Assay, FDA/PI-Färbung) oder Wasserstoff-

peroxid 5 mM (APOPercentage Apoptosis Assay), 1 µM Staurosporin (Caspase 3/7 Assay) 

oder 20 ng/ml TNF-α (Bestimmung der Inflammation) verwendet. Nach Ende der 

Expositionsdauer wurde das zytotoxische Potenzial bestimmt. 

 

Partikelinkubation in den Mikrokavitäten  

Die adhärenten Zellen wurden mit PBS gewaschen, danach erfolgte die Zugabe der zu 

untersuchenden Partikelsuspension (200 µl/Kultivierungseinheit eines MKCs) und deren 

Inkubation bei 37 °C für 4, 24, 48 und 72 Stunden. Als Positivkontrolle wurde das 

nichtionische Tensid TritonX-100 1 % (v/v) (FDA/PI-Färbung) oder Wasserstoffperoxid 

5 mM (APOPercentage™ Apoptosis Assay) oder 20 ng/ml TNF-α (Bestimmung der 

Inflammation) verwendet. Nach Ende der Expositionsdauer wurde das zytotoxische 

Potenzial bestimmt (Abbildung 4-7). 

Bestimmung der Vitalität (Fluoresceindiacetat/Propidiumiodid-Färbung) 

Die Fluoresceindiacetat/Propidiumiodid-Färbung (FDA/PI-Färbung) basiert auf der 

unterschiedlichen Membrangängigkeit der beiden Fluoreszenzfarbstoffe. Fluorescein-

diacetat (FDA) ist ein membrangängiger Farbstoff, der von vitalen Zellen zu dem grün 

fluoreszierenden Fluorescein metabolisiert wird. Der rot fluoreszierende Farbstoff Pro-

pidiumiodid (PI) interkaliert in Nukleinsäuren und ist nicht membrangängig, so dass nur 

membrangeschädigte Zellen durch PI angefärbt werden.  

Zur Bestimmung der Vitalität erfolgte die Inkubation der Zellen mit der FDA/PI-Lösung 

(30 µg/ml FDA, 40 µg/ml PI) für 15 Sekunden. Es folgte ein Waschschritt mit PBS. Um 

die zeitabhängige Reduktion der Fluoreszenzintensität des Farbstoffs zu minimieren, 

wurden die mit PBS beschichteten Zellen unmittelbar im Anschluss fluoreszenzmikrosko-

pisch untersucht (exFDA 470 nm/ emFDA 525 nm; exPI 555 nm/ emPI 602 nm). Zur Quantifi-

zierung wurden die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen mit Hilfe der Software 

analySIS (Olympus) ausgewertet und die Vitalitätsrate anhand Formel 7 berechnet. 

 

Formel 7  
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Bestimmung der mitochondrialen Aktivität (WST-1 Assay) 

Der WST-1 Assay ermöglicht die Bestimmung der Aktivität des Succinat-Tetrazolium-

Reduktase-Systems (STRS) eukaryontischer Zellen. Er beruht auf der Reduktion des 

wasserlöslichen Tetrazoliumsalzes 4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-

1,3-benzendi-sulfonat (WST-1) durch das STRS. Die Entstehung des gebildeten dunkel-

roten Formazan-Farbstoffes korreliert mit der Anzahl mitochondrial aktiver Zellen in der 

untersuchten Population. Da die Aktivität des STRS von dem physiologischen Status der 

Zelle abhängt, diente die Umwandlung des WST-1 Reagenz als relatives Maß für die 

Viabilität der untersuchten Zellpopulation 156. Die mitochondriale Aktivität wurde nach 

Formel 8 berechnet. 

 

Formel 8 
 

ODProbe: Optische Dichte der nanopartikelbehandelten Zellen; ODKontrolle: Optische Dichte der 
unbehandelten Zellen; ODBlank: Optische Dichte des nanopartikelhaltigen Mediums ohne Zellen.  

 

Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Zellen mit 10 µl (in 100 µl Kulturmedium pro 

Loch) WST-1-Reagenz versetzt. Nach 0,5 - 3 Stunden Inkubation bei 37 °C wurde die 

96-Loch-Mikroplatte 5 Sekunden horizontal geschüttelt und anschließend die Absorp-

tion in den einzelnen Löchern bei einer Wellenlänge von 450 nm (Referenzwellenlänge 

650 nm) photometrisch vermessen. 

Bestimmung der Zellproliferation (BrdU Assay) 

Der BrdU Assay ermöglicht die Bestimmung der zellulären Proliferationsrate. Der Test 

beruht auf der Detektion der BrdU-Inkorporation in die DNA proliferierender Zellen. Das 

Desoxynukleosid 5-bromo-2-deoxyuridin (BrdU) ist strukturell stark mit der Pyrimidin-

Nukleobase Desoxythymidin verwandt (Abbildung 4-8). 

Zur Bestimmung der Zellproliferation wurde das Kulturmedium der Zellen für 2 Stunden 

mit dem BrdU-Markierungsreagenz (Verhältnis 10:1) versetzt. Durch den Überschuss an 

BrdU im Kulturmedium wird dies während der S-Phase des Zellzyklus in phosphorylierter 

Form, anstelle des Desoxythymidinphosphates (dTTP), in die DNA eingebaut. Nach dem 

Entfernen der Markierungslösung erfolgte die Inkubation der Zellen für 30 Minuten mit 

200 µl Fixatorlösung (FixDenat). Die fixierten Zellen mit partiell denaturierter BrdU-

markierter DNA wurden für 2 Stunden bei Raumtemperatur mit 100 µl BrdU-Antikörper-

lösung (monoklonaler Anti-BrdU-Peroxidase-Antikörper) inkubiert. Im Anschluss wurde 

die BrdU-Antikörperlösung abgenommen, die Probe dreimal mit 200 µl Waschpuffer 

gespült und nach Zugabe von 100 µl Substratlösung (Lösung des Ammoniumsalzes 

ABTS) für 5 Minuten unter horizontaler Rotation (300 rpm) bei Raumtemperatur inku-



           Material und Methoden 

 

55 
 

biert. Durch Zugabe von 1 N Schwefelsäure (25 µl/100 µl Substratlösung) wurde die 

Reaktion des Substrates mit dem an den Antikörper gekoppelten Enzym gestoppt, die 

96-Loch-Mikroplatte weitere 5 Minuten geschüttelt (300 rpm) und zur Quantifizierung 

des Reaktionsprodukts die Absorption der einzelnen Mikroplattensegmente bei einer 

Wellenlänge von 450 nm (Referenzwellenlänge 690 nm) mittels Multiwell-Spektral-

photometer vermessen. 

 

Abbildung 4-8 Vergleich der chemischen Struktur der 2‘-Desoxynukleoside 2‘-Desoxyuridin und 5-Brom-

2‘-desoxyuridin (BrdU).  

 

Bestimmung der Inflammation 

Zur Untersuchung der Induktion einer Entzündungsreaktion wurde die Reporterzelllinie 

pIL8-GFP A549 verwendet. Diese trägt das GFP-Gen als Reportergen das unter der 

Kontrolle der IL-8-Promotorsequenz steht. Die Produktion des Entzündungsmediators IL-

8 ist mit einer GFP-Expression gekoppelt. Hierbei ist die Intensität der IL-8-Produktion 

und somit die Intensität der Entzündungsreaktion proportional zu der GFP-Expression, 

die fluoreszenzmikroskopisch und fluorometrisch detektiert werden kann.  

 

Bestimmung der Inflammation in den 96-Loch-Mikroplatten 

Zur fluorometrischen Quantifizierung der Inflammation und zur fluoreszenzmikrosko-

pischen Analyse der Probe, wurden schwarze Mikroplatten mit transparentem Boden 

eingesetzt.  

Nach Inkubation der Zellen mit der entsprechenden Partikelsuspension wurde das 

nanopartikelhaltige Medium aspiriert, die Zellen mit PBS gewaschen und mit 100 µl PBS 

pro Loch der Mikroplatte beschichtet. Mit einer Extinktionswellenlänge von 485 nm 

(Emissionswellenlänge 535 nm) wurde die GFP-Intensität fluorometrisch quantifiziert.  

 

Bestimmung der Inflammation in den Mikrokavitäten 

Nach Inkubation der Zellen mit der entsprechenden Partikelsuspension in der Mikro-

kavität wurde das partikelhaltige Medium aspiriert, die Zellen mit PBS gewaschen und 
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mit 50 µl PBS/Kultivierungseinheit des MKCs beschichtet. Die GFP-Expression der Zellen 

wurde fluoreszenzmikroskopisch untersucht (ex. 470 nm/em. 525 nm). Die erhaltenen 

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden hinsichtlich Fluoreszenzintensität und 

Anzahl GFP-exprimierender Zellen mit Hilfe der Software analySIS (Olympus) ausge-

wertet. 

Bestimmung der Apoptose (APOPercentage APOPTOSIS Assay) 

Der APOPercentage Apoptosis Assay ermöglicht die nichtinvasive Detektion apopto-

tischer Zellen sowie die Quantifizierung des Apoptosestatus mittels Phasenkontrast-

mikroskopie in vitro. 

Die Membran einer Säugerzelle besteht aus einer Phospholipidschicht. Die Verteilung 

der Phospholipide in der Zellmembran wird aktiv durch zwei verschiedene Enzyme 

aufrechterhalten: (i) Die Flippase und (ii) die Scramblase (auch Floppase genannt) 280. Bei 

einer Aktivierung der Scramblase und der Hemmung der Flippaseaktivität erfolgt ein 

Zusammenbruch der Membranasymmetrie. Dies führt zu einem Phosphatidylserin-Flip, 

der die Apoptoseinduktion einleitet. In der terminalen Phase der Apoptose löst sich die 

asymmetrische Verteilung der Plasmamembran und es kommt zu einer Translokation 

von Phosphatidylserin von der zytoplasmatischen zur extrazellulären Seite (Abbildung 

4-9). Dieses Prinzip nutzt der APOPercentage Apoptosis Assay. 

 

 

Abbildung 4-9 Die Asymmetrie der Lipidschicht einer Säugerzelle führt zur Apoptoseinduktion. 

Die Verteilung der Phospholipide in der Zellmembran wird aktiv durch zwei verschiedene Enzyme 
aufrechterhalten: Die Flippase und die Scramblase. In viablen Zellen liegt eine asymmetrische Zellmem-
bran vor, deren Erhalt über die Flippase gesteuert wird. Die Aktivierung der Scramblase führt zu einem 
Phosphatidylserin-Flip, der den Verlust der Membranasymmetrie induziert. Die Translokation von der zy-
toplasmatischen auf die extrazelluläre Seite der Zellmembran erlaubt die Aufnahme des APO Substrats in 
die Zelle (modifiziert nach Biocolor Ltd. 281). 
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Zur Bestimmung des Apoptosestatus wurde das Kulturmedium 30 Minuten vor Ende der 

Inkubation der Zellen mit dem APO Substrat (1:20 Verdünnung) versetzt. Unter physiolo-

gischen Bedingungen gelangt hierbei der Farbstoff über die defekte Membran in die 

Zelle und färbt diese pink. Nach dem Entfernen der Färbelösung wurden die Zellen 

zweimal mit PBS gewaschen und in direktem Anschluss mittels Hellfeldmikroskopie 

untersucht. Um die Anzahl der apoptotischen Zellen sowie das Apoptoselevel (über die 

Anzahl der Pixelwerte) zu quantifizieren, wurde das Softwareprogramm GIMP2 verwen-

det (Einstellungen: Posterize Level 3, Threshold color 15 %).  

Bestimmung der Caspase  3/7-Aktivität  

Zur Bestimmung der Apoptose wurde der Caspase-Glo 3/7 Assay angewandt. Das 

Prinzip des Assays beruht auf zwei enzymatischen Reaktionen: (i) Das Substrat Z-DEVD-

Aminoluciferin wird durch die Caspasen 3 und 7 gespalten. (ii) Das dabei freigesetzte 

Aminoluciferin dient als Substrat für die thermostabile Ultra Glow Luciferase. Bei dieser 

katalytischen Spaltung entsteht ein Lumineszenzsignal, das proportional zu der Menge 

aktivierter Caspasen ist.  

Zur Bestimmung der Caspase 3/7-Aktivität wurden 100 µl Caspase-Glo 3/7 Reagenz pro 

Loch zu den nanopartikelinkubierten Zellen pipettiert. Unter Schütteln (10 Minuten, 

200 rpm) wurden die Zellen lysiert und nach 30minütiger Inkubation das entstandene 

Lumineszenzsignal mittels Luminometer (Detektionszeit 2000 ms) quantifiziert.  

 

Bestimmung der Interaktion von Nanopartikeln mit Analyseparametern der 

Toxizitätstests 

Die Interaktion der Nanopartikel mit Analyseparametern der Toxizitätstests wurde am 

Beispiel des Laktatdehydrogenase (LDH) Assays untersucht. Dieser dient der Bestimmung 

der Zellmembranintegrität. Die Zerstörung der Zytoplasmamembran der Zellen ist ein 

morphologisches Charakteristikum der Nekrose. Sie führt zu einer Freisetzung von 

zytoplasmatischen Bestandteilen in das Zellkulturmedium wie z. B. dem im Zytoplasma 

aller Prokaryonten vorkommenden Enzym LDH. Die indirekte Bestimmung der Mem-

branintegrität basiert auf der Quantifizierung der LDH-Aktivität durch die Umsetzung 

eines Formazan-Salzes. Eine Interaktion der Nanopartikel mit dem Enzym LDH würde zu 

einer Minderung, bis hin zu einer Inaktivierung der Enzymaktivität führen und somit eine 

Umsetzung des Formazan-Salzes erschweren. 

Zur Untersuchung der Interaktion der Nanopartikel mit dem Enzym LDH wurden 

adhärente pIL8-GFP A549-Zellen lysiert, der Mediumüberstand zentrifugiert und im 

Anschluss mit 0-27 µg/ml SC10 oder GC80 versetzt. Nach 4stündiger Inkubation des 

Nanopartikel-Kulturmedium-Gemischs unter physiologischen Bedingungen, wurden je 
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100µl/Loch des Gemischs in eine 96-Loch-Mikroplatte überführt und im Verhältnis 1:1 

mit dem LDH-Reagenz versetzt. Nach 5minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde 

die Formazanbildung bei einer Wellenlänge von 492 nm (Referenzwellenlänge 620 nm) 

photometrisch quantifiziert. 

 

4.2.5 Virologische Methoden 

Zur Untersuchung des Einflusses der Herpes-simplex-Viren Typ-1 (HSV1) auf die Induk-

tion von Entzündungsreaktionen wurden pIL8-GFP A549-Zellen für 24 und 48 Stunden 

mit MOI (multiplicity of infection) 0,0014 - 0,14  behandelt. Die Quantifizierung der 

Inflammationsinduktion und der mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität erfolgte 

gemäß Kapitel 4.2.4. 

HSV1-Vermehrung in Vero-Zellen 

Bei der Replikation des Herpes-simplex-Virus (HSV1) wurden adhärente Vero-Zellen 

verwendet. Ein 90 % konfluenter Zelllayer wurde in einer T75-Zellkulturflasche mit HSV1 

(MOI 0,02) in serumfreiem Kulturmedium infiziert. Nach 4stündiger Inkubation bei 37 °C 

wurde das HSV1-haltige Kulturmedium aspiriert und durch serumhaltiges Kulturmedium 

(10 ml) ersetzt. Bis zum Erreichen des zytophatischen Effekts (CPE) wurden die Vero-

Zellen für 3 Tage bei 37 °C kultiviert. Das virushaltige Kulturmedium wurde anschlie-

ßend entfernt und in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß bei -80 °C gelagert. 

 

4.2.6 Langzeitmikroskopie 

Um zu prüfen, ob in der Mikrokavität eine kontinuierliche Charakterisierung der GFP-

Expression möglich ist, wurden pGFP-N1 A549-Zellen gemäß 4.2.4 in der Mikrokavität 

kultiviert und unter Anwendung der Biostation IM-Q mikroskopische Langzeitauf-

nahmen (Time Lapse Microscopy) durchgeführt. Hierbei erfolgte über den Kultivierungs-

zeitraum von 60 Stunden im 30 Minuten-Takt eine fluoreszenz- und eine phasen-

kontrastmikroskopische Aufnahme an der gleichen Stelle der Probe. 

Zur Untersuchung des Einflusses der Nanopartikel auf die Induktion von Entzündungs-

reaktionen wurden mikroskopische Langzeitaufnahmen mit der Biostation CT durchge-

führt. Diese ermöglicht eine kontinuierliche Observation der Induktion spezifischer 

Prozesse in vitro. Zur Untersuchung der nanopartikelinduzierten Entzündungsreaktion 

wurden 100 000 pIL8-GFP A549-Zellen in Kulturgefäßen mit speziellem Glasboden-

einsatz (Ø 35 mm) für 24 Stunden kultiviert und mit 30 µg/ml GC10 oder SC10 

inkubiert. Während der Inkubationszeit (48 Stunden) erfolgte im 30 Minuten-Takt eine 

fluoreszenz- und eine phasenkontrastmikroskopische Aufnahme an der gleichen Stelle 
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der Probe. Die Einzelbilder wurden im Anschluss mit der Software analySIS (Olympus) 

analysiert. 

Zur Untersuchung des Einflusses der Nanopartikel auf die adipogene Differenzierung 

humaner mesenchymaler Stammzellen (hMSCs) wurden 100 000 hMSCs in Kulturge-

fäßen mit speziellem Glasbodeneinsatz (Ø 35 mm) bis zu einer Konfluenz von 80 % 

kultiviert. Durch Austausch des Kulturmediums mit dem adipogenen Differenzierungs-

medium, supplementiert mit 22,8 µg/ml GC80, wurde die adipogene Differenzierung 

induziert. Während der 18tägigen Differenzierung, unter chronischer GC80-Exposition, 

wurde alle 2 Stunden ein phasenkontrastmikroskopisches Bild mehrerer Ausschnitte der 

Probe aufgenommen. Die erzeugten Daten wurden mit der Software GIMP hinsichtlich 

Differenzierungspotenzials analysiert.  

 

4.2.7 Multiphotonenbasierte Rasterlasermikroskopie 

Die zelluläre Aufnahme und intrazelluläre Verteilung der Nanopartikel wurde mittels 

konfokaler Rasterlasermikroskopie (confocal laser scanning microscopy, CLSM) in 

Kombination mit der multiphotonenbasierten Rasterlasermikroskopie (multiphoton-

based laser scanning microscopy, MP-LSM) untersucht. Die Analysen basieren auf der 

Fähigkeit metallische Nanopartikel wie Gold, Silber und Magnetit, mittels Multi-

photonenanregung zu visualisieren 282, 283. Hierzu wurden A549-Zellen auf 8-Kammer-

Glasobjektträgern kultiviert. Nach 24stündiger Inkubation der Zellen mit den verschiede-

nen Nanopartikelsuspensionen bei 37 °C und zweimaligem Waschen der Zellen mit PBS 

erfolgte die Färbung der Zellmembran mit 50 µg/ml des AlexaFluor 488-gekoppelten 

Membranfarbstoffs Concanavalin A (2 Minuten). Nach 5minütiger Fixierung mit 1 % 

(w/v) PFA wurden die Zellen mit destilliertem Wasser gewaschen und in Vectashield-

HardSet-Mounting-Medium, das DAPI zur Kernfärbung enthielt, eingebettet. Die MP-

LSM-Studie erfolgte an einem konfokalen Rasterlaser-Mikroskopsystem (Axiovert 200 M 

mit einer 510-NLO-Metaeinheit, Zeiss) mit einem Titan:Saphir-Femtosekunden- sowie 

einem Argon-Ionen-Laser. Für die CLS-mikroskopische Darstellung der mit Concanavalin 

A AlexaFluor 488 gefärbten Zellmembran wurden die Laserwellenlängen 488/520 nm 

genutzt. Die Darstellung der Gold- sowie Silber-Nanopartikel nach Multiphotonen-

anregung, mit einer Wellenlänge von 820 nm, basiert auf der Reflektion von Gold und 

Silber, die um ein Vielfaches stärker ist als die Reflektion von Glas. Zur Auswertung der 

Daten wurde die LSM Image Examiner Software herangezogen. 
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4.2.8 Rasterelektronenmikroskopie 

Zellpräparation 

Für rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen wurde der zu untersuchende Zelltyp auf 

der SixNy-Membran der MKCs für 48 Stunden sowie 7 Tage bei 37 °C kultiviert. hMSCs 

wurden 18 Tage adipogen differenziert. Um die Struktur der Zellen im REM sichtbar zu 

machen, erfolgte nach dreimaligem Waschen mit PBS eine 12stündige Fixierung der 

Proben mittels Cacodylat/Glutaraldehydpuffer 284. Es folgte ein dreimaliges Waschen der 

fixierten Zellen mit Cacodylatpuffer 0,15 M. Die anschließende einstündige Inkubation 

mit 2 % Osmiumtetroxid (in 0,3 M Cacodylatpuffer) diente der Kontrastierung. Die 

fixierten Proben wurden mehrmals mit destilliertem Wasser gewaschen und für eine 

Stunde mit 1 %iger Tanninsäure inkubiert. Nach wiederholtem Waschen der Proben mit 

destilliertem Wasser wurden diese 20 Minuten mit 1 %igem Uranylacetat inkubiert. 

Mehrmaliges Waschen der Zellen befreite diese von überschüssigem Uranylacetat. Bis 

zur Durchführung der kritischen Punkt-Trocknung lagerten die präparierten Zellen bei 

4 °C in Wasser. 

Kritische Punkt-Trocknung 

Die kritische Punkt-Trocknung (CPD) dient dem Austausch von dem im Probenmaterial 

enthaltenen Wasser durch flüssiges CO2. Durch Vermeidung von Oberflächenkräften 

verhindert dieses Verfahren die Deformation der Proben und die Zerstörung feiner 

Oberflächenstrukturen. Vor Beginn der CPD erfolgte eine Entwässerung der Proben 

durch Inkubation mit getrocknetem Ethanol, der Konzentrationen 50 % (v/v), 70 % 

(v/v), 80 % (v/v), 90 % (v/v) und 100 % (v/v) für jeweils 15 Minuten. Nach der 

Entwässerung wurde das Präparat in einem geeigneten Probenhalter zusammen mit 

dem Medium Aceton in die Druckkammer des Kritisch-Punkt-Trockners eingesetzt. Nach 

Einbringen des Präparates in die Druckkammer wurde diese mit flüssigem CO2 gefüllt. 

Das mit Aceton gemischte CO2 wurde über das Auslassventil schrittweise abgelassen. 

Hierbei erfolgte ein Austausch des in den Proben enthaltenen Wassers über Aceton als 

Zwischenstufe durch flüssiges CO2. Nach dem restlosen Austausch gegen CO2 (55 bar 

und -12 °C) wurde die Probe innerhalb weniger Minuten auf 36 °C erhitzt. Hierbei stieg 

der Druck auf 75 bar an und es kam zu einer sekundenschnellen Starre der Zellen und 

dadurch zu einer Fixation der vorliegenden Oberflächenstrukturen. Die CPD-behandelten 

Proben wurden auf einen REM-Probenhalter aufgebracht, eventuelle Lücken zwischen 

Probenmaterial und Probenträger mit Leitsilber überbrückt und der REM-Analyse 

unterzogen.  
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Mikroskopie (REM) 

REM ist ein Verfahren zur morphologischen und analytischen Untersuchung von Ober-

flächen. Die Vielseitigkeit beruht auf der Möglichkeit gleichzeitig unterschiedliche 

Kontraste (wie Topographiekontrast oder Materialkontrast) darstellen zu können. Vor 

Beginn der REM-Analyse wurde die biologische Probe in einer evakuierten Proben-

kammer mit Gold besputtert. Das Objektmaterial wurde in der Probenkammer des REM 

auf einem im Objekttisch sitzenden aluminiumhaltigen Präparathalter befestigt, der eine 

gute elektrische Ableitung der auftreffenden Primärelektronen garantiert. Die REM-

Aufnahmen erfolgten an einem Rasterelektronenmikroskop LEO 435VP (Röntec), einem 

Rasterelektronenmikroskop EM109T (Zeiss) sowie dem Rasterelektronenmikroskop 

FESEM XL30 (FEI). Aufgrund der Wechselwirkung zwischen Elektronen und Materie 

können durch Primärelektronenstrahlen verschiedene Signale (SE, RE, Licht, Röntgen-

strahlen) entstehen. Jedes dieser Signale erfordert für die Registrierung einen speziellen 

Detektor (Abbildung 4-10). In der vorliegenden Arbeit wurden der Sekundärelektronen-

detektor (SE-Detektor) sowie der Rückstreuelektronendetektor (QBSD-Detektor) verwen-

det. Der SE-Detektor ermöglicht die morphologische Darstellung (Topographie) des 

Analysematerials. Der QBSD-Detektor bildet die kristallographische Struktur des Proben-

materials ab und ermöglicht somit Rückschlüsse auf die chemische Zusammensetzung 

der Probe, beziehungsweise der Verteilung verschiedener Materialien im Bild.  

Mit zunehmender Energie der Primärelektronen (steigender Beschleunigungsspannung) 

steigt die Größe des Wechselwirkungsvolumens und somit erhöht sich die Eindringtiefe 

der Primärelektronen in das Objektmaterial. Auch die Ordnungszahl des Probenmaterials 

beeinflusst die Reichweite der Primärelektronen. Wird die Probenoberfläche von dem 

Primärstrahl abgetastet, werden im Wechselwirkungsvolumen (Anregungsbirne), ab-

hängig von dem jeweiligen Material sowie der eingestellten Beschleunigungsspannung, 

Sekundärprodukte gebildet, die für die bildliche Darstellung und die Analyse genutzt 

werden können (Abbildung 4-11). 

 

 

Abbildung 4-10 Möglichkeiten der 

Detektion der durch Primärelektronen in 

einer Probe erzeugten Sekundärsignale.  

Aufgrund der Wechselwirkung zwischen 
Elektronen und Materie können durch 
Primärelektronenstrahlen verschiedene Sig-
nale (Sekundärelektronen, Rückstreuelek-
tronen, Licht oder Röntgenstrahlen) entste-
hen. Jedes dieser Signale erfordert für die 
Registrierung einen speziellen Detektor 
(modifiziert nach Flegler et al. 1997 sowie 
Zhou und Wang 2006 285, 286). 
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Zur Elementanalyse der inkubierten Nanomaterialien wurde die energiedispersive 

Röntgenstrukturanalyse in Kombination mit der Rasterelektronenmikroskopie ange-

wendet. Durch die für jedes chemische Element charakteristische Austrittsenergie 

erfolgte die Zuordnung der Elemente zu den untersuchten Materialien. 

 

 

Abbildung 4-11 Größe der Elektronendif-

fusionswolke in Abhängigkeit von der 

Beschleunigungsspannung und der Ord-

nungszahl des untersuchten Materials.  

Mit steigender Beschleunigungsspan-
nung und Anstieg der Ordnungszahl des 
Probenmaterials erhöht sich das Volumen 
der Elektronendiffusionswolke (modifi-
ziert nach Flegler et al. 1997 sowie Zhou 
und Wang 2006 285, 286). 

 

4.2.9 Transmissionselektronenmikroskopie 

Für transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen wurden hMSCs in Zellkultur-

schalen (µ-dish, 35 mm, ibidi) kultiviert. Der postkonfluente Zellmonolayer wurde unter 

chronischer Exposition mit 22,8 µg/ml GC80 für 21 Tage bei 37 °C adipogen differen-

ziert. Anschließend wurden die hMSCs vier Mal mit Zellkulturmedium gewaschen und 

mit 2,5 % Glutaraldehyd in Cacodylatpuffer (0,1 M) über Nacht fixiert, um die Protein-

strukturen quer zu vernetzen. Zur Stabilisierung der Lipide und der Membranen der 

Zellen wurden die hMSCs in einem weiteren Fixierungsschritt mit 1 % Osmiumtetroxid 

in Cacodylatpuffer für 2 Stunden fixiert, mehrmals mit destilliertem Wasser gewaschen 

und für eine Stunde mit 1 %iger Tanninsäure und 20 Minuten mit 1 %igem 

Uranylacetat inkubiert. Es folgte eine Entwässerung der Proben durch Inkubation mit 

getrocknetem Ethanol, der Konzentrationen 50 % (v/v), 70 % (v/v), 80 % (v/v), 90 % 

(v/v) und 100 % (v/v) für jeweils 15 Minuten. Zur weiteren Behandlung der Proben 

wurden Bereiche des Bodens der Zellkulturschale ausgestanzt. 

Die weitere Fixierung und Einbettung der Proben sowie die Aufnahmen der transmis-

sionselektronenmikroskopischen (TEM) Bilder erfolgten im Arbeitskreis von Prof. Dr. 
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Claudia Büchel am Institut für Molekulare Biowissenschaften der Johann Wolfgang 

Goethe-Universität Frankfurt am Main. 

Das Medium wurde durch Propylenoxid:Araldit-Lösung ersetzt. Es folgten vier Inku-

bationsschritte mit Propylenoxid:Araldit-Mischungen mit steigender Araldit-Konzentra-

tion (33 % - 100 %) und weitere 4 Stunden mit reinem Araldit 287. Während der folgen-

den 48 Stunden polymerisierte das Harz bei 60 °C aus. Die biologischen Proben wurden 

anschließend mit flüssigem Stickstoff von dem Aralditblock abgesprengt. Mit Hilfe eines 

Mikrotoms Ultracut S (Leica), das mit einem Diamantmesser ausgestattet war, wurden 

ultradünne Schnitte (50 nm) der adipogen differenzierten hMSCs angefertigt und auf 

Pioloform-beschichteten Kupfernetzchen gesammelt. Diese Proben wurden 12 Minuten 

mit 7 % Uranylacetat (in Methanol) und 8 Minuten mit Bleicitrat gefärbt und anschlie-

ßend transmissionselektronisch untersucht 288. Für die TEM-Aufnahmen wurde ein 

Philips C12 Transmissionselektronenmikroskop bei 80 kV genutzt. 

 

4.2.10 Oil Red O-Färbung 

Oil Red O, ein fettlöslicher Farbstoff, dient der Färbung von in Adipozyten eingelagerten 

Lipidvesikel. Im Anschluss an die adipogene Differenzierung der hMSCs wurden diese 

zweimal mit PBS gewaschen und 30 Minuten mit 10 % (v/v) Formaldehyd fixiert. Um 

Formalinreste zu entfernen, wurden die fixierten Zellen im Anschluss zweimal mit 

destilliertem Wasser gewaschen. Mit 60 % (v/v) Isopropanol erfolgte die Permeabilisie-

rung der Zellen (3 Minuten). Danach folgte die 5minütige Inkubation der Zellen mit der 

frisch angesetzten Oil Red O-Färbelösung (0,18 %) 289. Nach mehreren Waschschritten 

der hMSCs mit destilliertem Wasser wurden die Zellen mikroskopisch dokumentiert. 

 

4.2.11  Statistische Auswertung 

Alle Experimente wurden jeweils an Zellen unterschiedlicher Passagen in Mehrfachbe-

stimmungen (drei unabhängige Triplikate) durchgeführt. Der Mittelwert wurde nach 

Subtraktion der Rohdaten der Probe und der Negativkontrolle kalkuliert. Jeder erhaltene 

Messwert wurde auf den Kontrollwert zum gleichen Zeitpunkt bezogen. Die Ergebnisse 

wurden als Mittelwerte ± Standardabweichung (± SD) von unabhängigen Experimenten 

berechnet. Die Signifikanzanalyse erfolgte unter Anwendung des Mann-Whitney U-

Tests. 

4.2.12 Softwareunterstützte Auswertung 

Für die statistische Auswertung (Berechnung des Mittelwertes und der Standardab-

weichung) der generierten Messwerte wurde Microsoft Office XP (Microsoft) verwendet. 
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Die graphische Darstellung der Daten erfolgte mit Origin Pro 8G (OriginLab). Zur 

automatischen mikroskopischen Dokumentation des Mikrokavitätenchips wurde mit 

LabView (National Instruments) eine Software programmiert und angewendet. Die 

Bestimmung des prozentualen Anteils GFP-exprimierender Zellen in der Probe sowie der 

Fluoreszenzintensität individueller Zellen erfolgte mit dem Analyseprogramm analySIS 

3.2 (Olympus). Zur Quantifizierung der Pixelwerte hellfeld- und fluoreszenzmikros-

kopischer Aufnahmen wurde mit den Programmen GIMP2 (Version 2.6.6, GIMP) 

(Einstellungen: Posterize Level 3, threshold color 15 %) und analySIS 3.2 (Olympus) 

gearbeitet. Die Auswertung der Immunfluoreszenzdaten der CLSM-Aufnahmen fand mit 

dem Programm LSM Image Browser (Version 4.0.0157, Zeiss) statt. Abbildungen die 

mikroskopische Aufnahmen enthalten wurden mit dem Programm VISIO (Microsoft) 

erstellt.  

 

4.2.13 Bildbearbeitung 

Fluoreszenzmikroskopische Abbildungen wurden an vier unterschiedlichen Fluoreszenz-

mikroskopen generiert. An den Mikroskopen IX81 (Olympus) und IX70 (Olympus) 

erfolgte eine automatische Speicherung der Fluoreszenzbilder als tiff-Dateien. CLSM-

Abbildungen wurden mittels LSM Image Browser (Version 4.0.0157, Zeiss) gespeichert 

und als jpg-Datei exportiert. Mit dem Fluoreszenzmikroskop Observer Z1 (Zeiss)  gene-

riert Aufnahmen wurden als Datei der zugehörigen Software AxioVision Rel. 4.6 (Zeiss) 

gespeichert, bearbeitet (einfärben der Schwarz/Weiß-Aufnahme, Einfügen des Maßbal-

kens) und als jpg-Datei exportiert. Eine Aufbereitung aller jpg-Dateien hinsichtlich 

Helligkeit und Kontrast fand mittels VISIO (Microsoft) statt. Hierbei wurde, bei Abbil-

dungen die mehrere mikroskopische Abbildungen enthalten, die Bildeigenschaft jedes 

Einzelbildes identisch verändert.    

Um schwache Fluoreszenzen in den Fluoreszenzbildern besser darzustellen, wurden die 

CLSM-Bilder, nach Bearbeitung der Helligkeit und des Kontrastes der Einzelfluores-

zenzen (Erhöhung der Einzelbinder um den gleichen Wert) mittels LSM Image Browser 

(Version 4.0.0157, Zeiss), als invertierte Bilder dargestellt.  

Zur Analyse des prozentualen Anteils der GFP-exprimierenden Zellen, beziehungsweise 

des adipogenen Anteils in der Probe, wurden die während der Langzeitmikroskopie 

generierten Daten als jpg-Datei mit der Software analySIS 3.2 ausgewertet. 

Die Darstellung der Überlagerung einer hellfeld- und einer fluoreszenzmikroskopischen 

Aufnahme erfolgte mit dem Programm  Paint Shop Pro 5 mittels Additions-Funktion. 

Die in VISIO erstellten Abbildungen wurden als JPEG-Datei (Auflösung: 1000 x 1000 

Pixel/Zoll) in das Textdokument eingefügt. 
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5 Ergebnisse 

5.1 Entwicklung eines miniaturisierten in vitro Systems 

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Entwicklung eines miniaturisierten Zellkulturgefäßes 

zur Analyse zellulärer Reaktionen mit im Vergleich zu den konventionell verwendeten 

Zellkulturgefäßen aus Polystyrol oder Glas verbesserten optischen Eigenschaften. Hierbei 

wurde der Ansatz verfolgt, individuelle adhärente Zellen in einem Zellverband 

nichtinvasiv zu charakterisieren. Ein wichtiger Aspekt lag auf der Wahl des Gefäß-

designs, so dass die Miniaturisierung der Zellkulturfläche das Zellverhalten nicht negativ 

beeinflusst. Basierend auf der Mikroprozesstechnik, wurde ein miniaturisiertes Zellkultur-

gefäß hergestellt. Nach Beweis der Biokompatibilität der Mikrokavitäten konnte deren 

Anwendung in Kombination mit einer Reporterzelllinie als miniaturisiertes in vitro 

System gezeigt werden.  

 

5.1.1 Entwicklung eines miniaturisierten Zellkulturgefäßes 

Mittels plasmaunterstützter Gasphasenabscheidung, Photolithographie und aniso-

tropischen Ätzens erfolgte die Herstellung eines Mikrokavitätenchips (MKC) (Länge 

3,0 cm, Breite 2,5 cm). Ausgangsmaterial hierfür war ein beidseitig mit Siliziumnitrid 

(SixNy)-beschichteter Siliziumwafer (Si-Wafer) mit einer Dicke von 528,9 µm ± 1,0 µm. 

Das Design des MKCs ist schematisch in Abbildung 5-1a dargestellt. Der entwickelte 

MKC besteht aus sechs Kavitäten (Kantenlänge 6421,8 µm ± 39,2 µm x 6506,0 µm ± 

80,7 µm, Tiefe 290,5 µm ± 1,5 µm), in denen sich jeweils sieben separierte trichter-

förmige Mikrokavitäten befinden (Abbildung 5-1a), die als miniaturisierte Zellkultur-

gefäße genutzt wurden. Jedes miniaturisierte Zellkulturgefäß besitzt eine transparente 

SixNy-Membran (Kantenlänge der Membran 510,2 µm ± 14,6 µm x 527,6 µm ± 

12,2 µm, Tiefe des Zellkulturgefäßes 238,5 µm ± 1,2 µm). Die Wachstumsfläche der 

Mikrokavität beträgt 0,27 mm² ± 0,007 mm² (bei einer Membrangröße von 

510,2 µm ±14,6 µm x  527,6 µm ± 12,2 µm). Durch die Kombination von dem MKC 

und dem Silikonaufsatz wurde das Kammervolumen der sechs Kavitäten auf 350 µl 

erhöht (Abbildung 5-1b). Neben dem softwaremodellierten Design (Abbildung 5-1a und 

Abbildung 5-1b) zeigt Abbildung 5-1 die Fotografie des MKCs (Abbildung 5-1c) sowie 

des MKCs mit dem positionierten Silikonaufsatz (Abbildung 5-2d). 

Die sechs separaten Kultivierungseinheiten ermöglichten die Exposition sechs unter-

schiedlicher Materialien oder Konzentrationen unter identischen physiologischen Bedin-

gungen. Durch die sieben miniaturisierten Zellkulturgefäße pro Kultivierungseinheit war 

eine statistische Auswertung der darin generierten Daten gewährleistet. In Kombination 
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mit dem Silikonaufsatz bildete der MKC ein Array aus miniaturisierten Zellkulturgefäßen 

zur permanenten nichtinvasiven Charakterisierung individueller Zellen in einem kleinen 

Zellverband. Durch die miniaturisierte Zellkulturfläche war die mikroskopische Beobach-

tung der kompletten Zellkulturfläche mit geringem Zeitaufwand garantiert. 

 

 

Abbildung 5-1 Schematische Darstellung des MKC-Designs.  

(a) Softwaremodelliertes Design des Mikrokavitätenchips. Der MKC beinhaltet 42 (6 x 7) individuelle 
miniaturisierte Zellkulturgefäße. (b) Softwaredesign des MKCs mit positioniertem Silikonaufsatz. Der 
Silikonaufsatz diente der Separation der sechs individuellen Arraysegmente. (c) Fotografische Abbildung 
des Mikrokavitätenchips. Der MKC besteht aus sechs Kavitäten (Kantenlänge 6421,8 µm ± 39,2 µm x 
6506,0 µm ± 80,7 µm, Tiefe 290,5 µm ± 1,5 µm), in denen sich jeweils sieben separierte trichterförmige 
Mikrokavitäten (Kantenlänge der Kavitätenmembran 510,2 µm ± 14,6 µm x 527,6 µm ± 12,2 µm, Tiefe 
238,5 µm ± 1,2 µm) befinden. (d) Kombination von Mikrokavitätenchip und Silikonaufsatz. Die sechs 
separaten Kultivierungseinheiten ermöglichen die Exposition sechs unterschiedlicher Materialien oder 
Konzentrationen unter identischen physiologischen Bedingungen.  

 

Die Anwendung eines an die Dimensionen des MKC angepassten Adapters, mit 6 MKC-

Positionen, ermöglichte die parallele Exposition 36 unterschiedlicher Materialien oder 

Konzentrationen unter identischen physiologischen Bedingungen (Abbildung 5-2a). Die 

800 nm dünnen, transparenten SixNy-Membranen der Mikrokavität ermöglichen die 

Nutzung des MKCs in Kombination mit einem inversen Mikroskop (Abbildung 5-2a und 

Abbildung 5-2b).  
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Abbildung 5-2 Setup zur statistischen Quantifizierung spezifischer induzierter Effekte in den Mikro-

kavitäten.  

(a) Auf einem Fluoreszenzmikroskop positionierter PMMA-Adapter mit 6 Positionen zum Einsatz der 
MKCs als Arraysystem. (b) Ausschnitt einer Kultivierungseinheit. Sie umfasst sieben einzelne Mikro-
kavitäten. Somit ist eine statistische Auswertung der in den Kultivierungseinheiten generierten Daten 
gewährleistet. 

 

Durch die jeweils sieben Mikrokavitäten pro Segment (Abbildung 5-3a) besitzt der MKC 

252 miniaturisierte Zellkulturgefäße, deren gesamte Kulturfläche in einer einzigen 

mikroskopischen Aufnahme (888 µm x 666 µm) analysiert werden kann. Um die 

automatische mikroskopische Dokumentation der insgesamt 252 miniaturisierten 

Zellkulturgefäße in kurzer Zeit zu gewährleisten, wurde eine automatisierte Mikroskop-

steuerung, inklusive Autofokus und Bildverarbeitung für Phasenkontrast- und 

Fluoreszenzaufnahmen, entwickelt. 

 

 

Abbildung 5-3 Mikroskopische Aufnahme der miniaturisierten Zellkulturgefäße.  

(a) Fotografische Aufnahme einer Kavität des MKCs. Sie umfasst sieben individuelle Mikrokavitäten mit 
einer 800 nm dünnen transparenten SixNy-Membran (Kantenlänge 510,2 µm ± 14,6 µm x 527,6 µm ± 
12,2 µm), die als Zellkulturgefäße genutzt wurden. (b) Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme einer 
einzelnen Mikrokavität. (c) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer einzelnen Mikrokavität. Die 
Flankengeometrie der nasschemisch anisotropisch geätzten Mikrokavität ist phasenkontrast- und raster-
elektronenmikroskopisch deutlich zu erkennen. 
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5.1.2  Biokompatibilität des miniaturisierten Zellkulturgefäßes 

Wichtige Voraussetzung für den Einsatz des MKCs als in vitro System ist die 

Biokompatibilität der Mikrokavitäten, die als miniaturisiertes Zellkulturgefäß genutzt 

werden sollen. Zur Untersuchung der Biokompatibilität wurden die humanen Lungen-

epithelzellen A549, die in dieser Arbeit als Ausgangsgewebe für die Transfektion der 

pIL8-GFP A549-Zelllinie dienten, in den miniaturisierten Zellkulturgefäßen für 

48 Stunden kultiviert (Abbildung 5-4a).  

 

 

Abbildung 5-4 Mikroskopische Aufnahmen von A549-Zellen in der Mikrokavität. 

A549-Zellen wurden für 48 Stunden und 7 Tage unter physiologischen Bedingungen in den Mikro-
kavitäten kultiviert. (a) Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme der auf der SixNy-Membran adhärier-
ten Zellen nach 48 Stunden. (b) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Zellen nach 7 Tagen. 
Die Zellen wachsen auf der SixNy-Membran und den Siliziumflanken der Mikrokavität. (c) Rasterelektron-
enmikroskopische Aufnahme der auf den Seitenwänden der Mikrokavität (heller Untergrund) adhärier-
ten Zellen nach 7tägiger Kultivierung. (d) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme nach 7tägiger Kultivie-
rung und Fluoresceindiacetat/Propidiumiodid-Färbung. Grüne Zellen: Fluoresceindiacetat-gefärbte, vitale 
Zellen; rote Zellen: Propidiumiodid-gefärbte, membrangeschädigte Zellen. Die Helligkeit des überlager-
ten Fluoreszenzbildes wurde um 5 % reduziert. 
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Die Zellen adhärierten auf der SixNy-Membran und wiesen eine charakteristische Mor-

phologie auf. Die physikalischen Eigenschaften des SixNy und die geringe Dicke der SixNy-

Membran von 800 nm resultierten in einer guten optischen Auflösung der phasenkon-

trastmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung 5-4a). Rasterelektronenmikroskopische 

Untersuchungen nach 7tägiger Kultivierung von A549-Zellen in den miniaturisierten Zell-

kulturgefäßen bestätigten die Adhärenz der A549-Zellen auf der SixNy-Membran 

(Abbildung 5-4b). Nicht nur auf dieser, sondern auch auf den, in einem Winkel von 

57,4° zur Membran geätzten, Siliziumflanken der Mikrokavitäten adhärierten die A549-

Zellen und zeigten charakteristische morphologische Strukturen (Abbildung 5-4c). Die 

A549-Zellen wurden nach 7tägiger Kultivierung in der Mikrokavität mittels Fluorescein-

diacetat/Propidiumiodid-Färbung auf deren Vitalität analysiert. Die Vitalität der A549-

Zellen lag nach 7tägiger Kultur bei 98,2 % ± 0,3 % (Abbildung 5-4d). 

Weiterhin wurde untersucht, ob sich das miniaturisierte Zellkulturgefäß für die Kultivie-

rung sowie die Differenzierung sensitiver in vitro Systeme eignet (Abbildung 5-5).  

 

 

Abbildung 5-5 Mikroskopische Aufnahmen von hMSCs in der Mikrokavität.  

hMSCs wurden in den Mikrokavitäten kultiviert oder adipogen differenziert. (a) Hellfeldmikroskopische 
Aufnahme proliferierender hMSCs nach 7tägiger Kultivierung auf der SixNy-Membran. (b) Hellfeldmikro-
skopische Aufnahme adipogen differenzierter hMSCs nach 18 Tagen in der Mikrokavität. Die Lipidvaku-
olen sind deutlich sichtbar. (c) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der in der Mikrokavität adipo-
gen differenzierten hMSCs nach 18 Tagen. (d) Vergrößerung des in Abbildung c markierten Bereichs. 
Auch rasterelektronenmikroskopisch deutlich zu erkennen sind die während der Adipogenese gebildeten 
Lipidvakuolen. 

 



           Ergebnisse 

 

70 
 

Als in vitro Modell wurden humane mesenchymale Stammzellen (hMSCs) herange-

zogen. Zur Kultivierung der hMSCs in den Mikrokavitäten wurden diese sieben Tage in 

Proliferationsmedium inkubiert. Morphologisch wiesen diese hMSCs keine Unterschiede 

zu den in konventionellen Kulturgefäßen kultivierten hMSCs auf (Abbildung 5-5a). Die 

Untersuchung des Differenzierungspotenzials in den miniaturisierten Zellkulturgefäßen 

wurde anhand der Adipogenese analysiert. Dazu wurden hMSCs 18 Tage in adipo-

genem Differenzierungsmedium kultiviert. Die von Adipozyten gebildeten Lipidvesikel 

waren hellfeldmikroskopisch deutlich sichtbar (Abbildung 5-5b). Elektronenmikros-

kopische Aufnahme adipogen differenzierter hMSCs bewiesen eine Anhäufung der 

adipogen differenzierten hMSCs in den Eckbereichen und an den Flanken der Mikro-

kavitäten (Abbildung 5-5c). Rasterelektronenmikroskopisch ebenfalls deutlich zu erken-

nen war die für Adipozyten charakteristische Lipidvakuolenbildung (Abbildung 5-5d). 

 

Als weiteres in vitro System, auch im Hinblick auf spätere Applikationsmöglichkeiten, 

wurden PC-12-Zellen eingesetzt. Diese stammen aus dem Phänochromozytom der Ratte 

und wachsen in Suspension. Nach Beginn der Kultivierung in konventionellen Zellkultur-

gefäßen, mit Nervenwachstumsfaktor (NGF) supplementiertem Differenzierungsmedium, 

adhärieren PC-12-Zellen und bilden neuronale Netzwerke aus. Untersucht werden sollte, 

ob dieses Verhalten auch in den miniaturisierten Zellkulturgefäßen beobachtet werden 

kann. 

 

 

Abbildung 5-6 Mikroskopische Aufnahmen von neuronal differenzierten PC-12-Zellen in der Mikrokavität.  

PC-12-Zellen wurden über 8 Tage in den Mikrokavitäten in neuronale Richtung differenziert. (a) Hellfeld-
mikroskopische Aufnahme neuronal differenzierter PC-12-Zellen auf der SixNy-Membran. (b) Rasterelek-
tronenmikroskopische Aufnahme der in der Mikrokavität neuronal differenzierten PC-12-Zellen. Nicht nur 
auf der SixNy-Membran, auch auf den Siliziumflanken der Mikrokavität adhärierten die PC-12-Zellen und 
bildeten neuronale Netzwerke. (c) Ausschnitt der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme der in der 
Mikrokavität neuronal differenzierten PC-12-Zellen. Deutlich zu erkennen sind die neuronalen Ausläufer. 
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Hierzu wurden PC-12-Zellen in den miniaturisierten Zellkulturgefäßen für 8 Tage in 

Differenzierungsmedium kultiviert. Hellfeldmikroskopische (Abbildung 5-6a) und raster-

elektronenmikroskopische Aufnahmen (Abbildung 5-6b und 5-6c) zeigten eine deutliche 

Ausbildung neuronaler Netzwerke. 

Nach Bestätigung der Biokompatibilität der entwickelten miniaturisierten Zellkultur-

gefäße wurde das Proliferationsverhalten von drei A549 Populationen, kultiviert in kon-

ventionellen Zellkulturgefäßen (96-Loch-Mikroplatte) und den entwickelten Mikro-

kavitäten, verglichen. Die Populationsverdopplung der A549-Zellen lag in standardi-

sierten Zellkulturgefäßen zwischen 0,943 und 1,068 pro 24 Stunden, in dem miniaturi-

sierten Zellkulturgefäß zwischen 0,820 und 0,881 pro 24 Stunden (Tabelle 5-1). 

Tabelle 5-1 Vergleich der Populationsverdopplung (PD) von A549-Zellen in einem miniaturisierten und 

einem standardisierten Zellkulturgefäß. 

A549-Zellen wurden 24 Stunden in einer 96-Loch-Mikroplatte (Zellkulturfläche 34 mm²) sowie in den 
Mikrokavitäten (Zellkulturfläche 0,27 mm²) unter physiologischen Bedingungen kultiviert. Im Anschluss 
wurde aus drei unterschiedlichen Populationen die Zellzahl ermittelt und die PD sowie die daraus 
resultierende Verdopplungszeit berechnet. 

 

Probe Mikrokavität 96-Loch-Mikroplatte 

 PD in 24 h Verdopplungszeit PD in 24 h Verdopplungszeit 

1 0,881 27,36 h 1,068 22,56 h 

2 0,829 29,04 h 0,943 25,44 h 

3 0,820 29,28 h 1,006 23,76 h 

 0,843 ± 0,027 28,56 h ± 0,85 h 1,006 ± 0,051 23,92 h ± 1,18 h 

 

Um zu prüfen, ob sich mittels des MKCs eine kontinuierliche Charakterisierung 

spezifischer zellbasierter Prozesse realisieren lässt, wurde unter Anwendung der 

Langzeitmikroskopie (Time Lapse Mikroscopy) der zeitliche Verlauf der GFP-Expression 

transient transfizierter A549-Zellen während der Kultivierung in der Mikrokavität beob-

achtet (Abbildung 5-7). Hierzu wurden A549-Zellen transient mit dem pGFP-N1-Plasmid 

transfiziert und in der Mikrokavität kultiviert. Durch Überlagerung der Fluoreszenz- und 

Phasenkontrastaufnahmen des gleichen Probenausschnittes während der Kultivierung 

der pGFP-N1 A549-Zellen konnten dynamische zelluläre Prozesse wie die GFP-Expression 

und das in vitro Verhalten der Zellen in dem miniaturisierten Zellkulturgefäß verfolgt 

werden (Abbildung 5-7). Zur nichtinvasiven Detektion inflammatorischer Effekte auf 

zellulärer Ebene erfolgte die Transfektion der humanen alveolaren Tumorzelllinie A549 

mit dem pGL3-Basisvektor, gekoppelt mit dem GFP-codierenden Expressionsvektor 

pTurboGFP-PRL und einer Interleukin-8-Promotorsequenz (durchgeführt von Dr. G. 

Oostingh, Abteilung Allergie und Immunologie, Fachbereich Molekulare Biologie, Paris 

Lodron Universität Salzburg, Österreich). 
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Abbildung 5-7 Zeitlicher Verlauf der GFP-Expression von pGFP-N1 A549-Zellen während der Kultivierung 

in der Mikrokavität.  

Mittels Langzeitmikroskopie wurde das Wachstumsverhalten sowie die GFP-Expression adhärenter 
transient transfizierter pGFP-N1 A549-Zellen kontinuierlich dokumentiert. Dargestellt ist die Überlage-
rung der Phasenkontrast- und Fluoreszenzaufnahmen sowie der Fluoreszenzaufnahmen des gleichen 
Ausschnittes der Probe, zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0-45 Stunden), während der Zellkultivierung. 
Die Helligkeit der Fluoreszenzaufnahmen wurde um 5 % erhöht. Die Helligkeit des überlagerten Bildes 
aus der Fluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahme wurde um 15 %, der Kontrast um 10 % erhöht. 
Eine Zuordnung der GFP-Expression zu den individuellen Zellen sowie eine kontinuierliche Verfolgung 
des Zellverhaltens und der GFP-Expression sind in der Mikrokavität möglich. 
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Zur Untersuchung des Wachstumsverhaltens der transfizierten Reporterzelllinie pIL8-GFP 

A549 in den miniaturisierten Zellkulturgefäßen wurde die Morphologie der Zellen nach 

48stündiger Kultivierung rasterelektronenmikroskopisch untersucht (Abbildung 5-8). 

Sowohl auf der SixNy-Membran der Mikrokavität als auch auf der SixNy-beschichteten 

Oberfläche des Siliziumwafers adhärierten und proliferierten die pIL8-GFP A549-Zellen 

(Abbildung 5-8).  

 

Abbildung 5-8 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von pIL8-GFP A549-Zellen in der 

Mikrokavität.  

pIL8-GFP A549-Zellen wurden 72 Stunden in der Mikrokavität kultiviert. (a) In der Mikrokavität 
adhärierte pIL8-GFP A549-Zellen. Nicht nur auf der SixNy-Membran, auch auf den Flanken der Mikro-
kavität proliferierten die Zellen. (b) Auf der SixNy-Membran adhärierte pIL8-GFP A549 Zelle. (c) Auf der 
SixNy-Membran adhärierte pIL8-GFP A549-Zellen mit ausgebildeten Zellkontakten. 

 

5.1.3 Optische Eigenschaften der Mikrokavität 

Zum Vergleich der optischen Eigenschaften der Zellkulturflächen der Mikrokavität mit 

den konventionellen Kulturgefäßen, wurden pIL8-GFP A549-Zellen in einer 96-Loch-

Mikroplatte mit einer Wachstumsfläche von 34 mm² und einer 384-Loch-Mikroplatte 

(Wachstumsfläche 11 mm²) für 24 Stunden mit 20 ng/ml Tumornekrosefaktor (TNF-α) 

inkubiert. Parallel wurden pIL8-GFP A549-Zellen in den entwickelten miniaturisierten 

Zellkulturgefäßen unter identischen Bedingungen behandelt. 

TNF-α ist ein multifunktionaler Signalstoff des Immunsystems, der bei lokalen und 

systemischen Entzündungen beteiligt ist. Im Rahmen dieser Arbeit diente TNF-α zur 

Induktion einer Entzündungsreaktion, welche durch eine IL-8-gekoppelte GFP-Expression 

fluoreszenzmikroskopisch quantifiziert werden konnte. Eine GFP-Expression der transfi-

zierten pIL8-GFP A549-Zellen beweist in diesem Fall eine IL-8-gekoppelte Inflam-

mationsreaktion. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse der Morphologie sowie der 

GFP-Expression zeigten deutliche Unterschiede der optischen Qualität der beiden 

Materialien der Zellkulturflächen (Polystyrol (konventionelles Kulturgefäß), SixNy (minia-

turisiertes Kulturgefäß)) (Abbildung 5-9).  
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Abbildung 5-9 Vergleich des miniaturisierten Zellkulturgefäßes mit konventionellen Zellkulturgefäßen 

hinsichtlich Geometrie und optischer Qualität der darin generierten mikroskopischen Aufnahmen.  

pIL8-GFP A549-Zellen wurden auf einer Zellkulturfläche von (a) 34 mm² (Polystyrol), (b) 11 mm² 
(Polystyrol) und (c) 0,27 mm² (SixNy-Membran) für 24 Stunden mit 20 ng/ml TNF-α inkubiert. 
Anschließend wurde die GFP-Expression der Zellen im Randbereich der Zellkulturgefäße analysiert. (1) 
Fläche der Zellkulturgefäße, (2) Querschnitt der Zellkulturgefäße, (3) Hellfeldmikroskopische Aufnahme 
der pIL8-GFP A549-Zellen. Die Helligkeit der Phasenkontrastaufnahme wurde um 5 % erhöht (a), der 
Kontrast um 5 % verstärkt (a und b). (4) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der GFP-exprimierenden 
pIL8-GFP A549-Zellen (ex. 470 nm/ em. 525 nm). Die Helligkeit der Fluoreszenzaufnahme wurde um 5 % 
reduziert (a und b), bzw. um 10 % erhöht (c). Der Kontrast wurde um 5 % (a und c), bzw. 10 % (b) 
verstärkt. (5) Überlagerung der phasenkontrast- und fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme. Im 
Vergleich zu den Polystyrolmembranen zeigt sich unter Verwendung der SixNy-Membran eine deutliche 
Verbesserung der optischen Qualität der mikroskopischen Aufnahmen. Grund hierfür ist die 
Gefäßgeometrie und die dünne SixNy-Membran mit einer Dicke von 800 nm. 

 

Der Polystyrolboden der konventionellen Kulturgefäße ließ nur im zentralen Bereich der 

Zellkulturfläche fokussierte mikroskopische Bilder zu. Die runde Form des Zellkulturge-

fäßes führte zu Randeffekten, die in unscharfen Aufnahmen resultierten (Abbildung 
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5-9a und 5-9b). Im Gegensatz dazu führte die durch den Herstellungsprozess bedingte 

rechteckige Form der SixNy-Membran eine Verringerung der Randeffekte in den miniatu-

risierten Zellkulturgefäßen (Abbildung 5-9c). Ferner wies Polystyrol im Vergleich zu SixNy 

eine deutlich stärkere Eigenfluoreszenz auf (Abbildung 5-9 Bild a4, 5-9 Bild b4, 5-9 Bild 

c4). Um individuelle fluoreszierende Zellen in einem Zellverband zu lokalisieren wurden 

das Fluoreszenzbild und das Phasenkontrastbild addiert. Die Überlagerung der 

Aufnahmen ließ nur bei der Verwendung des miniaturisierten Zellkultursystems eine 

absolute Korrelation der Lokalisation der GFP-Expression zu (Abbildung 5-9 Bild c5).   

Die Kombination eines miniaturisierten Zellkulturgefäßes mit der transfizierten Reporter-

zelllinie pIL8-GFP A549 realisiert die Detektion spezifischer Inflammationsreaktionen auf 

einzelner adhärenter Zellen in einer in vitro Kultur (Abbildung 5-9).    

Wie bereits zuvor belegt werden konnte, eignet sich das miniaturisierte Zellkulturgefäß 

zur Kultivierung und Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen in adipo-

gene Richtung (Abbildung 5-5). Nach 5tägiger Proliferation der hMSCs in einem 

konventionellen Zellkulturgefäß und der Mikrokavität waren auch hier die Vorteile der 

optischen Eigenschaften der SixNy-Membran deutlich zu erkennen (Abbildung 5-10). Die 

Polystyroloberfläche des Standardkulturgefäßes wies rillenartige Strukturen auf, die die 

Qualität des Bildes mindern, da sie kleine morphologische Feinheiten der Zelle nicht 

erkennen lassen (Abbildung 5-10a). Die SixNy-Membran hingegen ist von optisch bes-

serer Qualität (Abbildung 5-10b). 

 

 

Abbildung 5-10 Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen proliferierender hMSCs.  

hMSCs wurden 5 Tage unter physiologischen Bedingungen in (a) einem Standardkulturgefäß aus 
Polystyrol (Wachstumsfläche 34 mm²) und (b) auf der SixNy-Membran der Mikrokavität (Wachstumsfläche 
0,27 mm²) kultiviert. Beim Vergleich der mikroskopischen Aufnahmen erweist sich die SixNy-Membran als 
vorteilhafter. Die Polystyroloberfläche weist rillenartige Strukturen auf, hingegen ist die SixNy-Membran 
von besserer optischer Qualität. 
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5.1.4 Einfluss der Miniaturisierung auf das Zellverhalten 

Ziel der Entwicklung des miniaturisierten Zellkulturgefäßes war das unveränderte Zellver-

halten im Vergleich zu konventionellen Kulturgefäßen wie z. B. 96-Loch-Mikroplatten. 

Nachdem die Miniaturisierung keinen nachteiligen Effekt sowohl auf die Proliferation, 

als auch auf die Adhärenz sowie die Morphologie der Zellen zeigte, war der Effekt der 

Miniaturisierung auf spezifische Zellrektionen zu untersuchen. Am Beispiel der nanopar-

tikelinduzierte Inflammation der Reporterzelllinie pIL8-GFP A549 wurde der Einfluss der 

Miniaturisierung untersucht. Hierzu wurden pIL8-GFP A549-Zellen auf verschieden 

großen Wachstumsflächen aus Polystyrol (11 mm², 34 mm²) und Siliziumnitrid 

(0,27 mm²) kultiviert und mit 20 µM SC10 (kolloidale Silber-Nanopartikel) oder 20 µM 

MC100 (kolloidale Magnetit-Nanopartikel) für 24 Stunden inkubiert. Die unbehandelten 

pIL8-GFP A549-Zellen wiesen auf den drei untersuchten Wachstumsflächen einen 

Grundanteil fluoreszierender Zellen zwischen 8  % und 11 % auf. Die mit MC100 

(20 µM) behandelten Zellen zeigten einen Anteil fluoreszierender Zellen im gleichen Be-

reich. Nach SC10-Exposition stieg der Anteil GFP-exprimierender und damit IL-8-positiver 

Zellen auf 41,3 ± 5,1 % (0,27 mm²), 36,0 ± 6,2 % (11 mm²) und 43,3 ± 4,5 % 

(34 mm²) (Abbildung 5-11). Der prozentuale Anteil fluoreszierender Zellen unterschied 

sich nicht signifikant beim Vergleich der unterschiedlichen Wachstumsflächen.  

 

 

Abbildung 5-11 Einfluss der Miniaturisie-

rung auf die nanopartikelinduzierte In-

flammation von pIL8-GFP A549-Zellen.  

pIL8-GFP A549-Zellen wurden auf 
verschieden großen Wachstumsflächen 
(0,27 mm² (MKC), 11 mm² (384-Loch-
Mikroplatte), 34 mm² (96-Loch-Mikro-
platte)) kultiviert und mit 20 µM SC10 
oder 20 µM MC100 für 24 Stunden inku-
biert. Der Anteil GFP-exprimierender Zellen 
pro Wachstumsfläche wurde fluoreszenz-
mikroskopisch ermittelt (ex. 470 nm/ 
em. 525 nm). Dargestellt ist der prozen-
tuale Anteil GFP-exprimierender pIL8-GFP 
A549-Zellen in Abhängigkeit von der 
untersuchten Wachstumsfläche. Die Er-
gebnisse sind als Mittelwerte aus drei 
unabhängigen Experimenten ± SD darge-
stellt. SC (Ø 10 nm) = kolloidale Silber-
Nanopartikel, MC (Ø 100 nm)  = Kolloida-
le Magnetit-Nanopartikel. * Die Proben 
unterscheiden sich signifikant verglichen 
mit der unbehandelten Kontrolle (p < 0,01 
Mann-Whitney U Test). 
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5.2 Physikochemische und zytotoxikologische Partikelcharakterisierung 

Bei der Validierung neuer in vitro Systeme zur Detektion nanopartikulärer und viraler 

Effekte ist die Verwendung gut charakterisierter Materialien von großer Bedeutung. Vor 

der Evaluierung des entwickelten in vitro Systems waren deshalb die physikochemischen 

Eigenschaften und das zytotoxische Potenzial der Partikel zu klären. 

5.2.1 Physikochemische Charakterisierung der Nanopartikel 

In der vorliegenden Arbeit wurden kommerziell erworbene Nanopartikel (Gold-

Nanopartikel, Ø 10 nm GC10, Ø 80 nm GC80; Silber-Nanopartikel, Ø 10nm SC10, 

Ø 80 nm SC80) verwendet. Zusätzlich zu Gold und Silber wurde nanopartikuläres 

Magnetit (Ø 100 nm MC100) als Referenzmaterial eingesetzt. Die Gold- und Silber-

Nanopartikel waren unmodifiziert, Magnetit-Partikel besaßen hingegen eine Polysaccha-

ridhülle. Herstellerangaben zu den verwendeten Nanopartikeln sind in Tabelle 4-2 

(Kapitel 4.2.3, Seite 48) aufgeführt.  

Die wässrigen Nanopartikelsuspensionen wurden physikochemisch hinsichtlich Größen-

verteilung, Oberflächenladung (Zeta-Potenzial), Absorptionsmaximum und Polydis-

persitätsindex (PDI) analysiert (Tabelle 5-2). 

Tabelle 5-2 Physikochemische Charakterisierung der verwendeten Gold- und Silber-Nanopartikel. 

Nanopartikel Durchmesser Zeta-Potenzial Absorptionsmaximum  PDI 

GC10   9,0 nm ± 0,03 nm - 33,8 mV ± 1,82 mV 515 nm 0,045 ± 0,008 

GC80 95,0 nm ± 0,19 nm - 43,5 mV ± 0,33 mV 554 nm 0,132 ± 0,007 

SC10   7,4 nm ± 0,03 nm - 41,0 mV ± 0,90 mV 395 nm 0,539 ± 0,002 

SC80 52,2 nm ± 0,50 nm - 47,9 mV ± 1,64 mV 480 nm 0,109 ± 0,006 

MC100 63,8 nm ± 0,37 nm   - 4,5 mV ± 0,55 mV 320 nm 0,385 ± 0,089 

 

Die physikochemische Charakterisierung ergab eine durchschnittliche Nanopartikelgröße 

von 9,0 nm ± 0,03 nm für GC10, 95,0 nm ± 0,2 nm für GC80, 7,4 nm ± 0,03 nm für 

SC10 und 52,2 nm ± 0,5 nm für SC80. Der Durchmesser von MC100 lag bei 

68,8 nm ± 0,37 nm. Das Zeta-Potenzial der Gold Partikel lag bei -33,8 mV ± 1,8 mV und 

-43,5 mV ± 0,3 mV. Für die Silber-Nanopartikel ergab sich ein Zeta-Potenzial von -

41,0 mV ± 0,9 mV und -47,9 mV ± 1,64 mV, für MC100 -4,5 mV ± 0,55 mV. Das für 

Gold-Nanopartikel charakteristische Absorptionsmaximum lag bei 515 nm (GC10) und 

554 nm (GC80), das der Silber-Nanopartikel bei 395 nm (SC10) und 480 nm (SC80) und 

das der Magnetit-Partikel bei 320 nm. Die Polydispersität (PDI), ein Index für die 

Homogenität einer Lösung, variierte zwischen 0,045 ± 0,008 und 0,132 ± 0,007 für 

Gold sowie 0,539 ± 0,002 und 0,109 ± 0,006 für Silber und lag bei Magnetit bei 

0,385 ± 0,089. 



           Ergebnisse 

 

78 
 

Die Morphologie der Gold- und Silber-Nanopartikel wurde mittels Transmissions-

elektronenmikroskopie charakterisiert (Abbildung 5-12).  

 

 

Abbildung 5-12 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der Gold- und Silber-Nanopartikel.  

(a) Gold-Nanopartikel mit einem mittleren Durchmesser von 9,0 nm ± 0,03 nm (GC10). (b) Silber-
Nanopartikel mit einem mittleren Durchmesser von 7,37 nm ± 0,03 nm (SC10). (c) Gold-Nanopartikel mit 
einem mittleren Durchmesser von 95,0 nm ± 0,19 nm (GC80). (d) Silber-Nanopartikel mit einem mittleren 
Durchmesser von 52,16 nm ± 0,5 nm (SC80).        

 

Im Gegensatz zu den Herstellerangaben (Suspension sphärischer Nanopartikel) fand sich 

anhand der TEM-Aufnahmen keine einheitliche Morphologie der Nanopartikel wieder. 

Am Beispiel der Silber-Nanopartikel (SC80) sind in Abbildung 5-13 die in der SC80-

Suspension identifizierten Nanopartikelformen dargestellt. Neben sphärischen Nano-

partikeln fanden sich in der Stocklösung Nanostäbchen (Nanorods) unterschiedlicher 

Längen (100 - 700 nm) und pyramidenförmige Partikel wieder.  
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Abbildung 5-13 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der Silber-Nanopartikel SC80 inner-

halb einer Stocklösung.  

Die TEM-Aufnahmen belegen die Variation der Nanopartikelmorphologien von SC80 innerhalb einer 
Stocklösung. (a) Sphärisches Partikel. (b) Die Morphologie der Nanopartikel variiert. Neben Nanostäb-
chen und sphärischen Partikeln, befanden sich pyramidenförmige Partikel in der Lösung. 

 

Zusätzlich zu der physikochemischen Charakterisierung der metallischen Nanopartikel in 

wässriger Lösung (Stocklösung) wurde das Verhalten in serumfreiem und serumhaltigem 

Kulturmedium untersucht. Dafür wurden die kolloidalen Nanopartikelsuspensionen 

zentrifugiert und das Nanopartikelpellet 24 Stunden in serumfreiem sowie serum-

haltigem (15 % FKS) Kulturmedium bei 37 °C inkubiert. Anschließend erfolgte die 

Analyse des Zeta-Potenzials und des hydrodynamischen Durchmessers. Nach Austausch 

des Lösungsmittels der Stocklösung durch serumfreies Kulturmedium stieg das Zeta-

Potenzial signifikant an (SC10-Stocklösung: -41,0 mV ± 2,8 mV; SC10 in serumfreiem 

Medium: -18,4 mV ± 2,3 mV). Der Einsatz von serumhaltigem Kulturmedium als 

Lösungsmittel der Partikel führt zu einem stärkeren, ebenfalls signifikanten, Anstieg des 

Zeta-Potenzials (SC10 in serumhaltigem Medium: -7,5 mV ± 1,0 mV), verglichen mit 

dem Zeta-Potenzial der in serumfreien Kulturmedium inkubierten Nanopartikel 

(Abbildung 5-14a). 

Im Verhältnis zur Stocklösung stieg auch der hydrodynamische Durchmesser der 

Nanopartikel in serumfreiem und serumhaltigem Kulturmedium signifikant an (SC10-

Stocklösung: 7,4 nm ± 0,6 nm; SC10 in serumfreiem Medium: 563 nm ± 23 nm; SC10 

in serumhaltigem Medium: 24,9 nm ± 6,0 nm) (Abbildung 5-14b). 
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Abbildung 5-14 Einfluss des Lösungsmittels auf die Oberflächenladung und Größenverteilung der 

Nanopartikel.  

Die kolloidalen Nanopartikelsuspensionen wurden nach Zentrifugation, Resuspension der Partikelpellets in 
serumfreiem und serumhaltigem Kulturmedium und 24stündiger Inkubation bei 37 °C physikochemisch 
charakterisiert. Im Vergleich zu der wässrigen Stocklösung wurde der Einfluss von serumfreiem Kultur-
medium (Medium - FKS) und serumhaltigem Kulturmedium (Medium + FKS) auf die Oberflächenladung 
und den hydrodynamischen Durchmesser der Nanopartikel untersucht. (a) Dargestellt ist das Zeta-
Potenzial in Abhängigkeit von dem verwendeten Lösungsmittel. (b) Dargestellt ist der hydrodynamische 
Durchmesser in Abhängigkeit von dem verwendeten Lösungsmittel. Die Ergebnisse sind als Mittelwert aus 
drei unabhängigen Experimenten ± SD dargestellt. * Die Proben unterscheiden sich signifikant verglichen 
mit der Nanopartikelstocklösung (p < 0,01; Mann-Whitney U Test). 

 

5.2.2 Zytotoxikologische Charakterisierung der Nanopartikel 

Zunächst war das zytotoxische Potenzial der verwendeten Nanomaterialien an der stabil 

transfizierten Alveolarkarzinomzelllinie pIL8-GFP A549 zu klären. 

Um festzustellen, welchen Einfluss Gold- und Silber-Nanopartikel auf die Vitalität der 

pIL8-GFP A549-Zellen ausüben, wurden verschiedene Zytotoxizitätsstudien durchge-

führt. Neben der mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität wurde die Proliferationsrate, 

die Caspase 3/7-Aktivität, der Phosphatidylserin-Flip in der Zellmembran sowie die 

Interleukin-8-gekoppelte GFP-Expression der transfizierten pIL8-GFP A549-Zellen, als 

Endpunkte zur Analyse des zytotoxischen Potenzials der Nanopartikel herangezogen. 

Einfluss auf die mitochondriale Dehydrogenaseaktivität  

Der Einfluss der Gold- und Silber-Nanopartikel auf die mitochondriale Dehydrogenase-

aktivität von pIL8-GFP A549-Zellen wurde mittels WST-1 Assay bestimmt. Dabei wird die 

Stoffwechselaktivität quantifiziert. Ein toxischer Effekt spiegelt sich in einer Reduktion 

der Dehydrogenaseaktivität wieder. Um den konzentrationsabhängigen Einfluss zu 

untersuchen, wurden pIL8-GFP A549-Zellen mit steigenden Konzentrationen (0 -

 50 µg/ml) SC10 in einer 96-Loch-Mikroplatte für 24 Stunden inkubiert. Nanopar-

tikuläres Magnetit (MC100) wurde als Negativkontrolle eingesetzt. Unbehandelte Zellen 

dienten als Referenzstandard und wurden auf 100 % gesetzt. Nach der Inkubation mit 
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SC10 wiesen die Zellen eine konzentrationsabhängige Reduktion der mitochondrialen 

Dehydrogenaseaktivität auf. Diese lag nach 24stündiger Inkubation mit 50 µg/ml bei 

36,8 % ± 2,4 %, verglichen zu 74,7 % ± 2,8 % nach MC100-Exposition der gleichen 

Konzentration (Abbildung 5-15a). 

 

 

Abbildung 5-15 Effekt von Gold- und Silber-Nanopartikeln auf die mitochondriale Dehydrogenaseaktivität 

von pIL8-GFP A549-Zellen. 

(a) Konzentrationsabhängiger Effekt von SC10 im Vergleich zu den Referenzpartikeln MC100. pIL8-GFP 
A549-Zellen wurden mit 0 - 50 µg/ml SC10 oder MC100 für 24 Stunden inkubiert. Als Positivkontrolle 
diente TritonX-100. Dargestellt ist die relative mitochondriale Dehydrogenaseaktivität in Abhängigkeit von 
der Konzentration. (b) Zeitabhängiger Effekt. pIL8-GFP A549-Zellen wurden mit 30 µg/ml GC10, GC80, 
SC10 oder SC80 oder 20 ng/ml TNF-α und dem Nanopartikellösungsmittel 24, 48 und 72 Stunden 
inkubiert. Die mitochondriale Dehydrogenaseaktivität wurde mittels WST-1 Assay ermittelt. Dargestellt ist 
die relative mitochondriale Dehydrogenaseaktivität in Abhängigkeit von der Expositionsdauer. Unbe-
handelte Zellen wurden als Referenzstandard auf 100 % gesetzt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert aus 
drei unabhängigen Experimenten ± SD im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle dargestellt. * Die 
Proben unterscheiden sich signifikant verglichen mit der unbehandelten Kontrolle (p < 0,01; Mann-
Whitney U Test). 
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Zur Untersuchung des zeitabhängigen Effekts wurden pIL8-GFP A549-Zellen mit 

30 µg/ml GC10, GC80, SC10 und SC80 für 24, 48 und 72 Stunden inkubiert. 

Anschließend erfolgte die Bestimmung der mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität 

über Absorptionsmessungen der Formazanbildung. Eine signifikante zeitabhängige 

Reduktion der mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität konnte für SC10 festgestellt 

werden. Das Enzym zeigte nach 24stündiger SC10-Inkubation eine Aktivität von 

68,2 % ± 18,4 %, nach 48 Stunden reduzierte sich diese auf 51,9 % ± 19,5 % und 

betrug nach 72 Stunden 16,9 % ± 16,4 %. Nach 72stündiger Inkubation betrug die 

Reduktion der mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität für GC10 77,5 % ± 5,6 %, 

GC80 84,0 % ± 0,2 %, SC80 84,5 % ± 0,4 % und das Lösungsmittel 77,6 % ± 2,3 % 

(Abbildung 5-15b). 

Der Tumornekrosefaktor (TNF-α), ein multifunktionaler Signalstoff des Immunsystems, 

diente in dieser Arbeit als Stimulus für eine Entzündungsreaktion in der transfizierten 

Zelllinie pIL8-GFP A549. Aus diesem Grund wurde auch dessen zytotoxisches Potenzial 

bestimmt. Die zur Induktion einer Inflammation verwendete TNF-α-Konzentration 

(20 ng/ml) senkte die mitochondriale Dehydrogenaseaktivität nach 72 Stunden auf 

68,2 % ± 10,7 % (Abbildung 5-15b). 

 

Einfluss auf die Zellproliferation 

Der Einfluss der Gold- und Silber-Nanopartikel auf die Zellproliferation von pIL8-GFP 

A549-Zellen wurde mittels BrdU Assays bestimmt. Hierbei wird die Zellteilungsrate 

bestimmt. Diese ist neben der Zelldichte auch von der metabolischen Aktivität der Zellen 

abhängig. Ein toxischer Effekt führt bei diesem Analyseverfahren zu einer Abnahme der 

Proliferationsrate. 

Zur Untersuchung des zeitabhängigen Effekts wurden pIL8-GFP A549-Zellen in einer 96-

Loch-Mikroplatte mit 30 µg/ml GC10, GC80, SC10 und SC80 für 24, 48 und 

72 Stunden inkubiert. Das Lösungsmittel der Nanopartikel, der inflammation-

stimulierende TNF-α sowie die Positivkontrolle TritonX-100 wurden ebenfalls unter den 

genannten Bedingungen untersucht. Nach der Inkubation mit SC10 wiesen die Zellen 

nach 24 Stunden und 48 Stunden keine Reduktion der Zellproliferation auf. Erst nach 

72stündiger Exposition bedingte SC10 eine Reduktion der Zellproliferationsrate 

(47,2 % ± 5,1 %) (Abbildung 5-16). Die Proliferationsrate der mit den Nanopartikel-

typen GC10, GC80 und SC80 sowie dem korrespondierenden Lösungsmittel und TNF-α-

behandelten Zellen unterschied sich nicht signifikant zu der Proliferationsrate der 

Kontrollzellen (Abbildung 5-16).  

 



           Ergebnisse 

 

83 
 

 

Abbildung 5-16 Zeitabhängiger Effekt von Gold- und Silber-Nanopartikeln auf die Proliferationsrate von 

pIL8-GFP A549-Zellen.  

pIL8-GFP A549-Zellen wurden mit 30 µg/ml GC10, GC80, SC10 und SC80 sowie 20 µg/ml TNF-α und 
dem Nanopartikellösungsmittel 24, 48 und 72 Stunden inkubiert. Als Positivkontrolle diente TritonX-100. 
Die Proliferationsrate wurde mittels BrdU Assay ermittelt. Dargestellt ist die relative Proliferationsrate in 
Abhängigkeit von der Expositionsdauer. Unbehandelte Zellen wurden als Referenzstandard auf 100 % 
gesetzt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten ± SD im Vergleich zu der 
unbehandelten Kontrolle dargestellt. * Die Proben unterscheiden sich signifikant verglichen mit der 
unbehandelten Kontrolle (p < 0,01, Mann-Whitney U Test). 

 

Einfluss auf die Induktion einer Inflammation 

Zur nichtinvasiven Charakterisierung des Entzündungsstatus in vitro wurde die humane 

Alveolarkarzinomzelllinie A549 stabil mit dem pGL3-Basisvektor transfiziert. Dieser 

enthielt die humane Interleukin-8-Promotorsequenz und einen GFP-codierenden Expres-

sionsvektor. Die für Entzündungsprozesse charakteristische Interleukin-Produktion (in 

diesem Fall Interleukin-8) war somit mit der GFP-Expression gekoppelt und konnte 

nichtinvasiv in vitro detektiert und quantifiziert werden. Eine GFP-Expression der trans-

fizierten pIL8-GFP A549-Zellen bewies somit eine Interleukin-8-gekoppelte Inflam-

mationsreaktion.  

Zur Bestimmung der Inflammation wurden pIL8-GFP A549-Zellen mit den Nanopartikeln 

in 96-Loch-Mikroplatten kultiviert. Als Inflammationsmediator (Positivkontrolle) wurde 

der Tumornekrosefaktor (TNF-α) eingesetzt. Nach Exposition der pIL8-GFP A549-Zellen 

mit den Nanopartikeln wurde die GFP-Expression fluorometrisch quantifiziert. Hierbei 

zeigte sich die die Stärke der Entzündungsreaktion proportional zu der GFP-Expression. 

Die Intensität der Fluoreszenz hing zum einen von der Anzahl fluoreszierender Zellen, 

zum anderen von der Fluoreszenzintensität der individuellen Zellen in der analysierten 

Population ab. 
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Zur Untersuchung der Konzentrationsabhängigkeit wurden pIL8-GFP A549-Zellen mit 

steigenden Konzentrationen (0 - 50 µg/ml) SC10 und MC100 für 24 Stunden inkubiert. 

Die biologisch gut charakterisierten Magnetit-Partikel (MC100) wurden als Referenz-

material mitgeführt. TNF-α diente als Positivkontrolle. Nach der Inkubation mit SC10 

wiesen die Zellen einen konzentrationsabhängigen Anstieg der GFP-Expression bis 

30 µg/ml (155,0 % ± 8,3 %) im Gegensatz zu 91,9 % ± 2,6 % nach MC100-Exposition 

der gleichen Konzentration auf (Abbildung 5-17a). Konzentrationen größer 30 µg/ml 

führten zu einem geringeren Anstieg der quantifizierten Fluoreszenzintensität. 50 µg/ml 

SC10 erhöhte die GFP-Expression nur noch um 2,9 % ± 0,81 % verglichen mit der 

unbehandelten Kontrolle. Das Optimum der relativen GFP-Expression bei 30 µg/ml liegt 

in der SC10-induzierten Vitalitätsabnahme begründet. Konzentrationen > 30 µg/ml 

führten zu einer Reduktion der mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität und somit zu 

keiner signifikanten mit einer GFP-Expression gekoppelten IL-8-Produktion (Abbildung 

5-16). 

Die GFP-Expression der mit MC100 inkubierten pIL8-GFP A549-Zellen schwankte 

konstant zwischen 91,9 % ± 2,6 % (10 µg/ml) und 83,3 % ± 1,4 % (50 µg/ml) 

(Abbildung 5-17a). Die Positivkontrolle TNF-α (20 ng/ml) bedingte eine GFP-Expression 

von 203,7 % ± 12,8 % im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Abbildung 5-17a).  

Da SC10-Konzentrationen größer 30 µg/ml keinen Anstieg der Inflammation bedingten 

(Abbildung 5-17a), wurden die Untersuchungen der inflammatorischen Wirkung von 

GC10 und SC80 in einem geringeren Konzentrationsbereich (0 - 18 µg/ml) durchge-

führt. pIL8-GFP A549-Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen GC10 oder SC80 

sowie SC10 für 24 Stunden inkubiert. Der Einsatz der Positivkontrolle TNF-α erfolgte im 

ng-Bereich (0 – 18 ng/ml). Nach Ende der Expositionsdauer zeigten alle untersuchten 

Nanopartikel (SC10, SC80, GC10) einen konzentrationsabhängigen Anstieg der GFP-

Expression bis 18 µg/ml (Abbildung 5-17b). Die GFP-Expression der mit 18 µg/ml SC80 

exponierten pIL8-GFP A549-Zellen lag mit 177,4 % ± 15,1 % signifikant über der 

Kontrolle, mit SC10 (18 µg/ml) inkubierte Zellen wiesen ebenfalls einen signifikanten 

Anstieg auf (145 % ± 6,4 %). Hingegen induzierte GC10 keine signifikante Erhöhung 

der GFP-Expression (128,3 % ± 22,0 %) im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 5-17b). 

Zur Untersuchung des zeitabhängigen Effekts der Nanopartikel auf die Inflammations-

induktion, wurden pIL8-GFP A549-Zellen mit 30 µg/ml GC10, GC80, SC10 oder SC80 

sowie dem korrespondierenden Lösungsmittel und 20 ng/ml TNF-α für 24, 48 und 

72 Stunden inkubiert. Anschließend erfolgte die fluorometrische Bestimmung der GFP-

Expression in der 96-Loch-Mikroplatte (ex. 485 nm/em. 535 nm). Nur bei TNF-α konnte 

ein zeitabhängiger Anstieg der GFP-Expression beobachtet werden. Nach 24stündiger 

Inkubation erhöhte sich die GFP-Expression der mit GC10 (119,8 % ± 18,5 %), SC10 
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(112,5 % ± 8,6 %) und GC80 (104,1 % ± 8,9 %) und SC80 (125,8 % ± 10,0 %) 

inkubierten pIL8-GFP A549-Zellen nicht signifikant. Nach 48stündiger Inkubation 

bedingte nur SC10 eine signifikant erhöhte GFP-Expression (144,6 % ± 16,8 %) (Abbil-

dung 5-17c). Nach 72stündiger Inkubation konnte für keine der untersuchten Nanopar-

tikelsuspensionen ein signifikanter Anstieg der GFP-Expression detektiert werden (Abbil-

dung 5-17c).  

 

 

Abbildung 5-17 Effekt der Nanopartikel auf 

die Inflammation von pIL8-GFP A549-Zellen. 

(a) Konzentrationsabhängiger Effekt. pIL8-
GFP A549-Zellen wurden mit 0-50 µg/ml 
SC10 oder der Referenzpartikel MC100 
sowie 20 ng/ml TNF-α (Positivkontrolle) für 
48 Stunden inkubiert. Dargestellt ist die 
relative GFP-Expression in Abhängigkeit von 
der Nanopartikelkonzentration. 

(b) Konzentrationsabhängiger Effekt. pIL8-
GFP A549-Zellen wurden mit 0 – 18 µg/ml 
GC10, SC10, SC80 sowie 0 - 18 ng/ml TNF-α 
(Positivkontrolle) für 48 Stunden inkubiert. 
Dargestellt ist die relative GFP-Expression in 
Abhängigkeit von der Nanopartikelkonzen-
tration. 

(c) Zeitabhängiger Effekt. pIL8-GFP A549-
Zellen wurden mit 30 μg/ml GC10, GC80, 
SC10, SC80 und 20 ng/ml TNF-α (Positivkon-
trolle) für 4, 24, 48 und 72 Stunden behan-
delt. Dargestellt ist die relative GFP-Expres-
sion in Abhängigkeit von der Expositions-
dauer. 

Unbehandelte Zellen wurden als Referenz-
standard auf 100 % gesetzt. Nach Ablauf der 
Expositionsdauer wurde die inflammations-
gekoppelte GFP-Expression der pIL8-GFP 
A549-Zellen fluoreszenzspektrometrisch 
quantifiziert (ex. 485 nm/ em. 535 nm). 

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte aus drei 
unabhängigen Experimenten ± SD im Ver-
gleich zu der unbehandelten Kontrolle darge-
stellt. * Die Proben unterscheiden sich 
signifikant verglichen mit der unbehandelten 
Kontrolle (p < 0,01; Mann-Whitney U Test). 
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Einfluss auf die Apoptoseinduktion 

Die zuvor beschriebenen Ergebnisse belegen eine akute Beeinträchtigung der pIL8-GFP 

A549 Zellvitalität sowie die Induktion einer Entzündung durch nanopartikuläres Silber 

und Gold. Um schließlich den Einfluss dieser Nanopartikel auf die Apoptoseinduktion zu 

untersuchen, wurde die Caspase 3/7-Aktivität als Analyseparameter herangezogen. Im 

Allgemeinen werden drei Arten des Zelltodes beschrieben: (i) Der programmierte Zelltod 

(Apoptose), (ii) die Nekrose und (iii) die Autophagie. Caspasen sind eine der wichtigsten 

Enzymgruppen der Apoptose. Die Caspasen 3 und 7 zählen zu den Effektor-Caspasen 

und stellen einen späten Marker der Apoptose dar. Im Folgenden sollte überprüft 

werden, ob GC und SC einen Effekt auf die Caspase 3/7-Aktivität auslösen. Hierzu 

wurden pIL8-GFP A549-Zellen mit 0 - 30 µg/ml der entsprechenden Nanomaterialien für 

48 Stunden inkubiert. Dabei wurde 1 µM Staurosporin als Apoptoseinduktor (Positiv-

kontrolle) und nanopartikelfreies Kulturmedium als Negativkontrolle eingesetzt. Die 

Bestimmung der Caspase 3/7-Aktivität erfolgte unter Anwendung des lumineszenz-

basierten Caspase-Glo 3/7 Assays, wobei ein apoptoseinduzierter Effekt ein Anstieg des 

Lumineszenzsignals hervorrufen würde. 

Die Caspase 3/7-Aktivität der nanopartikelbehandelten pIL8-GFP Zellen unterschied sich 

nach 48stündiger Inkubation nicht signifikant von der Caspase 3/7-Aktivität der 

unbehandelten Kontrolle (Abbildung 5-18). Ausschließlich die Positivkontrolle Stauro-

sporin bewirkte einen signifikanten konzentrationsabhängigen Anstieg der Caspase 3/7-

Aktivität. Zwischen den nanopartikulären Materialien ließ sich kein signifikanter Unter-

schied erkennen (Abbildung 5-18a).  

Die Ergebnisse des WST-1 Assays (Abbildung 5-15), im Zusammenhang mit den 

Resultaten des BrdU Assays (Abbildung 5-16) und der Analyse der GFP-Expression 

(Abbildung 5-17) sowie der Apoptoseinduktion (Abbildung  5-18) zeigten eindeutig, 

dass nanopartikuläres Silber in dem verwendeten zellulären System pIL8-GFP A549 akut 

zytotoxisch wirkt. Neben zeitabhängigen konnten auch größenabhängige Effekte 

detektiert werden. Nanopartikuläres Gold induzierte bei allen durchgeführten toxiko-

logischen Analysen geringere Effekte als Nanosilber. Ob eine Nanopartikelinternali-

sierung stattfand oder die Nanopartikel weitere zelluläre Mechanismen wie z. B. Diffe-

renzierungsprozesse beeinflussen, wurde in den folgenden Versuchsreihen ermittelt. 
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Abbildung 5-18 Effekt von Gold- und Silber-Nanopartikeln auf die Caspase 3/7-Aktivität von pIL8-GFP 

A549-Zellen.  

(a) pIL8-GFP A549-Zellen wurden mit 0 – 30 μg/ml GC10, GC80, SC10, SC80 sowie 1 µM Staurosporin 
(Positivkontrolle) für 48 Stunden behandelt. Die Bestimmung der Caspase 3/7-Aktivität erfolgte mittels 
lumineszenzbasiertem Caspase-Glo 3/7 Assay. Dargestellt ist die Caspase 3/7-Aktivität in Abhängigkeit 
von der Nanopartikelkonzentration. Die Ergebnisse sind als Mittelwert aus drei unabhängigen 
Experimenten ± SD gezeigt. * Die Proben unterscheiden sich signifikant verglichen mit der unbe-
handelten Kontrolle (p < 0,01; Mann-Whitney U Test). (b) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme 
einer mit 30 µg/ml SC10 inkubierten pIL8-GFP A549 Zelle. Eine für Apoptose charakteristische 
morphologische Veränderung ist deutlich zu erkennen. (c) Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme 
einer mit 30 µg/ml GC10 inkubierten pIL8-GFP A549 Zelle. Eine für Nekrose typische Morphologieverän-
derung ist deutlich zu erkennen.  

 

Interaktion der Nanopartikel mit Analyseparametern der Toxizitätstests 

Bei nanotoxikologischen Studien ist es wichtig, die Interaktion der zu untersuchenden 

Nanomaterialien mit den Analysereagenzien und den Analyseparametern der Toxizitäts-

tests auszuschließen. Nur so kann garantiert werden, dass das detektierte Signal 

ausschließlich von den zellulären Systemen stammt. Exemplarisch wurde die Interaktion 

der Gold- und Silber-Nanopartikel mit der intrazellulären Enzym Laktatdehydrogenase 

(LDH) untersucht. Bei membrangeschädigten Zellen diffundiert LDH in den Extrazellular-

raum und dient als Parameter zur indirekten Quantifikation von Membranschäden. Eine 
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hohe Enzymaktivität führt bei dieser Analysemethode zu einem Anstieg der quantifi-

zierten optischen Dichte (OD). Eine Interaktion der Nanopartikel mit dem Enzym würde 

in einer Reduktion des umgesetzten Formazan-Salzes und somit in einer Reduktion der 

Absorption (Optische Dichte, OD) der Probe resultieren. 

Im Vergleich zu den mit nanopartikelfreiem Kulturmedium (0 µg/ml) behandelten Zellen 

sank die optische Dichte der Probe nach Behandlung mit 5,7 µg/ml SC10 signifikant von 

OD 3,3 ± 0,09 auf OD 2,5 ± 0,06 (Abbildung 5-19). Die Exposition mit 27 µg/ml SC10 

reduzierte die optische Dichte signifikant um 15,2 % auf OD 2,8 ± 0,05 (Abbildung 

5-19). 27 µg/ml GC80 reduzierte die optische Dichte signifikant auf OD 2,9 ± 0,02 

(Abbildung 5-19). 

 

 

Abbildung 5-19 Interaktion von SC10 und GC80 mit der Laktatdehydrogenase.  

Adhärente pIL8-GFP A549-Zellen wurden lysiert, der Mediumüberstand abzentrifugiert und mit 0 -
 27 µg/ml SC10 oder GC80 versetzt. Nach 4stündiger Inkubation bei 37 °C erfolgten die Zugabe des LDH-
Reagenz und die spektralphotometrische Quantifizierung der Formazanbildung. Dargestellt ist die 
optische Dichte in Abhängigkeit von der Nanopartikelkonzentration. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte 
aus drei unabhängigen Experimenten ± SD dargestellt. * Die Proben unterscheiden sich signifikant 
verglichen mit der unbehandelten Kontrolle (p < 0,01; Mann-Whitney U Test). 

 

5.2.3 Einfluss der Nanopartikel auf die adipogene Differenzierung 

Zur Untersuchung des Einflusses metallischer Nanopartikel auf hMSCs während der 

adipogenen Differenzierung wurden hMSCs beim Erreichen einer Konfluenz von 80 % 

in adipogenem Differenzierungsmedium, supplementiert mit Gold- oder Silber-Nanopar-

tikeln (0 µg - 22,8 µg/ml), kultiviert. 

Während der adipogenen Induktion deaktivierten die hMSCs ihre Proliferationsaktivität 

und differenzierten sichtbar durch die Einlagerung kleiner Lipidvakuolen, über die Vor-

stufe der Präadipozyten, zu Adipozyten. Nach 21tägiger Differenzierung wurden die 
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Lipidvesikel mit Hilfe des fettlöslichen Farbstoffes Oil Red O rot gefärbt. Ein großer Teil 

der hMSCs wies eingelagerte Lipidtropfen auf, wobei die Größe und Anzahl der 

Lipidvakuolen in den einzelnen Zellen, wie auch die Form der differenzierten Zellen, 

variierte (Abbildung 5-20). 

Die mit GC80 inkubierten Kulturen der hMSCs zeigten nach 21tägiger adipogener 

Induktion eingelagerte Lipidtropfen. Mit steigender GC80-Konzentration reduzierte sich 

der Anteil der Lipidvakuolenformation (Abbildung 5-20b). Die spindelförmige Morpho-

logie der undifferenzierten Stammzelle änderte sich in der nanopartikelfreien Probe zur 

sphärischen Form des ausgereiften Adipozyten (Abbildung 5-20). Nach Inkubation mit 

22,8 µg/ml GC80 konnte eine hauptsächlich spindelförmige Morphologie beobachtet 

werden. (Abbildung 5-20 Bild b5). 

Weiter war zu beobachten, dass die Inkubation mit GC10 zwar auch zu einer 

konzentrationsabhängigen Reduktion der Lipidvakuolenbildung nach 21tägiger 

adipogener Differenzierung führte (Abbildung 5-20a), unter Einsatz von 22,8 µg/ml 

GC10 befanden sich allerdings nach 21tägiger Adipogenese nur die adipogen 

differenzierten hMSCs auf der Zellkulturoberfläche. Die restlichen Zellen hatten sich 

abgelöst (Abbildung 5-20 Bild a5).  

Parallel zu der Untersuchung des Effekts von nanopartikulärem Gold wurde der Einfluss 

von SC10 (Abbildung 5-20c) und SC80 (Abbildung 5-20d) auf hMSCs während der 

Adipogenese untersucht. SC80 induzierte eine drastische Reduktion der Lipidformation 

nach 21tägiger Adipogenese (Abbildung 5-20 Bild d5). 5,6 µg/ml SC80 ließen optisch 

noch keine Detektion einer Reduktion der Lipidvakuolenbildung zu (Abbildung 5-20 

Bild d2). Erst Konzentrationen von 11,6 µg/ml und größer bedingten eine deutliche 

Abnahme der adipogenen Differenzierung (Abbildung 5-20 Bild d3). Die mit 22,8 µg/ml 

SC80 inkubierten hMSC-Kulturen wiesen nach 21tägiger adipogener Induktion fast 

keine eingelagerten Lipidvakuolen mehr auf (Abbildung 5-20 Bild d5). 

Nach Inkubation mit SC10 konnte ebenfalls eine konzentrationsabhängige Abnahme 

der Lipidvakuolenbildung beobachtet werden (Abbildung 5-20c). Mit steigender GC80-

Konzentration reduzierte sich der Anteil der Lipidvakuolenformation (Abbildung 5-20b). 

Die spindelförmige Morphologie der undifferenzierten Stammzelle blieb erhalten, die 

hMSCs lösten sich nicht von der Zelloberfläche wie es bei GC10 und SC10 der Fall war. 

Ein beobachtetes Phänomen bei SC und GC war, dass die Zellen, die adhäriert blieben, 

trotz chronischer Nanopartikelexposition Lipidvakuolen bildeten, die im Anschluss mittels 

Oil Red O-Färbung sichtbar markiert werden konnten. Parallel zu den Versuchen mit den 

Nanopartikeln wurde das abzentrifugierte Lösungsmittel der jeweiligen Nanopartikel-

suspensionen hinsichtlich seines Einflusses auf die Lipidvakuolenbildung getestet. Die Lö-

sungsmittelvolumen wurden so gewählt, dass sie mit den Volumen der Nanopartikelsus-
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pensionen korrelierten. In keiner der mit Lösungsmittel behandelten Proben konnte ein 

Einfluss auf die Lipidvakuolenbildung beobachtet werden (nicht in Abbildung 5-20 

dargestellt). 

 

 

Abbildung 5-20 Einfluss von Gold- und Silber-Nanopartikeln auf hMSCs während der adipogenen 

Differenzierung.  

hMSCs wurden 21 Tage adipogen differenziert und dabei chronisch mit (a) GC10, (b) GC80, (c) SC10 
oder (d) SC80 inkubiert. Die Nanopartikelkonzentrationen variierten von (1) 0 µg/ml, über (2) 5,6 µg/ml, 
(3) 11,6 µg/ml, (4) 17,4 µg/ml, bis (5) 22,8 µg/ml. Dargestellt sind hellfeldmikroskopische Aufnahmen der 
adipogen induzierten hMSC-Kulturen nach Fixierung und Oil Red O-Färbung. Adipogen differenzierte 
hMSCs haben Lipidvakuolen (rot) eingelagert. Deutlich sichtbar ist die Reduktion der Lipidvakuolen-
formation mit steigender Nanopartikelkonzentration.    

 

Zur Quantifizierung der adipogenen Differenzierung wurde der Oil Red O-gefärbte 

Flächenanteil berechnet und prozentual in das Verhältnis zur nanopartikelunbehandel-

ten Kontrolle gesetzt (Abbildung 5-21). Nach 21tägiger Kultivierung in GC10-supple-
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mentiertem adipogenem Differenzierungsmedium zeigten die hMSCs eine deutliche 

Reduktion der Lipidvakuolenbildung bei steigender GC10-Konzentration. Der Oil Red O-

gefärbte Flächenanteil reduzierte sich von 76,4 % ± 16,3 % (5,8 µg/ml) auf 

6,4 % ± 4,5 % (22,8 µg/ml) im Vergleich zu den auf 100 % gesetzten unbehandelten 

(0 µg/ml) adipogen differenzierten hMSCs. Ein ähnliches Profil ergab sich für die adipo-

gene Differenzierung bei chronischer GC80-Exposition (Abbildung 5-21a). Hier sank der 

Oil Red O-gefärbte Flächenanteil von 81,5 % ± 20,6 % (5,8 µg/ml) auf 20,1 % ± 3,8 % 

(22,8 µg/ml). Eine konzentrationsabhängige Reduktion der Lipidvakuolenbildung kann 

auch für die SC10- und SC80-Inkubation der adipogen induzierten hMSCs quantifiziert 

werden (Abbildung 5-21b). Der Oil Red O-gefärbte Flächenanteil der SC10-inkubierten 

hMSCs reduzierte sich von 29,8 % ± 2,8 % (5,8 µg/ml) auf 0,1 % ± 0,01 % 

(22,8 µg/ml). Der Oil Red O-gefärbte Flächenanteil der SC80 exponierten hMSCs sank 

von 60,3 % ± 7,3 % (5,8 µg/ml) auf 1,3 % ± 0,4 % (22,8 µg/ml) (Abbildung 5-22b). 

 

 

Abbildung 5-21 Konzentrationsabhängiger Effekt von Gold- und Silber-Nanopartikel auf die 

Lipidvakuolenbildung der adipogen induzierten hMSCs.  

hMSCs wurden 18 Tage unter chronischer Exposition mit 0 - 22,8 µg/ml GC10, GC80, SC10  oder SC80 
in adipogene Richtung differenziert. Zur Quantifizierung des adipogenen Differenzierungsstatus erfolgte 
nach 21tägiger Differenzierung die Analyse der Pixelintensität der Oil Red O-gefärbten Lipidvakuolen der 
hellfeldmikroskopischen Aufnahmen. (a) Dargestellt ist der Oil Red O-gefärbte Flächenanteil in Abhängig-
keit der Nanopartikelkonzentration nach Exposition der hMSCs mit GC. (b) Dargestellt ist der Oil Red O-
gefärbte Flächenanteil in Abhängigkeit der Nanopartikelkonzentration nach Exposition der hMSCs mit SC. 
Die unbehandelte Kontrolle wurde als Referenzwert auf 100 % gesetzt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert 
aus fünf Bereichen der Probe ± SD im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle dargestellt.* Die Proben 
unterscheiden sich signifikant verglichen mit der unbehandelten Kontrolle (p < 0,01; Mann-Whitney U 
Test). 

 

Zur Analyse des Einflusses der Gold- und Silber-Nanopartikel auf die metabolische 

Dehydrogenaseaktivität der hMSCs während der adipogenen Differenzierung wurde der 

WST-1 Assay herangezogen. hMSCs wurden mit 0 - 22,8 µg/ml der spezifischen 

Nanopartikelsuspensionen für 7, 14 und 21 Tage inkubiert. Eine chronische Exposition 
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erfolgte durch den Austausch des inkubierten nanopartikelsupplementierten Differenzie-

rungsmediums in dreitägigem Abstand. Nach beendeter Inkubationszeit wurde die 

Zellviabilität über Absorptionsmessungen der Formazanbildung bestimmt. Mit nanopar-

tikelfreiem Differenzierungsmedium behandelte hMSCs wurden auf 100 % festgesetzt. 

Nach der 7tägigen chronischen Exposition der hMSCs mit GC10 stieg bei geringen 

GC10-Konzentrationen die mitochondriale Dehydrogenaseaktivität auf 189,8 % ± 

20,4 % (5,8 µg/ml) und 200,2 % ± 7,5 % (11,6 µg/ml) im Gegensatz zu 

124,5 % ± 8,8 % Enzymaktivität nach der Inkubation mit 17,4 µg/ml und 

89,6 % ± 7,0 % nach der Inkubation mit 22,8 µg/ml (Abbildung 5-22a). Verglichen zur 

Kontrolle, war nach 14tägiger GC10-Inkubation keine signifikante Änderung der De-

hydrogenaseaktivität detektierbar. Nach 21tägiger Exposition unter adipogenen 

Differenzierungskonditionen senkte GC10 ab 17,4 µg/ml die mitochondriale Dehydroge-

naseaktivität. Diese reduzierte sich nach der Inkubation mit 17,4 µg/ml auf 

49,8 % ± 21,8 % und lag nach Inkubation mit 22,8 µg/ml bei 3,8 % ± 0,9 % 

(Abbildung 5-22a).  Im Gegensatz zu GC10 führte GC80 nach der 7tägigen chronischen 

Exposition der hMSCs, selbst bei Anwesenheit der höchsten GC80-Konzentrationen 

(22,8 µg/ml), zu keiner signifikanten Veränderung der mitochondrialen Dehydrogenase-

aktivität (100,6 % ± 6,1 %) im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle (Abbildung 5-

22b). Auch nach 14tägiger GC80-Inkubation war keine signifikante Änderung der 

Dehydrogenaseaktivität detektierbar. Nach 21tägiger Exposition unter adipogenen 

Differenzierungskonditionen bedingte ausschließlich die höchste Konzentration 

(22,8 µg/ml) einen Anstieg der Enzymaktivität auf 171,5 % ± 5,3 % (Abbildung 5-22b). 

Nach der 7tägigen chronischen Exposition der hMSCs mit SC10 wiesen die exponierten 

Zellen eine mitochondriale Dehydrogenaseaktivität zwischen 110,8 % ± 3,3 % 

(5,8 µg/ml) und 77,7 % ± 1,7 % (22,8 µg/ml) auf (Abbildung 5-22c). Bei einer Inkuba-

tionszeit von 14 Tagen induzierte die Anwesenheit der SC10 Nanopartikel ab einer Kon-

zentration von 11,6 µg/ml eine signifikante Reduktion der Enzymaktivität (Abbildung 5-

22c). Vergleichend zu SC10 wurde SC80 hinsichtlich des größenabhängigen Effekts von 

Silber-Nanopartikeln auf die mitochondriale Dehydrogenaseaktivität untersucht (Abbil-

dung 5-22d). Eine signifikante Reduktion der Dehydrogenaseaktivität, verglichen zur 

Kontrolle, war nach 7tägiger SC80-Inkubation ab einer Konzentration von 17,4 µg/ml 

detektierbar. Nach 21tägiger Exposition unter adipogenen Differenzierungskonditionen 

sank bei SC80 ab 5,8 µg/ml die Enzymaktivität (Abbildung 5-22d). 
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Abbildung 5-22 Effekt von Gold- und Silber-Nanopartikeln auf die mitochondriale Dehydrogenaseaktivität 

von hMSCs.  

hMSCs wurden während deren adipogenen Induktion mit 0 - 22,8 µg/ml (a) GC10, (b) GC80, (c) SC10 
oder (d) SC80 für 7, 14 und 21 Tage unter physiologischen Bedingungen behandelt. Die mitochondriale 
Dehydrogenaseaktivität wurde nach Zugabe des WST-1 Reagenz durch Messung der Formazanbildung 
spektralphotometrisch bestimmt. Dargestellt ist die relative mitochondriale Dehydrogenaseaktivität in 
Abhängigkeit von der Expositionsdauer. Unbehandelte Zellen wurden als Referenzstandard auf 100 % 
gesetzt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten ± SD im Vergleich zu der 
unbehandelten Kontrolle dargestellt. * Die Proben unterscheiden sich signifikant verglichen mit der 
unbehandelten Kontrolle (p < 0,01; Mann-Whitney U Test). 

 

Mittels Langzeitmikroskopie wurde der zeitliche Verlauf der Adipogenese unter An-

wesenheit von GC80 im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle kontinuierlich 

beobachtet (Abbildung 5-23). In der Kontrolle bildeten sich nach drei Tagen erste Lipid-

vakuolen. Mit steigender Differenzierungsdauer nahm die Bildung von Adipozyten zu. 

Im Gegensatz zur Kontrolle setzte bei GC80-behandelten hMSCs die Lipidvakuolen-

bildung erst nach 7 Tagen ein und die Adipogenese lief schwächer ab. Parallel zur Lipid-

vakuolenbildung wurde die GC80-Agglomeration als schwarze Bereiche deutlich 

sichtbar (Abbildung 5-23). Ob eine Nanopartikelinternalisierung stattfand, wurde in 

weiteren Experimenten analysiert. 
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Abbildung 5-23 Einfluss von GC80 auf hMSCs 

während der adipogenen Differenzierung.  

Mittels Langzeitmikroskopie wurde die 
adipogene Differenzierung von hMSCs unter 
chronischer GC80-Exposition (22,8 µg/ml) im 
Vergleich zu unbehandelten hMSCs (Kontrol-
le) kontinuierlich dokumentiert. Dargestellt 
sind phasenkontrastmikroskopische Aufnah-
men des gleichen Ausschnittes während der 
18tägigen Differenzierung. Unbehandelte 
hMSCs bildeten nach dreitägiger Inkubation 
mit adipogeneseinduzierenden Faktoren 
erste Lipidvakuolen. Im Laufe der Inkubation 
erhöhte sich die Anzahl der lipidvakuolen-
haltigen Zellen. GC80-bahandelte hMSCs 
bildeten im Gegensatz zu der Kontrolle stark 
zeitverzögert erste Präadipozyten aus. 
Parallel zu der Lipidvakuolenbildung ist die 
GC80-Agglomeration als schwarze Bereiche 
deutlich sichtbar. 
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Zur Quantifizierung des Anteils adipogen differenzierter hMSCs in der Kultur wurde der 

prozentuale Rotanteil in den mittels Langzeitmikroskopie generierten Daten digital 

quantifiziert. Der Vergleich des adipogenen Anteils der unbehandelten hMSC-Kultur mit 

der mit 22,8 µg/ml chronisch inkubierten hMSC-Kultur zeigte einen verzögerten Anstieg 

des prozentualen Anteils adipogen differenzierter hMSCs nach chronischer GC80-

Exposition (Abbildung 5-24). 

 

 

Abbildung 5-24 Effekt von GC80 auf den zeitabhängigen Anstieg der Lipidvakuolenbildung der adipogen 

induzierten hMSCs. 

hMSCs wurden 18 Tage unter chronischer GC80-Exposition (22,8 µg/ml) in adipogene Richtung differen-
ziert. Zur Quantifizierung des adipogenen Differenzierungsstatus erfolgte die Analyse der Pixelintensität 
der Lipidvakuolen den langzeitmikroskopischen Aufnahmen. (a) Dargestellt ist der Pixelwert der unbehan-
delten Kontrolle in Abhängigkeit der Zeit von drei unterschiedlichen Ausschnitten. (b) Dargestellt ist der 
Pixelwert in Abhängigkeit der Zeit von drei unterschiedlichen Ausschnitten der GC80-behandelten 
hMSCs. 

 

5.2.4 Zelluläre Internalisierung der Nanopartikel 

Die Partikelinteraktion mit dem Zellsystem sowie die intrazelluläre Aufnahme und 

subzelluläre Verteilung der Nanopartikel konnte sowohl mittels konfokaler Rasterlaser-

mikroskopie (CLSM), als auch via Rasterelektronenmikroskopie und Transmissions-

mikroskopie dokumentiert werden.  

A549-Zellen wurden mit 30 µg/ml GC10 für 24 Stunden unter physiologischen 

Bedingungen inkubiert, im Anschluss die Zellmembran mit Concanavalin A Alexa Fluor 

488 gefärbt und die Zelle mittels konfokaler Rasterlasermikroskopie analysiert. Die 

Detektion der Gold-Nanopartikel erfolgte mittels Multiphotonenanregung unter 

Nutzung des Reflexionsverhaltens der untersuchten metallischen Nanopartikel. Durch 

Überlagerung der beiden Fluoreszenzkanäle wurde eine Lokalisation der Nanopartikel im 

Intrazellularraum sichtbar (Abbildung 5-25). 
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Abbildung 5-25 Internalisierung und intrazelluläre Verteilung von GC10 und MC100.  

A549-Zellen wurden unbehandelt (a) oder mit 30 µg/ml GC10 (b) oder MC100 (c) für 24 Stunden 
inkubiert. Im Anschluss wurde die Zellmembran mit Alexa Fluor 488-gekoppeltem Concanavalin A 
gefärbt. Zur Visualisierung der Nanopartikel mittels konfokaler Rasterlasermikroskopie wurde die multi-
photoneninduzierte Reflexion der metallischen Nanopartikel genutzt. (1) Überlagerung der Einzel-
fluoreszenzbilder. (2) Mit Alexa Fluor 488-gekoppeltem Concanavalin A gefärbte Zellmembran. Dargestellt 
ist das invertierte Fluoreszenzbild. (3) Multiphotoneninduzierte Reflexion von GC10 und MC100. Die 
Helligkeit der Fluoreszenzaufnahme b3 wurde um 4 %, der Kontrast um 5 % erhöht. Dargestellt ist das 
invertierte Fluoreszenzbild. Die Akkumulation der internalisierten Nanopartikel ist deutlich zu erkennen. 

 

CLSM-Aufnahmen zeigten eine spezifische subzelluäre Anreicherung der GC10-Nano-

partikel (Abbildung 5-25b) im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle (Abbildung 
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5-25a). Die intrazelluläre Aufnahme von MC100 konnte ebenfalls gezeigt werden, 

hingegen keine spezifische Anreicherung im Zellkern (Abbildung 5-26c). Die grüne 

Fluoreszenz stellt die Concanavalin A Alexa Fluor 488-gefärbte Zellmembran dar 

(Abbildung 5-26 Bild a2, Bild b2 und Bild c2), während die roten Reflexionssignale der 

Partikel im Zellinneren zu erkennen waren (Abbildung 5-26 Bild a3, Bild b3 und bild c3). 

Die Aufspaltung der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in die einzelnen Fluores-

zenzkanäle verdeutlicht die intrazelluläre Nanopartikellokalisation.  

Zur Untersuchung der Nanopartikel-Zellinteraktion und der Internalisierung der Nano-

partikel wurde zusätzlich die Rasterelektronenmikroskopie herangezogen. Am Beispiel 

von GC80 unter Anwendung adipogen differenzierender hMSCs wurde die Internalisie-

rung der Gold-Nanopartikel in humanen Zellen untersucht. Hierzu wurden hMSCs unter 

chronischer Exposition mit 22,8 µg/ml über 21 Tage adipogen differenziert. Wie zuvor 

bewiesen werden konnte, beeinflusst GC80 die adipogene Differenzierung humaner 

MSCs. Hellfeldmikroskopisch konnte eine Reduktion der Lipidvakuolenbildung 

quantifiziert und eine Internalisierung der Nanopartikel vermutet werden (Abbildung 5-

20 und Abbildung 5-24). Zur Analyse der morphologischen Änderungen der hMSCs 

während der adipogenen Differenzierung unter Anwesenheit von GC80 und der GC80-

Internalisierung, wurden die Zellen rasterelektronenmikroskopisch untersucht 

(Abbildung 

5-26). Exemplarisch wurden repräsentative Ausschnitte der Zellpopulation abgebildet. 

Mesenchymale Stammzellen wiesen eine fibroblastartige Form auf, die sich während der 

adipogenen Differenzierung in runde Zellen mit eingelagerten Lipidvesikeln änderte 

(Abbildung 5-26 Bild a, b und d). Zwischen den Zellen befand sich eine dünne 

Filamentstruktur (Abbildung 5-26c). In unbehandelten adipogen differenzierten hMSCs 

wurden Lipidvakuolen unterschiedlicher Größe an der Oberfläche sowie unter der 

Zellmembran detektiert (Abbildung 5-26 Bild e und f). Im inversen Rückstreuelektronen-

modus wurden diese als schwarze Tropfen gut sichtbar (Abbildung 5-26e). Nach 

21tägiger adipogener Differenzierung unter Einsatz von 22,8 µg/ml GC80, zeigten die 

hMSCs verstärkt eine fibroblastartige Morphologie. Nach GC80-Exposition ist unter 

Anwendung des Sekundärelektronendetektors das Vorhandensein von GC80-

Agglomeraten auf der hMSC-Oberfläche zu beobachten (Abbildung 5-26 Bild g, h, j, k). 

GC80 konnte als einzelne Partikel und als Agglomerate nachgewiesen werden. Bei 

hoher Auflösung war zu erkennen, dass die GC80-Partikel von einer dünnen Hülle um-

geben sind (Abbildung 5-26k). Mittels Rückstreuelektronendetektor und hoher Primär-

elektronenstrahlenergie (10-20 kV) konnte das Vorhandensein von GC80 im Intra-

zellularraum der hMSCs gezeigt werden (Abbildung 5-26 Bild l und n).  
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Abbildung 5-26 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen GC80-inkubierter adipogen differenzierter 

hMSCs.  

hMSCs wurden während der 18tägigen adipogenen Differenzierung chronisch mit 22,8 µg/ml GC80 
unter physiologischen Bedingungen inkubiert und im Anschluss mittels Rasterelektronenmikroskopie 
analysiert. Die Primärelektronenenergie variierte zwischen 5 kV und 20 kV. Zur Detektion wurden Sekun-
där- und die Rückstreuelektronen genutzt. (a-f) Adipogen differenzierte, unbehandelte hMSCs. 
Rasterelektronenmikroskopisch deutlich sichtbar sind die Lipidvakuolen der adipogen differenzierten 
hMSCs. (g-l) Adipogen differenzierte, GC80-behandelte hMSCs. Sowohl auf, als auch unterhalb der 
Zellmembran konnten GC80 detektiert und quantifiziert werden. (m und o) Spektren der energie-
dispersiven Röntgenspektroskopie. (n) Adipogen differenzierte, GC80-behandelte hMSCs. Das rote und 
weiße Quadrat kennzeichnen den Bereich der Probe in dem die Röntgenstrahlenelementaranalyse 
durchgeführt wurde. Rotes Quadrat: Nanopartikelhaltiger Bereich, weißes Quadrat: Referenzbereich. Die 
Tabelle zeigt die Auswertung der energiedispersiven Röntgenspektroskopie.  
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Um die Hypothese zu überprüfen, ob es sich bei den detektierten Strukturen um die 

zuvor inkubierten GC80-Nanopartikel handelte, wurde eine Röntgenstrahlenelement-

analyse durchgeführt. Das Resultat der energiedispersiven Röntgenspektroskopie 

bewies, dass es sich bei dem detektierten Material um Gold handelte. Die Element-

analyse der unbehandelten adipogen differenzierten hMSCs resultiert in einem GC80-

Anteil von 1,7 % (Abbildung 5-26m und Abbildung 5-26n). Hingegen liegt der GC80-

Anteil in der GC80-behandelten Probe bei 33,5 % (Abbildung 5-26n und Abbildung 

5-26o). 

 

Zur Untersuchung der Internalisierung der Gold-Nanopartikel wurde am Beispiel der 

adipogen differenzierten hMSCs die intrazellulare Verteilung von GC80 ermittelt. Hierzu 

wurden hMSCs 21 Tage unter chronischer Exposition mit 22,8 µg/ml GC80 adipogen 

differenziert und im Anschluss rasterelektronenmikroskopisch analysiert. Hierbei wurde 

zur topographischen Darstellung der biologischen Probe mit dem Sekundärelektro-

nendetektor (SE) gearbeitet. Zusätzlich zu der Abbildung der kristallographischen 

Struktur des Probenmaterials wurde der Rückstreuelektronendetektor (BSE) eingesetzt 

und ermöglichte dadurch Rückschlüsse auf die Internalisierung der Nanopartikel in die 

Zelle. Die Primärelektronenenergie variierte zwischen 5 kV und 20 kV. Die Erhöhung der 

Primärelektronenstrahlenergie resultiert in einer Zunahme der Eindringtiefe und lässt 

somit die Lokalisation der Nanopartikel innerhalb der Zelle zu. 

In unterschiedlichen Schnittebenen der Zelle wurden von dem gleichen Probenausschnitt 

unter Verwendung des Sekundärelektronen- und des Rückstreuelektronendetektors 

rasterelektronenmikroskopische Bilder aufgenommen. In jeder Schnittebene konnten 

GC80-Partikel nachgewiesen werden (Abbildung 5-27). 

Zur Untersuchung der Internalisierung der SC10-Nanopartikel in den pIL8-GFP A549-

Zellen wurden diese mit 20 µg/ml SC10 für 24 Stunden inkubiert und im Anschluss 

rasterelektronenmikroskopisch analysiert. Auch in diesem Fall wurde die Primärelek-

tronenenergie variiert (5 kV – 25 kV) und sowohl mit dem Sekundärelektronen- als auch 

mit dem Rückstreuelektronendetektor gearbeitet.  

Mit steigender Energie der Primärelektronenstrahlung, somit mit steigender Eindringtiefe 

in die Zelle, erhöhte sich das Signal der Rückstreuelektronen. Auch im Fall von SC10 

konnte in jeder Schnittebene Nanopartikel nachgewiesen werden (Abbildung 5-27). Wie 

bei GC80, erhöhte sich mit steigender Energie der Primärelektronenstrahlung das Signal 

der Rückstreuelektronen, was ein Hinweis für eine SC10-Internalisierung ist. 

Um auszuschließen, dass das durch die Rückstreuelektronen erzeugte Signal nicht durch 

Faltenbildung der Zellmembran verursacht wurde, erfolgte die transmissionselektronen-

mikroskopische Analyse der Internalisierung der Nanopartikel. 
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Abbildung 5-27 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der intrazellulären Verteilung von SC10 und 

GC80.  

(a-f) hMSCs wurden unter chronischer Exposition mit 22,8 µg/ml GC80 für 21 Tage adipogen 
differenziert. Im Anschluss erfolgte die REM-Analyse mit variierender Primärelektronenenergie (5 kV –
 25 kV). Mit steigender Energie der Primärelektronenstrahlung stieg das Signal der Rückstreuelektronen, 
was ein Hinweis für eine GC80-Internalisierung ist. (g-l) pIL8-GFP A549-Zellen wurden mit 20 µg/ml SC10 
für 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss erfolgte die REM-Analyse mit variierender Primärelektronenenergie 
(5 kV – 25 kV). Auch hier erhöhte sich mit steigender Energie der Primärelektronenstrahlung das Signal 
der Rückstreuelektronen und belegte eine SC10-Internalisierung in pIL8-GFP A549-Zellen. Zur Detektion 
wurden die Sekundärelektronen und die Rückstreuelektronen genutzt. 

 

Auch die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) belegte die zelluläre Aufnahme 

und intrazelluläre Verteilung der Gold-Nanopartikel. Die TEM-Aufnahmen unbehandel-

ter adipogen differenzierter hMSCs zeigten deutlich die während der Adipogenese 

gebildeten Lipidvakuolen (Abbildung 5-28 Bild a, c, e). Klar zu erkennen war die Lipid-

membran der einzelnen Lipidtropfen (Abbildung 5-28e). In den unbehandelten hMSCs 

waren keine elektronendichten runden Strukturen im Größenbereich der GC80-Nano-

partikel detektierbar (Abbildung 5-28 Bild a, c, e). 

Nach 21tägiger adipogener Differenzierung der hMSCs unter chronischer Exposition mit 

22,8 µg/ml GC80 waren die Nanopartikel innerhalb der Zelle deutlich zu erkennen 

(Abbildung 5-28 Bild b, d, f). Die Partikel lagen im Größenbereich der inkubierten 

Nanopartikel (80 nm) und akkumulierten in den Lipidvakuolen. Deutlich zu erkennen 

war die Reduktion der lipidgefüllten Vakuolen (grau) nach Exposition mit GC80 (Abbil-

dung 5-28 Bild d und f). In den kontrastreicheren, intakten Lipidvesikeln konnten keine 

Nanopartikel detektiert werden. Diese befanden sich ausschließlich in den kontrast-

ärmeren (weißen) Vakuolen innerhalb der hMSCs (Abbildung 5-28 Bild d und f). 
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Abbildung 5-28 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen GC80-inkubierter adipogen 

differenzierter hMSCs.  

hMSCs wurden während der 21tägigen adipogenen Differenzierung chronisch mit 22,8 µg/ml GC80 
inkubiert und im Anschluss mittels Transmissionselektronenmikroskopie analysiert. Die Primärelektronen-
energie lag bei 60 kV. (a, c, e) Unbehandelte adipogen differenzierte hMSCs. Deutlich sichtbar sind die 
Lipidvakuolen. Die Membran der Lipidvakuolen ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Es sind keine GC80 zu 
erkennen. (b, d, f)  Nach 21tägiger adipogener Differenzierung der hMSCs unter chronischer Exposition 
mit GC80 sind die Nanopartikel deutlich innerhalb der hMSCs sichtbar. Die Partikel befinden sich in 
Vesikeln. Deutlich zu beobachten war die Reduktion der lipidgefüllten Vakuolen (grau) nach GC80-
Exposition. In den kontrastreicheren, intakten Lipidvesikeln konnten keine Nanopartikel detektiert wer-
den. Diese befanden sich ausschließlich in den kontrastärmeren (weißen) Vakuolen innerhalb der hMSCs. 
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5.3 Validierung des miniaturisierten in vitro Systems 

Nachdem das toxische Gefährdungspotenzial der Gold- und Silber-Nanopartikel unter-

sucht wurde, folgte im nächsten Schritt die Validierung des in vitro Systems, basierend 

auf miniaturisierten Zellkulturgefäßen. Hierbei sollte die Reproduzierbarkeit der mit dem 

miniaturisierten in vitro System generierten Ergebnisse im Vergleich zu den bereits 

etablierten konventionellen Kulturgefäßen untersucht werden. 

5.3.1 Validierung des pIL8-GFP A549-basierten in vitro Systems 

Um das pIL8-GFP A549-basierte in vitro System zu validieren, wurde anhand 

nanopartikulärer und viraler inflammatorischer Reaktionen das chipbasierte System mit 

konventionellen in vitro Systemen verglichen. 

Vor Beginn der vergleichenden Untersuchungen wurden die in diesem Zusammenhang 

verwendeten Detektionsmethoden (Fluoreszenzspektrometrie und Fluoreszenzmikrosko-

pie) vergleichend beurteilt. Hierzu wurden pIL8-GFP A549-Zellen in einer 96-Loch-Mikro-

platte mit 20 ng/ml TNF-α für 48 Stunden behandelt. Die induzierte GFP-Expression 

wurde durch Analyse der Fluoreszenzintensität quantifiziert (Fluoreszenzspektrometrie). 

Im direkten Anschluss erfolgte die fluoreszenzmikroskopische Analyse der GFP-exprimie-

renden Zellen. Deren prozentualer Anteil wurde mit der Software analySIS ermittelt. 

Nach 48stündiger Exposition der pIL8-GFP A549-Zellen mit 20 ng/ml TNF-α wurde 

mittels spektrometrischen Verfahrens eine relative induzierte Fluoreszenzintensität von 

85,1 % ± 5,1 % ermittelt (Abbildung 5-29). Die mikroskopische Auswertung resultierte 

in einem Anteil GFP-exprimierender IL8-GFP A549-Zellen von 89,2 % ± 1,1 % (Abbil-

dung 5-29). Aufgrund der sich nicht signifikant unterscheidenden Resultate der beiden 

Analyseverfahren (Fluoreszenzspektrometrie und Fluoreszenzmikroskopie), wurden in 

dieser Arbeit die Ergebnisse in den 96-Loch-Mikroplatten mittels Fluoreszenzspektro-

metrie generiert. Hingegen basierte die Anwendung des Mikrokavitätenchips (MKC) auf 

der Fluoreszenzmikroskopie mit anschließender digitaler Auswertung der generierten 

Daten.  

Zur Prüfung der Vergleichbarkeit der in den sechs Kultivierungseinheiten generierten 

Daten wurden pIL8-GFP A549-Zellen in den Mikrokavitäten des MKCs für 48 Stunden 

mit 20 ng/ml TNF-α inkubiert. Die Zellen in den Mikrokavitäten wurden mit Hilfe des an 

das MKC-Design adaptierten Softwareprogramms mikroskopisch dokumentiert. Von 

jeder der 252 Mikrokavitäten wurde eine fluoreszenz- und eine phasenkontrast-

mikroskopische Aufnahme erstellt. Die Auswertung der generierten Bilder und des 

prozentualen Anteils GFP-exprimierender Zellen pro Kultivierungseinheit erfolgte mit der 
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Software analySIS. Der Anteil fluoreszierender pIL8-GFP A549-Zellen variierte zwischen 

52,5 % ± 11,4 % und 67,6 % ± 6,9 % (Abbildung 5-30). 

 

 

Abbildung 5-29 GFP-Expression TNF-αααα-behandelter pIL8-GFP A549-Zellen in einer 96-Loch-Mikroplatte. 

pIL8-GFP A549-Zellen wurden in einer  96-Loch-Mikroplatte für 48 Stunden mit 20 ng/ml TNF-α 
inkubiert. Im Anschluss wurde die GFP-Expression der pIL8-GFP A549-Zellen in den einzelnen Segmenten 
der 96-Loch-Mikroplatte fluoreszenzspektrometrisch (ex. 485 nm/ em. 535 nm) und fluoreszenzmikros-
kopisch (ex. 470 nm/ em. 525 nm) analysiert. Dargestellt ist die mittels Multifunktions-Mikroplatten-
reader quantifizierte relative induzierte Fluoreszenzintensität im Vergleich zu dem mit der Software 
analySIS ermittelten prozentualen Anteil GFP-exprimierender Zellen. Die Ergebnisse sind als Mittelwert 
aus sieben unabhängigen Experimenten ± SD dargestellt. 

 

 

 

Abbildung 5-30 GFP-Expression TNF-αααα-

behandelter pIL8-GFP A549-Zellen in den 

sechs Segmenten des MKCs.  

pIL8-GFP A549-Zellen wurden in den 
Mikrokavitäten mit 20 ng/ml TNF-α für 
48 Stunden inkubiert. Mit Hilfe der 
programmierten Software wurden alle 
42 Mikrokavitäten eines MKCs phasen-
kontrast- und fluoreszenzmikroskopisch 
analysiert. Der prozentuale Anteil GFP-expri-
mierender Zellen wurde digital (analySIS) 
ermittelt. Dargestellt ist der prozentuale 
Anteil GFP-exprimierender pIL8-GFP A549-
Zellen pro Kultivierungseinheit (umfasst 
sieben Mikrokavitäten). Die Ergebnisse sind 
als Mittelwert aus sieben unabhängigen 
Experimenten ± SD dargestellt. 

 

Aus drei unterschiedlichen Kavitäten des zuvor beschriebenen Experiments wurden 

jeweils 30 Zellen ausgewählt und deren Fluoreszenzintensität digital quantifiziert (Abbil-

dung 5-31). Die Histogramm-Darstellung der Fluoreszenzintensität verdeutlichte, dass 
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die meisten der Zellen eine Fluoreszenzintensität mit Pixelwerten kleiner 270 aufwiesen. 

Die Pixelintensität der insgesamt 90 analysierten Zellen variierte zwischen 0 und 

2700 Pixel/Zelle (Abbildung 5-31). 

 

 

Abbildung 5-31 Histogramm der Fluoreszenz TNF-αααα-inkubierter pIL8-GFP A549-Zellen in der Mikrokavität. 

pIL8-GFP A549-Zellen wurden mit 20 ng/ml TNF-α für 48 Stunden in den Mikrokavitäten inkubiert. Die 
GFP-Expression 90 individueller Zellen wurde digital (analySIS) quantifiziert. Dargestellt sind die in Klassen 
eingeteilten Fluoreszenzintensitäten (x-Achse: Klassen der GFP-Intensität) und deren Häufigkeit (y-Achse: 
Häufigkeit (Zellanzahl mit der zur jeweiligen Klasse gehörenden Fluoreszenzintensität)). Die jeweiligen 
Klassen definieren sich über die Pixelwerte. 

 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass unter Anwendung des MKC-basierten in vitro 

Systems vor allem geringe Fluoreszenzintensitäten individueller adhärenter Zellen in 

einem Zellverband quantifiziert werden konnten, war im nächsten Schritt die Sensitivität 

des MKC-basierten in vitro Systems im Vergleich zu konventionellen Zellkulturgefäßen 

zu untersuchen. 

Hierzu wurden parallel pIL8-GFP A549-Zellen für 48 Stunden mit 20 ng/ml TNF-α in den 

Mikrokavitäten und einer 96-Loch-Mikroplatte inkubiert. Anschließend wurde die GFP-

Expression der pIL8-GFP A549-Zellen in der 96-Loch-Mikroplatte fluoreszenzspektro-

metrisch quantifiziert. Die GFP-Expression der pIL8-GFP A549-Zellen in den Mikro-

kavitäten wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert.  

Unter Anwendung der 96-Loch-Mikroplatte wurde ein Anstieg der GFP-Expression von 

44,6 % ± 9,7 %, mit Hilfe des MKCs eine Änderung um 59,2 % ± 16,8 % quantifiziert, 

verglichen mit der unbehandelten Kontrolle (Abbildung 5-32).  

Mittels standardisierter in vitro Verfahren konnten bereits für GC10 ein inflam-

matorischer und apoptotischer Effekt nachgewiesen werden. Ziel war es daher zu 

untersuchen, ob diese Effekte auch unter Anwendung des miniaturisierten in vitro 

Systems detektiert werden können. 
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Abbildung 5-32 GFP-Expression TNF-αααα-inkubierter pIL8-GFP A549-Zellen. 

pIL8-GFP A549-Zellen wurden parallel in einer 96-Loch-Mikroplatte und der Mikrokavität  für 48 Stunden 
mit 20 ng/ml TNF-α inkubiert. Im Anschluss wurde die GFP-Expression der pIL8-GFP A549-Zellen in der 
Mikroplatte fluoreszenzspektrometrisch (ex. 485 nm/ em. 535 nm) und in den Mikrokavitäten 
fluoreszenzmikroskopisch (ex. 470 nm/ em. 525 nm) analysiert. Der prozentuale Anteil GFP-
exprimierender Zellen in den Mikrokavitäten wurde digital (analySIS) ermittelt. (a) Phasenkontrast-
mikroskopische Aufnahme TNF-α-inkubierter pIL8-GFP A549-Zellen in einer Mikrokavität. (b) Fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahme TNF-α-inkubierter pIL8-GFP A549-Zellen in einer Mikrokavität. Die Helligkeit 
und der Kontrast der Fluoreszenzaufnahme wurden um 5 % verstärkt. (c) Dargestellt ist der prozentuale 
Anteil der GFP-Expression TNF-α-behandelter pIL8-GFP A549-Zellen im Vergleich zu der unbehandelten 
Kontrolle (Änderung zur Kontrolle / %). Die Ergebnisse sind als Mittelwert aus sieben unabhängigen 
Experimenten ± SD dargestellt. 

 

Ein charakteristisches Merkmal gesunder, vitaler Zellen ist eine Asymmetrie der Mem-

branlipide. Durch einen apoptotischen Stimulus wird diese Asymmetrie der zellulären 

Membran unterbrochen und das Phosphatidylserin (PS) auf die Außenseite der Membran 

verlagert. Diese Externalisierung von PS wird als frühes Anzeichen des apoptotischen 

Zelltodes beschrieben und im Rahmen dieser Arbeit zum Nachweis nanopartikulärer 

apoptotischer Effekte herangezogen.  

Zur Untersuchung der PS-Externalisierung wurden pIL8-GFP A549-Zellen mit 30 µg/ml 

GC10 für 48 Stunden behandelt. Nach Ablauf der Expositionsdauer erfolgte mittels 

APOPercentage Apoptosis Assay der Nachweis des Anteils apoptotischer Zellen in den 

Mikrokavitäten und den konventionellen Zellkulturgefäßen. Hellfeldmikroskopisch waren 

die apoptotischen Zellen durch ihre Pinkfärbung deutlich sichtbar (Abbildung 5-33a). 

Ebenso zeigten sich GC10-Agglomerate als schwarze Bereiche (Abbildung 5-33a). 

Mittels konventionellem Verfahren (96-Loch-Mikroplatte) wurde ein apoptotischer Anteil 

von 21,6 % ± 15,7 %, in der Mikrokavität 9,9 % ± 5,8 % apoptotische Zellen 

quantifiziert (Abbildung 33b). 
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Abbildung 5-33 Apoptosestatus GC10-inkubierter pIL8-GFP A549-Zellen. 

pIL8-GFP A549-Zellen wurden parallel in einer  96-Loch-Mikroplatte und der Mikrokavität für 48 Stunden 
mit 30 µg/ml GC10 inkubiert. Im Anschluss wurde der Apoptosestatus der pIL8-GFP A549-Zellen 
hellfeldmikroskopisch mittels APOPercentage™ Apoptosis Assay analysiert und der prozentuale Anteil 
apoptotischer Zellen digital (analySIS) ermittelt. (a) Hellfeldmikroskopische Aufnahme GC10-inkubierter 
pIL8-GFP A549-Zellen. Zellen mit PS-Externalisierung sind pink angefärbt. (b) Dargestellt ist der 
prozentualer Anteil apoptotischer pIL8-GFP A549-Zellen im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle. 
Die Ergebnisse sind als Mittelwert aus sieben unabhängigen Experimenten ± SD dargestellt. 

 

Zur Untersuchung des nanopartikelinduzierten inflammatorischen Effekts in der 

Mikrokavität, wurden pIL8-GFP A549-Zellen mit 30 µg/ml GC10 für 48 Stunden 

behandelt. Mittels des MKC-basierten in vitro Systems waren GFP-exprimierende pIL8-

GFP A549-Zellen deutlich zu erkennen (Abbildung 5-34b). In der 96-Loch-Mikroplatte 

wurde eine Erhöhung der Fluoreszenzintensität um 19,8 % ± 18,5 % im Vergleich zu 

der unbehandelten Kontrolle erreicht. Die Quantifizierung der fluoreszenz- und 

phasenkontrastmikroskopischen Aufnahmen in der Mikrokavität führte zu einem 

prozentualen Anteil fluoreszierender Zellen von 26,4 % ± 4,1 % (Abbildung 5-34c).  

Wie auch schon bei der Untersuchung des apoptotischen Effekts von GC10 (Abbil-

dung 5-33), führte die Anwendung der 96-Loch-Mikroplatte zu einer erhöhten 

Abweichung vom Mittelwert. Die MKC-basierte Methode wies hingegen eine geringere 

Standardabweichung auf. 
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Abbildung 5-34 GFP-Expression GC10-inkubierter pIL8-GFP A549-Zellen. 

pIL8-GFP A549-Zellen wurden parallel in einer  96-Loch-Mikroplatte und der Mikrokavität für 48 Stunden 
mit 30 µg/ml GC10 behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen mit dem APOPercentage Apoptosis 
Substrat gefärbt und die GFP-Expression der pIL8-GFP A549-Zellen in der Mikroplatte fluoreszenz-
spektrometrisch (ex. 485 nm/ em. 535 nm) und in den Mikrokavitäten fluoreszenzmikroskopisch 
(ex. 470 nm/ em. 525 nm) analysiert. Der prozentuale Anteil GFP-exprimierender Zellen in den 
Mikrokavitäten wurde mit der Software analySIS ermittelt. (a) Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme 
GC10-inkubierter pIL8-GFP A549-Zellen in einer Mikrokavität. Nanopartikelagglomerate sind als 
schwarze Bereiche sichtbar. Zellen mit PS-Externalisierung sind pink angefärbt. (b) 
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme GC10-inkubierter pIL8-GFP A549-Zellen in einer Mikrokavität. 
Zellen mit PS-Externalisierung sind rot angefärbt. Die Helligkeit und der Kontrast der 
Fluoreszenzaufnahme wurden um 5 % verstärkt. (c) Dargestellt ist der prozentuale Anteil der GFP-
Expression GC10-behandelter pIL8-GFP A549-Zellen im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle 
(Änderung zur Kontrolle / %). Die Ergebnisse sind als Mittelwert aus sieben unabhängigen 
Experimenten ± SD dargestellt. 

 

In einem weiteren Schritt war zu untersuchen, ob sich das miniaturisierte MKC-basierte 

in vitro System für eine nichtinvasive Multiparameteranalyse nanopartikulärer Effekte 

eignet. Hinsichtlich der toxikologischen Endpunkte Inflammation, Apoptose und Nekrose 

wurden in der Mikrokavität kultivierte pIL8-GFP A549-Zellen im Anschluss an eine 

48stündige Nanopartikelinkubation mikroskopisch analysiert. 

 

Zur Untersuchung der Anwendung des miniaturisierten in vitro Systems zur Multipara-

meteranalyse, wurde in derselben Mikrokavität  der Einfluss von GC10 auf die Parameter 

Inflammation, Nekrose und Apoptose nichtinvasiv untersucht. Zur Korrelation des 

Anteils inflammatorischer und nekrotischer Zellen wurden pIL8-GFP A549-Zellen mit 

30 µg/ml GC10, dem Nanopartikellösungsmittel und 20 ng/ml TNF-α (Positivkontrolle) 

für 48 Stunden unter physiologischen Bedingungen behandelt. Nach Ablauf der 

Expositionsdauer wurde die inflammationsgekoppelte GFP-Expression der pIL8-GFP 

A549-Zellen fluoreszenzspektrometrisch quantifiziert. Die Analyse des Anteils 

apoptotischer Zellen erfolgte im Anschluss hellfeldmikroskopisch mittels APOPercentage 
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Apoptosis Assay. Die Analyse des Anteils nekrotischer Zellen erfolgte fluoreszenz-

mikroskopisch mittels Propidiumiodid-Färbung.  

GC10 führte zu einer signifikanten GFP-Expression (44,2 % ± 11,8 %), der Anteil 

apoptotischer Zellen erhöhte sich nicht signifikant (11, 42 % ± 5,9 %), der Anteil 

membrangeschädigter Zellen lag im Bereich der unbehandelten Kontrolle (Abbildung 

5-35). Die mitgeführte Positivkontrolle der Inflammationsreaktion TNF-α sowie die 

Positivkontrolle der Apoptoseinduktion H2O2 wurden jeweils auf 100 % gesetzt. 

 

 

Abbildung 5-35 Multiparameteranalyse der nanopartikelinduzierten Inflammation, Apoptose und Nekrose 

in pIL8-GFP A549-Zellen in der Mikrokavität.  

pIL8-GFP A549-Zellen wurden mit 30 µg/ml GC10 sowie 20 ng/ml TNF-α (Positivkontrolle der Inflam-
mtionsreaktion) und 5mM Wasserstoffperoxid (H2O2, Positivkontrolle der Apoptoseinduktion) für 
48 Stunden behandelt. Nach Ablauf der Expositionsdauer wurde die inflammationsgekoppelte GFP-
Expression der pIL8-GFP A549-Zellen fluoreszenzspektrometrisch (ex. 485 nm/ em. 535 nm) quantifiziert. 
Die Analyse des Anteils apoptotischer Zellen erfolgte im Anschluss hellfeldmikroskopisch mittels 
APOPercentage Apoptosis Assay. Die Analyse des Anteils nekrotischer Zellen erfolgte fluoreszenz-
mikroskopisch mittels Propidiumiodid-Färbung (ex. 555 nm/ em. 602 nm). Dargestellt ist der prozentuale 
Anteil GFP-exprimierender, membrangeschädigter und apoptotischer Zellen. Die Ergebnisse sind als 
Mittelwert aus sieben unabhängigen Experimenten ± SD dargestellt. * Die Proben unterscheiden sich 
signifikant verglichen mit der unbehandelten Kontrolle (p < 0,01; Mann-Whitney U Test). 

 

Ein wichtiger Aspekt bei der Entwicklung des neuen in vitro Systems auf MKC-Basis war 

die Detektion schwellenwertabhängiger toxischer Effekte auf Einzelzellbasis. Um zu 

analysieren, ob mit Hilfe des miniaturisierten in vitro Systems eine sensitive Detektion 

konzentrationsabhängiger Effekte möglich ist, wurde nach SC10-Exposition (0 -

 50 µg/ml) der Reporterzelllinie pIL8-GFP A549 unter Anwendung des miniaturisierten 

(Mikrokavität) und des standardisierten Verfahrens (96-Loch-Mikroplatte) die GFP-

Expression quantifiziert. Beide Verfahren quantifizierten einen konzentrationsabhäng-
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igen, Anstieg des prozentualen Anteils GFP-exprimierender pIL8-GFP A549-Zellen bis 

20 µg/ml SC10 (40,2 % ± 4,9 % und 42,1 % ± 2,3 %) (Abbildung 5-36a).  

 

 

Abbildung 5-36 Einfluss der SC10- und GC10-Konzentration auf die GFP-Expression von pIL8-GFP A549-

Zellen in der Mikrokavität. 

pIL8-GFP A549-Zellen wurden parallel in der Mikrokavität und einer 96-Loch-Mikroplatte mit 0 -
 50 µg/ml SC10 (a) oder GC10 (b) für 24 Stunden Bedingungen behandelt. Im Anschluss wurde die GFP-
Expression der pIL8-GFP A549-Zellen in den Mikrokavitäten fluoreszenzmikroskopisch (ex. 470 nm/ 
em. 525 nm) analysiert und der prozentuale Anteil GFP-exprimierender Zellen digital (analySIS) ermittelt. 
Die GFP-Expression der Zellen in den Mikroplatten wurde fluoreszenzspektrometrisch (ex. 485 nm/ 
em. 535 nm) analysiert. Dargestellt ist der mittels des miniaturisierten und des standardisierten 
Verfahrens ermittelte prozentuale Anteil GFP-exprimierender pIL8-GFP A549-Zellen im Vergleich zu der 
unbehandelten Kontrolle (Änderung zur Kontrolle / %). Die Ergebnisse sind als Mittelwert aus sieben 
unabhängigen Experimenten ± SD dargestellt. * Die Proben unterscheiden sich signifikant verglichen mit 
der unbehandelten Kontrolle (p < 0,01; Mann-Whitney U Test). 

 

Nach Inkubation der pIL8-GFP A549-Zellen mit 30 µg/ml SC10 stieg die Fluoreszenz-

intensität auf 55,0 % ± 8,3 % (Abbildung 5-36a). Unter Anwendung des MKC-

basierten Systems lag der Anteil fluoreszierender Zellen nach Inkubation mit 30 µg/ml 
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SC10 bei 33,4 % ± 3,8 %. Ab 40 µg/ml bewirkte SC10 einen nicht signifikanten 

Anstieg des Anteils inflammatorischer Zellen. Dieser Effekt konnte mit beiden Verfahren 

quantifiziert werden. Das Optimum der relativen GFP-Expression (in der Mikrokavität bei 

20 µg/ml, in der 96-Loch-Mikroplatte bei 30 µg/ml) liegt in der SC10-induzierten 

konzentrationsabhängigen Vitalitätsabnahme begründet. Auch für GC10 konnte unter 

Anwendung des Mikrokavitätenchips ein konzentrationsabhängiger inflammatorischer 

Effekt detektiert werden der ebenfalls mit dem in einer 96-Loch-Mikroplatte quantifi-

zierten Effekt vergleichbar ist (Abbildung 5-36b). Auch nach GC10-Inkubation konnte 

ein Optimum der Inflammation bei 20 µg/ml quantifiziert werden (Abbildung 5-36b).  

Neben der konzentrationsabhängigen Detektion inflammatorischer Reaktionen war zu 

prüfen, ob das MKC-basierte System auch die Quantifizierung des zeitlichen Verlaufs 

von Entzündungsprozessen zulässt. 

Dazu erfolgte im Einstundentakt die Generierung fluoreszenz- und phasenkontrast-

mikroskopischer Aufnahmen der mit SC10 oder GC10 inkubierten sowie der 

unbehandelten pIL8-GFP A549-Zellen mittels Langzeitmikroskopie.  

 

 

Abbildung 5-37 Zeitlicher Verlauf der GFP-Expression SC10- und GC10-behandelter pIL8-GFP A549-Zellen in 

der Mikrokavität. 

pIL8-GFP A549-Zellen wurden in den Mikrokavitäten mit 30 µg/ml GC10 und SC10 für 48 Stunden unter 
physiologischen Bedingungen behandelt. Die GFP-Expression der pIL8-GFP A549-Zellen in den Mikro-
kavitäten wurde mittels fluoreszenzmikroskopischer Langzeitmikroskopie analysiert und der prozentuale 
Anteil GFP-exprimierender Zellen digital (analySIS) quantifiziert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil GFP-
exprimierender pIL8-GFP A549-Zellen in Abhängigkeit von der Expositionsdauer. Die Ergebnisse sind als 
Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten ± SD dargestellt.* Die Proben unterscheiden sich 
signifikant verglichen mit der unbehandelten Kontrolle (p < 0,01; Mann-Whitney U Test). 
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SC10, das in den vorherigen Experimenten bereits eine inflammatorische Reaktion 

implizierte, bedingte einen zeitabhängigen Anstieg des Anteils GFP-exprimierender pIL8-

GFP A549-Zellen in der Mikrokavität. Nach 26 Stunden sank der prozentuale Anteil 

fluoreszenter Zellen und erreichte nach 46 Stunden das Fluoreszenzlevel der 

unbehandelten Kontrolle (Abbildung 5-37). Beobachtet wurde eine morphologische 

Veränderung der mit SC10 inkubierten Zellen. Der Anteil GFP-exprimierender GC10-

behandelter pIL8-GFP A549-Zellen lag nach 24 Stunden auf dem Niveau der 

unbehandelten Kontrolle. Nach 30 Stunden stieg der GFP-Anteil auf 12,9 % ± 4,1 % 

und variierte in den darauf folgenden 16 Stunden zwischen 9,8 % ± 2,5 % und 

15,8 % ± 0,5 % (Abbildung 5-37). 

Validierung des pIL8-GFP A549-basierten in vitro Systems anhand von Herpes-

simplex-Viren 

Neben der Validierung des miniaturisierten Systems als in vitro System zur nanotoxiko-

logischen Analyse war der Nachweis der Anwendung des nichtinvasiven in vitro Systems 

zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Virusinfektionen und proinflam-

matorischen Zellreaktionen zu erbringen. Als Modell für die Validierung des 

entwickelten MKC-basierten in vitro Systems wurde das Herpes-simplex-Virus Typ1 

(HSV1) verwendet. Die Morphologie der HSV1 konnte mittels Rasterelektronenmikro-

skopie visualisiert werden (Abbildung 5-38). 

 

 

Abbildung 5-38 Rasterelekronenmikroskopische Aufnahmen des Virenstamms Herpes-simplex-Virus Typ1 

(HSV1).  

(a) Übersicht über goldbesputterte HSV1. (b) Zwei goldbesputterte Herpes-simplex-Virionen Typ1. Die 
helle gepunktete Struktur auf der Virionoberfläche entstand durch die Gold-Nanopartikel mit denen die 
Viren vor der REM-Analyse besputtert wurden. 

 

Zuerst musste geklärt werden, ob das als Virusmodell verwendete HSV1 auch in der 

transfizierten Reporterzelllinie pIL8-GFP A549 den für HSV1 charakteristischen zyto-
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phatischen Effekt (CPE) auslöst. Im Vergleich zu den als Standardzelllinie für HSV1-Repli-

kationen beschriebene Vero-Zellen führte HSV1 auch in den pIL8-GFP A549-Zellen nach 

24stündiger Inkubation mit MOI 0,14 zu einer charakteristischen Ausbildung von 

Synzytien (Abbildung 5-39). Dieser Effekt verstärkte sich über die dreitägige Inkubation. 

Beobachtet werden konnte, dass in Vero-Zellen nach drei Tagen eine Synzytienbildung 

komplett ausgeprägt war (Abbildung 5-39a). Dieses Stadium konnte in pIL8-GFP A549-

Zellen bereits nach zweitägiger Exposition beobachtet werden. Eine längere 

Inkubationszeit führte zum Abkugeln der Zellen (Abbildung 5-39 Bild b2). In der 

Mikrokavität konnte die Ausbildung des CPE in pIL8-GFP A549-Zellen ebenfalls hellfeld-

mikroskopisch detektiert werden (Abbildung 5-39 Bild c2). 

 

 

Abbildung 5-39 Synzytienbildung von pIL8-GFP A549-Zellen nach HSV1-Inkubation. 

Konfluente Vero-Zellen oder pIL8-GFP A549-Zellen wurden in 12-Loch-Mikroplatten (a, b) und den 
Mikrokavitäten (c) mit HSV1 (MOI 0,14) für drei Tage behandelt. Die Synzytienbildung wurde an Tag 1 
und Tag 3 hellfeldmikroskopisch dokumentiert. 

 

Somit war geklärt, dass HSV1 auch in der transfizierten Reporterzelllinie pIL8-GFP A549 

sowohl im Standardkulturgefäß als auch in der Mikrokavität den für HSV1 charakteris-

tischen CPE induziert. 

Anschließend wurde geprüft, ob unter Anwendung des nichtinvasiven MKC-basierten 

in vitro Systems virale proinflammatorische Reaktionen detektiert werden können. 

pIL8-GFP A549-Zellen wurden in einer 96-Loch-Mikroplatte und der Mikrokavität mit 

MOI 0,14 HSV1 für 48 Stunden behandelt. Die induzierte GFP-Expression der pIL8-GFP 

A549-Zellen im Standardkulturgefäß wurde durch Analyse der Fluoreszenzintensität 

quantifiziert. Mittels fluoreszenzmikroskopischer Analyse erfolgte die Detektion der GFP-
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exprimierenden Zellen in der Mikrokavität. Unter Anwendung der standardisierten 

Methode stieg die Fluoreszenzintensität nach HSV1-Behandlung der IL8-GFP A549-

Zellen im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle um 12,4 % ± 3,2 % (Abbildung 

5-40). Mittels des miniaturisierten Verfahrens wurde eine Steigerung der GFP-Expression 

um 30,2 % ± 17,1 % festgestellt (Abbildung 5-40). 

 

 

Abbildung 5-40 GFP-Expression HSV1-behandelter pIL8-GFP A549-Zellen in der Mikrokavität. 

pIL8-GFP A549-Zellen wurden parallel in einer 96-Loch-Mikroplatte und der Mikrokavitäten mit HSV1 
(MOI 0,14) für 48 Stunden behandelt. Im Anschluss wurde die GFP-Expression der pIL8-GFP A549-Zellen 
in der Mikroplatte fluoreszenzspektrometrisch (ex. 485 nm/ em. 535 nm), in den Mikrokavitäten 
fluoreszenzmikroskopisch (ex. 470 nm/ em. 525 nm) analysiert. Der prozentuale Anteil GFP-
exprimierender Zellen in den Mikrokavitäten wurde mit Hilfe der Software analySIS ermittelt. Dargestellt 
ist der prozentuale Anteil der GFP-Expression pIL8-GFP A549-Zellen im Vergleich zu der unbehandelten 
Kontrolle (Änderung zur Kontrolle / %). Die Ergebnisse sind als Mittelwert aus sieben unabhängigen 
Experimenten ± SD dargestellt. 

 

Für nanotoxikologische Fragestellungen erwies sich das MKC-basierte in vitro System als 

geeignetes System zur schwellenwert- und zeitabhängigen Detektion inflammatorischer 

Effekte. Es war zu klären, ob sich das miniaturisierte System ebenfalls für die Detektion 

schwellenwert- und zeitabhängiger viraler inflammatorischer Effekte eignet. Zur Unter-

suchung eines zeitabhängigen Entzündungsprozesses wurden pIL8-GFP A549-Zellen für 

24 und 48 Stunden unter physiologischen Bedingungen in den Mikrokavitäten mit 

TNF-α (Positivkontrolle) und HSV1 (MOI 0,14) behandelt. Im Anschluss wurde die GFP-

Expression der pIL8-GFP A549-Zellen in den Mikrokavitäten fluoreszenzmikroskopisch 

analysiert und der prozentuale Anteil GFP-exprimierender Zellen softwareunterstützt 

ermittelt. Vergleichend zu der unbehandelten Kontrolle führte TNF-α nach 24 Stunden 

zu 44,8 % ± 4,3 % und nach 48 Stunden zu 51,4 % ± 6,3 % GFP-exprimierender pIL8-

GFP A549-Zellen (Abbildung 5-41a).  
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Im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle führte HSV1 nach 24 Stunden zu 

20,2 % ± 6,3 % und nach 48 Stunden zu 30,2 % ± 17,1 % GFP-exprimierender pIL8-

GFP A549-Zellen (Abbildung 5-41a). Zur Untersuchung der Quantifizierung einer 

konzentrationsabhängigen HSV1-induzierten Inflammationsreaktion wurden pIL8-GFP 

A549-Zellen in der Mikrokavität mit HSV1 (MOI 0,0014-0,14) für 48 Stunden behandelt. 

Es konnte kein signifikanter Anstieg der GFP-Expression quantifiziert werden (Abbil-

dung 5-41b).  

 

 

Abbildung 5-41 Einfluss von HSV1 auf die Inflammation von pIL8-GFP A549-Zellen in der Mikrokavität.  

(a) pIL8-GFP A549-Zellen wurden in den Mikrokavitäten für 24 und 48 Stunden mit TNF-α und HSV1 
(MOI 0,14) behandelt. Im Anschluss wurde die GFP-Expression der pIL8-GFP A549-Zellen in den 
Mikrokavitäten fluoreszenzmikroskopisch (ex. 470 nm/em. 525 nm) analysiert und der prozentuale Anteil 
GFP-exprimierender Zellen digital (analySIS) ermittelt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil GFP-
exprimierender pIL8-GFP A549-Zellen im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle. (b) pIL8-GFP A549-
Zellen wurden in den Mikrokavitäten mit HSV1 (MOI 0,0014 – 0,14) für 48 Stunden behandelt. Im 
Anschluss wurde die GFP-Expression der pIL8-GFP A549-Zellen in den Mikrokavitäten fluoreszenz-
mikroskopisch (ex. 470 nm/em. 525 nm) analysiert und der prozentuale Anteil GFP-exprimierender Zellen 
digital (analySIS) ermittelt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil GFP-exprimierender pIL8-GFP A549-Zellen 
im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle. Die Ergebnisse sind als Mittelwert aus sieben unabhängigen 
Experimenten ± SD dargestellt. 
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5.3.2 Evaluierung des stammzellbasierten in vitro Systems 

Um das entwickelte MKC-basierte in vitro System zu validieren und dessen Sensitivität 

zu bestätigen, wurde der adipogene Differenzierungsprozess von hMSCs als Parameter 

herangezogen. 

hMSCs wurden in einer 96-Loch-Mikroplatte und der Mikrokavität des MKCs adipogen 

differenziert. Nach Abschluss der Adipogenese wurde der Anteil adipogen differen-

zierter hMSCs quantifiziert. In der 96-Loch-Mikroplatte lag der Anteil adipogen differen-

zierter hMSCs bei 44,5 % ± 11,0 %, in der Mikrokavität wurde ein Anteil von 

47,5 % ± 12,4 % erreicht (Abbildung 5-42). 

Festzuhalten ist, dass die Adipogenese in den Mikrokavitäten bereits nach 18 Tagen eine 

starke Ausbildung reifer Lipidvakuolen in den Zellen aufwies und deshalb beendet 

wurde. Die adipogene Differenzierung in der 96-Loch-Mikroplatte erreichte diesen 

Status erst nach 21 Tagen.  

Nachdem belegt werden konnte, dass sich das Differenzierungspotenzial und die mor-

phologische Struktur der in Mikrokavitäten sowie in einer 96-Loch-Mikroplatte 

differenzierten hMSCs nicht voneinander unterschied (Abbildung 5-42a und 5-42b), 

wurde der Einfluss von GC80 auf hMSCs während der adipogenen Differenzierung 

mittels des MKC-basierten Systems untersucht. 

 

 

Abbildung 5-42 Prozentualer Anteil adipogen differenzierter hMSCs in der Mikrokavität.  

hMSCs wurden in einer 96-Loch-Mikroplatte und der Mikrokavität 18 Tage adipogen differenziert. Im 
Anschluss wurde das adipogene Potenzial der hMSCs hellfeldmikroskopisch analysiert und der 
prozentuale Anteil der Adipozyten mit der Software analySIS ermittelt. (a) Hellfeldmikroskopische Auf-
nahme adipogen differenzierter hMSCs in einer 96-Loch-Mikroplatte. (b) Hellfeldmikroskopische Auf-
nahme adipogen differenzierter hMSCs in einer Mikroplatte. (c) Dargestellt ist der relative Anteil 
adipogen differenzierter hMSCs im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle (Änderung zur Kontrolle / 
%). 
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Hellfeldmikroskopische Aufnahmen nach 14tägiger chronischer GC80-Exposition 

belegten eine starke Interaktion der Gold-Nanopartikel mit den hMSCs. Trotz starker 

GC80-Interaktion bildete ein Großteil der hMSCs Lipidvakuolen aus (Abbildung 5-43). 

Im Vergleich zu den GC80-unbehandelten adipogen differenzierten hMSCs (Abbil-

dung 5-43a) zeigten die GC80-inkubierten adipogen differenzierten hMSCs keine 

morphologischen Veränderungen auf. Trotz der chronischen Exposition mit GC80 

bildeten die adipogen differenzierenden hMSCs die charakteristische sphärische Mor-

phologie aus (Abbildung 5-43b und 5-43c).  

 

 

Abbildung 5-43 Hellfeldmikroskopische Aufnahmen GC80-behandelter adipogen differenzierter hMSCs in 

der Mikrokavität. 

hMSCs wurden während der 14tägigen adipogenen Induktion in der Mikrokavität mit 22,8 µg/ml GC80 
behandelt. (a) Unbehandelte adipogen differenzierte hMSCs. (b und c) GC80-inkubierte adipogen 
differenzierte hMSCs. Deutlich sichtbar sind die während der Adipogenese gebildeten Lipidvakuolen sowie 
GC80-Agglomerate (schwarze Bereiche). 

 

Verglich man den Einfluss von GC80 auf hMSCs während der adipogenen Differenzie-

rung in den unterschiedlichen Zellkulturgefäßen, lag der Anteil adipogen differenzierter 

hMSCs nach 14tägiger Exposition mit GC80-supplementiertem Differenzierungsmedium 

in der 96-Loch-Mikroplatte bei  43,6 % ± 9,7 % (Abbildung 5-44), in der Mikrokavität 

hingegen bei 57,4 % ± 13,2 % (Abbildung 5-44). 
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Abbildung 5-44 Prozentualer Anteil GC80-behandelter Adipozyten in der Mikrokavität und der 96-Loch-

Mikroplatte. 

hMSCs wurden während der adipogenen Differenzierung in einer 96-Loch-Mikroplatte und der 
Mikrokavität für 14 Tage mit 22,8 µg/ml GC80 inkubiert. Im Anschluss wurde der Anteil GC80-
behandelter Adipozyten hellfeldmikroskopisch analysiert und der prozentuale Anteil digital (analySIS) 
ermittelt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil GC80-interagierter Adipozyten im Vergleich zu der 
unbehandelten Kontrolle (Änderung zur Kontrolle / %).  

 

5.3.3 Korrelation von Zellreaktionen und Nanopartikellokalisation 

Bisher wurde bewiesen, dass sich mit Hilfe des miniaturisierten Zellkulturgefäßes die 

Analyse nanopartikulärer und viraler Effekte reproduzierbar realisieren lassen. Weiterhin 

konnte eine stärkere Sensitivität des miniaturisierten in vitro Systems gegenüber den 

konventionellen in vitro Systemen belegt werden. 

In diesem Zusammenhang war zu klären, in wie fern eine schnelle Wiederfindung 

individueller Zellen in der Mikrokavität mittels optischer Verfahren gewährleistet werden 

konnte. In den vorherigen MKC-basierten Experimenten bestätigte sich die erleichterte 

Wiederfindung individueller in der Mikrokavität kultivierten pIL8-GFP A549-Zellen. Der 

Vergleich der phasenkontrastmikroskopischen (Abbildung 5-45a) und der raster-

elektronenmikroskopischen Aufnahme einer Mikrokavität (Abbildung 5-45b) ließen eine 

1:1-Korrelation individueller Zellen zu. Der Vorteil des MKC-basierten in vitro Systems 

besteht darin, dass die komplette Zellkulturfläche in einem Bildausschnitt 

(888 µm x 666 µm) sichtbar ist. Zur Untersuchung der Korrelation der Nanopartikel-

menge, die in individuellen Zellen einen inflammatorischen Effekt induziert, wurden 

pIL8-GFP A549-Zellen mit 30 µg/ml GC10 oder SC10 für 24 Stunden inkubiert und im 

Anschluss hellfeld- und fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert. 
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Abbildung 5-45 Mikroskopische Aufnahmen adhärenter pIL8-GFP A549-Zellen in der Mikrokavität.  

pIL8-GFP A549-Zellen wurden 48 Stunden unter physiologischen Bedingungen in der Mikrokavität 
kultiviert. (a) Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme adhärenter pIL8-GFP A549-Zellen auf der SixNy-
Membran der Mikrokavität. (b) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme adhärenter pIL8-GFP A549-
Zellen auf der SixNy-Membran und den Flanken der Mikrokavität. (c) Vergrößerung des in Bild b markier-
ten Bereichs. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer pIL8-GFP A549 Zelle auf der SixNy-Mem-
bran der Mikrokavität. 

 

In den hellfeldmikroskopischen Aufnahmen war die Agglomeration sowohl der GC10 als 

auch der SC10 deutlich als schwarze Bereiche zu erkennen (Abbildung 5-46 Bild a1 und 

Bild a2). Im Gegensatz zu SC10 führte die GC10-Exposition zu einer stärkeren 

Agglomeration der Partikel. Diese verteilten sich inhomogen auf der SixNy-Membran der 

Mikrokavität. 

 

Abbildung 5-46 Mikroskopische Aufnahmen SC10- oder GC10-inkubierter pIL8-GFP A549-Zellen in der 

Mikrokavität.  

pIL8-GFP A549-Zellen wurden 48 Stunden unter physiologischen Bedingungen mit 30 µg/ml (1) GC10 
oder (2) SC10 in der Mikrokavität behandelt. (a) Hellfeldmikroskopische Aufnahmen. Nanopartikel-
agglomerate sind als schwarze Bereiche sichtbar. (b) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen. GFP-
exprimierende und somit inflammatorische Zellen fluoreszieren grün. (c) Die Überlagerung der hellfeld- 
und der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen beweist, dass unter Anwendung des MKCs eine 
eindeutige Zuordnung der Inflammation zu individuellen Zellen möglich ist. 
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Durch Überlagerung der hellfeldmikroskopischen (Abbildung 5-46 Bild a1 und Bild a2) 

und der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme (Abbildung 5-46 Bild b1 und Bild b2) 

der in den Mikrokavitäten mit GC10 und SC10 behandelten pIL8-GFP A549-Zellen 

konnte die zelluläre Interaktion von Nanopartikelagglomeraten mit der Induktion 

inflammatorischer Prozesse individueller Zellen in der Mikrokavität verglichen werden 

(Abbildung 5-46 Bild c1 und Bild c2). Die Untersuchung individueller GC10-behandelter 

pIL8-GFP A549-Zellen wies eine deutliche inhomogene Nanopartikelinteraktion mit den 

individuellen Zellen auf. Es konnten GFP-exprimierende pIL8-GFP A549-Zellen beob-

achtet werden die mit vielen (Abbildung 5-47a), wenigen (Abbildung 5-47a) oder kaum 

(Abbildung 5-47 Bild b-d) Nanopartikelagglomerate interagierten. Jedoch wiesen auch 

nicht fluoreszierende pIL8-GFP A549-Zellen Interaktionen mit unterschiedlich großen 

GC10-Agglomeraten auf (Abbildung 5-47 Bild a-c). 

Im Gegensatz zu GC10 konnte eine homogenere Verteilung der SC10-Nanopartikel pro 

Zelle beobachtet werden (Abbildung 5-47e und Abbildung 5-47f). 

Die Ergebnisse zeigten deutlich, dass sich das miniaturisierte in vitro System eignet, um 

spezifische Reaktionen individueller adhärenter Zellen einer Kultur auf einer definierten 

Fläche über einen langen Zeitraum permanent zu beobachten, zu charakterisieren und 

zu quantifizieren. 

 

 

Abbildung 5-47 Mikroskopische Aufnahmen individueller GC10- oder SC10-inkubierter pIL8-GFP A549-

Zellen in der Mikrokavität.  

pIL8-GFP A549-Zellen wurden 48 Stunden unter physiologischen Bedingungen mit 30 µg/ml (a-d) GC10 
oder (e, f) SC10 in der Mikrokavität behandelt. Die hellfeldmikroskopischen und fluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen der GC10-inkubierten pIL8-GFP A549-Zellen wurden überlagert. (a-d) 
Ausschnitte individueller GC10-behandelter pIL8-GFP A549-Zellen. Neben GFP-exprimierenden pIL8-GFP 
A549-Zellen mit denen viele Nanopartikel interagieren, konnten auch pIL8-GFP A549-Zellen beobachtet 
werden die mit wenigen oder kaum Nanopartikelagglomerate interagieren. (e und f) Überlagerung der 
hellfeld- und fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen SC10-inkubierter pIL8-GFP A549-Zellen. Auch hier 
konnte keine Korrelation zwischen Nanopartikelmenge und Fluoreszenzintensität der Zelle nachgewiesen 
werden. 
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6 Diskussion 

Die Internationale Organisation für Normierung (ISO) und die ASTM International 

erarbeiten derzeit Grundlagen für eine vereinheitlichte Nomenklatur von nanoskaligen 

Objekten. In der Regulierung der Europäischen Kommission fallen Nanomaterialien unter 

die Bestimmungen von REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of 

Chemicals, EU-Chemikalienverordnung EG 1907/2006). Allerdings existieren bisher keine 

Richtlinien zur standardisierten Prüfung von nanopartikulärem Material 4. Bei den bisher 

zur Toxizitätsanalyse von nanopartikulären Formulierungen angewendeten in vitro 

Methoden handelt es sich um normierte in vitro Verfahren, die zum heutigen Stand der 

Technik in Anlehnung an die Norm ISO 10993 (Biologische Beurteilung von Medizin-

produkten) durchgeführt werden 152.   

Studien zur Bestimmung der Toxizität von nanopartikulären Materialien unter Anwen-

dung der in der ISO Norm 10993 beschriebenen Testverfahren zeigen eine starke 

Interaktion der Nanopartikel mit Analysereagenzien der standardisierten Toxizitätstests 
154, 290. Aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften können Nanopartikel Licht 

absorbieren und somit das Ergebnis absorptionsspektrometrischer Messungen verfäl-

schen. Weiterhin können nanopartikuläre Systeme unter physiologischen Bedingungen 

beispielsweise durch Interaktion mit Analyseparametern oder Adsorption von Proteinen 

zu einer Änderung des detektierten Signals führen und somit das Messergebnis der 

standardisierten in vitro Toxizitätsverfahren  verändern 157-160. 

Aus diesen Gründen besteht zur Risikobewertung von Nanomaterialien die dringende 

Notwendigkeit einer Adaption existierender Toxizitätstests und die Entwicklung neuer 

sensitiver in vitro Testsysteme, die an die Eigenschaften der Nanopartikel angepasst sind 

und sich eignen subtoxische nanopartikelinduzierte Effekte zu quantifizieren. Dabei 

steht die nichtinvasive permanente Detektion zellulärer Prozesse einzelner adhärenter 

Zellen im Vordergrund. Auch im Zusammenhang mit der europäischen Chemikalien-

verordnung REACH 1, besteht der Bedarf nach neuen in vitro Systemen zur nicht-

invasiven Erfassung nanopartikulärer Effekte auf zellulärer Ebene. 

Neben der Beeinflussung der standardisierten in vitro Methoden durch die nanopartikel-

spezifischen Eigenschaften basiert eine Vielzahl der bisher zu Toxizitätsuntersuchungen 

angewendeten ISO-standardisierten in vitro Techniken auf der Analyse von Zellpopula-

tionen, bestehend aus mehreren tausend Zellen. Diese Verfahren liefern nur einen 

Durchschnittswert der individuellen Zellreaktionen und können so zu Fehlinterpreta-

tionen führen, da sie individuelle Variationen der einzelnen Zellreaktionen verdecken. 

Vor diesem Hintergrund und der Diskussion der Veränderung einer individuellen Zelle als 

Ursache vieler Krankheiten (Krebsstammzelle) 227, war daher das Ziel dieser Arbeit die 
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Entwicklung und Validierung eines nichtinvasiven miniaturisierten in vitro Systems zur 

Erfassung nanopartikulärer und viraler Effekte auf zellulärer Ebene. 

 

6.1 Entwicklung eines miniaturisierten in vitro Systems 

Das Ziel war, eine kleine definierte, aber statistisch signifikante, Zellzahl in 2-D-Kultur in 

einem miniaturisierten Zellkulturgefäß zu kultivieren, wobei das physiologische Zellver-

halten gewährleistet sein sollte. Zusätzlich sollten unter Anwendung des miniaturisierten 

Zellkulturgefäßes mikroskopische Aufnahmen mit besserer optischer Qualität im 

Vergleich zu den konventionellen Zellkulturgefäßen erzielt werden. Hierbei sollten die 

Nachteile die bei der Nutzung von Standardzellkulturgefäßen auftreten wie beispiels-

weise Randeffekte, Eigenfluoreszenz des Materials und das zeitintensive Analysieren der 

gesamten Zellkulturfläche minimiert werden. 

Basierend auf einem Siliziumwafer, wurde ein Mikrokavitätenchip hergestellt. Die Mikro-

kavitäten besaßen eine 800 nm dünne transparente Siliziumnitridmembran mit einer 

Wachstumsfläche von 0,27 mm² und wurden erfolgreich als miniaturisierte Zellkultur-

gefäße genutzt. Mit Hinblick auf die Anwendung des Mikrokavitätenchips als Hoch-

durchsatz-Screeningsystem erzielte man durch Kombination des Mikrokavitätenchips mit 

einem Array-Adapter die Möglichkeit 252 miniaturisierte Zellkulturgefäße innerhalb 

kurzer Zeit zu dokumentieren. Die Zellkulturfläche des miniaturisierten in vitro Systems 

wurde im Vergleich zu den herkömmlich genutzten 96-Loch-Mikroplatten um das 

126fache reduziert. Die daraus resultierende Volumenverringerung der Mikrokavität 

ergab ein tausendfach kleineres Volumen (0,1 µl) gegenüber den bei Toxizitätsanalysen 

konventionell verwendeten Gefäßen wie beispielsweise den 96-Loch-Mikroplatten 

(100 µl). In der Kombination des Mikrokavitätenchips mit einem Silikonaufsatz konnte 

das Volumen des Mediums oberhalb der Mikrokavität erweitert und somit das 

Verdunsten des Zellkulturmediums in den Mikrokavitäten reduziert und die Kultivie-

rungsdauer ohne erneute Mediumzugabe erhöht werden. An dem Beispiel des Volu-

mens wird deutlich, dass unter Anwendung des Mikrokavitätenchips eine deutliche 

Ersparnis der Testsubstanzen, der Analysereagenzien sowie der Zellkulturmedien erzielt 

werden kann. Hinzu kommt der zeitliche Gewinn während der optischen Dokumenta-

tion der gesamten Zellpopulation auf der Zellkulturfläche. Während das rasterartige 

Dokumentieren der in einem Segment einer 96-Loch-Mikroplatte kultivierten Zell-

population mehrere Stunden in Anspruch nimmt, lassen sich unter Anwendung des 

Arraysystems in weniger als 40 Minuten in 252 separaten Mikrokavitäten Zellkulturen 

dokumentieren. Ein weiterer Vorteil der Mikrokavität ist, dass sie sich in einem mikros-

kopischen Bildausschnitt der Maße 888 µm x 666 µm die gesamte Zellkulturfläche der 
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Mikrokavität abbilden lässt und dadurch eine schnellere Datengenerierung und zusätz-

lich eine Zuordnung der Zellreaktionen zu den individuellen Zellen erreicht wird. 

Weiterhin lassen sich Variationen innerhalb der Zellkultur unter Anwendung des 

Mikrokavitätenchips schneller und sensitiver erfassen.      

Ein weiterer wichtiger zu untersuchende Aspekt war das Zellverhalten während der 

Kultivierung in den Mikrokavitäten. Im Vergleich zu Toxizitätstests in 96-Loch-

Mikroplatten, bei denen in einem Segment der Mikroplatte 10 000 Zellen eingesetzt 

werden, besteht eine Zellpopulation in der Mikrokavität aus maximal 300 Zellen. Vor 

diesem Hintergrund war die Frage von besonderem Interesse, ob die Miniaturisierung 

der Zellkulturfläche und dadurch die Reduktion der Zellzahl sich negativ auf das 

Zellverhalten auswirkt, da sich in Studien anderer Arbeitsgruppen zeigte, dass sich das 

Verhalten individueller isolierter Zellen von dem einer Zellpopulation unterscheidet 249-251. 

Fritzpatrick und Leong konnten durch Quantifizierung des Hormons Parathyrin eine 

höhere Sensitivität isolierter Zellen feststellen 249. Weiterhin erkannten Sun et al. einen 

Zusammenhang zwischen Zelldichte und Hormonsekretion 251. Eine Senkung der 

Hormonsekretion isolierter Zellen im Vergleich zu der Hormonsekretion einer 

Zellpopulation wurde von Petrasek et al. beschrieben 250. Vergleichende Experimente der 

vorliegenden Arbeit zur Detektion einer nanopartikelinduzierten Inflammation konnten 

jedoch belegen, dass die Miniaturisierung der Zellkulturfläche sowie die Reduktion der 

Zellzahl keinen negativen Einfluss auf die Analyse und Quantifizierung der partikel-

induzierten Effekte haben. 

Bestehende nichtinvasive Verfahren zur Einzelzellanalyse berücksichtigen genau diese 

Zusammenhänge nicht. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit das Ziel verfolgt, 

Reaktionen einzelner Zellen nichtinvasiv zu quantifizieren, wobei sich die Zellen während 

der Charakterisierung nicht als Einzelzellen in Suspension, sondern adhärent auf der 

Siliziumnitridmembran der Mikrokavität befanden. Existierende Technologien zur 

Untersuchung einzelner Zellen wie Kapillarelektrophorese (2-D, 3-D), Polymerase 

Kettenreaktion 242, Elastographie, Einzelzell-Gelelektrophorese oder immunzytologische 

Färbungen, stellen invasive und zeitintensive Methoden dar 231, 234-237, 239, 240, 243, 291, 292. Des 

Weiteren benötigt man bei der Anwendung vorhandener molekularbiologischer und 

proteinbiochemischer Techniken zur Analyse einzelner Zellen eine große Anzahl an 

Zellen als Ausgangsmaterial. Diese liegen während der Untersuchung allerdings nicht 

mehr als adhärente Kultur in den Zellkulturgefäßen vor, sondern meist in Suspension. 

Dieses Stadium widerspiegelt nicht den physiologischen Zustand adhärenter Zellen. 

Außerdem könnten durch zusätzliche Trypsinierungsprozesse die Zellen physiologisch 

geschädigt werden und somit metabolische Änderungen erfahren 246, 248, 293. Um 

physiologische Änderungen der Zelle zu vermeiden und eine nichtinvasive Detektion 
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spezifischer zellulärer Prozesse adhärenter Zellen zu gewährleisten, wurde eine kleine 

in vitro Kultur bestehend aus 250 - 300 Zellen verwendet, da diese im Vergleich zu 

Einzelzellanalysetechniken physiologischere Bedingungen simuliert und durch die 

Kombination des miniaturisierten Zellkulturgefäßes mit einer Reporterzelllinie eine 

nichtinvasive Untersuchung spezifischer zellulärer Reaktionen garantiert. 

Die mittels genetischer Veränderungen aus humanen Lungenepithelzellen generierte 

Reporterzelllinie pIL8-GFP A549 exprimiert, durch die Kopplung der humanen 

Interleukin-8-Promotorsequenz mit dem GFP-Reportergen, bei Aktivierung des Inter-

leukin-8-Promotors das grün fluoreszierende Protein GFP. Somit eignet sich diese 

Zelllinie in Kombination mit dem miniaturisierten Zellkulturgefäß als neues, nichtinva-

sives in vitro System zur Analyse spezifischer Entzündungsreaktionen von adhärenten 

Zellen. Bei der Anwendung der Reporterzelllinie pIL8-GFP A549 bedarf es keiner Zugabe 

von Analysereagenzien, deshalb bleiben Interaktionen der getesteten Substanzen wie 

Nanopartikel oder Viren mit den Analysereagenzien aus und es kommt zu keiner 

unbeabsichtigten Änderung des quantifizierten Signals und somit zu keiner nanopar-

tikelinduzierten Verfälschung des Testergebnisses. 

Weiterhin lässt das entwickelte miniaturisierte in vitro System eine Zuordnung der 

Zellreaktionen zu individuellen Zellen der Kultur zu und berücksichtigt somit individuelle 

Variationen in vitro. Da sich in vitro Zellen markant voneinander unterscheiden, trägt das 

neue in vitro System dazu bei, dynamische Zellvariationen zu berücksichtigen. Somit 

repräsentiert das Ergebnis eine Situation, die näher an der realen in vitro Situation liegt, 

als die Detektion eines Durchschnittswertes wie es bei 96-Loch-Mikroplatten-basierten 

Systemen der Fall ist. 

Im Vergleich zu makroskaligen Kulturgefäßen bietet der Mikrokavitätenchip die 

Möglichkeit der Kultivierung, Langzeitbeobachtung und Manipulation einer kleinen Zell-

zahl auf einer definierten begrenzten Zellkulturfläche. Individuelle Zellen können mit 

diesem nichtinvasiven System einfach verfolgt und spezifische Reaktionen quantifiziert 

werden. Dynamische Einzelzellkulturarrays separierter isolierter Zellen lassen zwar die 

Detektion der Reaktion der isolierten Zellen zu, simulieren aber nicht die physiologischen 

Bedingungen einer Zelle in 2-D-Kultur 264. Zum gegenwärtigen Stand der Forschung 

existieren nur wenige Mikrosysteme zur nichtinvasiven Analyse spezifischer Einzelzell-

reaktionen mittels optischer Methoden 257, 265-268, 294-296. Es konnte bereits gezeigt werden, 

dass sich humane Zellen auf miniaturisierten Flächen kultivieren und differenzieren 

lassen 267, 297-300. Prokop et al. beschrieben einen Nanoliter-Bioreaktor für Langzeit-

kultivierung von Säugerzellen sowie der Charakterisierung der Zelladhäsion und der 

Detektion von Viabilität, Apoptose und Morphologieänderungen 217. Stangegaard et al. 

beschrieben einen  Polymethylmethacrylat-Chip als Mikrozellkultursystem mit einer Zell-
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kulturfläche von 99 mm² 268. Hinsichtlich Proliferation und osteogener Differenzierung 

humaner Stammzellen untersuchten Gomez-Sjöberg et al. ein mikrofluidisches Zellkul-

tursystem aus Polydimethylsiloxan, mit 96 unabhängigen Zellkulturgefäßen mit einer 

Wachstumsfläche von 0,9 mm x 1,12 mm 266. 

Mit einer Zellkulturfläche von 0,27 mm² stellt der Mikrokavitätenchip zum gegenwär-

tigen Zeitpunkt eines der kleinsten Zellkulturgefäße dar. Die in der vorliegenden Arbeit 

durchgeführten Studien beweisen eine Biokompatibilität der Siliziumnitridmembran. 

Neben humanen epithelialen Lungenfibroblasten proliferierten humane mesenchymale 

Stammzellen, auch eine adipogene Differenzierung der humane mesenchymale 

Stammzellen und eine neuronale Differenzierung von neuronalen Vorläuferzellen konnte 

erstmals erfolgreich in den Mikrokavitäten durchgeführt werden. Trotz intensiver 

Literaturrecherche sind nur wenige Publikationen zur Kultivierung neuronaler Netzwerke 

und zu der Differenzierung humaner Stammzellen in Mikrokulturgefäßen bekannt 266, 267. 

Die Vitalität der in dem entwickelten Mikrokavitätenchip kultivierten Zellen lag im 

Bereich der Vitalität der in Standardzellkulturgefäßen proliferierenden Zellen. Auch die 

Morphologie der Zellen in der Mikrokavität und in konventionellen Kulturgefäßen ver-

hält sich identisch.  

Zur Entwicklung eines in vitro Systems zur nichtinvasiven Quantifizierung nanopartiku-

lärer Inflammationsreaktionen individueller Zellen in einem Zellverband wurde eine 

Reporterzelllinie generiert, deren Interleukin-8-gekoppelte GFP-Expression als Marker für 

eine nanopartikelbedingte Inflammation genutzt wurde. Die Kombination von stabil 

transfizierten Reporterzellen, dem Mikrokavitätenchip und optischen Analysemethoden 

stellt einen innovativen Ansatz für neue in vitro Methoden zur Detektion zellulärer 

Prozesse einzelner Zellen in einer adhärenten Zellkultur dar. Da die Nanopartikel-

inhalation einen der bedeutendsten Nanopartikel-Expositionswege darstellt, wurden als 

Zellsystem für die neue in vitro Nanotoxizitätsmethode humane Lungenkarzinomzellen 

herangezogen. Aus A549-Zellen, isoliert aus humanem bronchialem Lungen-

epithelgewebe, wurde mittels genetischer Veränderungen die Zelllinie pIL8-GFP A549 

generiert. Die Interleukin-8-gekoppelte GFP-Expression der immortalen A549-Zellen 

wurde durch das Einbringen des pGL3-Basisvektors mit der humanen Interleukin-8-

Promotorsequenz sowie der GFP-Sequenz erreicht. Im Vergleich zu Luciferase-expri-

mierenden Zellen 275 war die einfachere Handhabung GFP-exprimierender Zellen der aus-

schlaggebende Punkt zur Anwendung für die Validierung des Mikrokavitätenchips als 

nichtinvasives in vitro System. Erste Versuche mit der transfizierten Reporterzelllinie pIL8-

Luc A549 zeigten bei inflammatorischer Reaktion eine Abnahme der Interleukin-8-

gekoppelten Lumineszenzintensität. Hingegen nahm die Fluoreszenzintensität des expri-

mierten Proteins GFP bei inflammatorisch stimulierten pIL8-GFP A549-Zellen zu. Zur 
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mikroskopischen Quantifizierung des Entzündungsstatus eignete sich daher die pIL8-GFP 

A549 Zelllinie besser und wurde für die Evaluierung eingesetzt. Im Gegensatz zu 

konventionellen fluoreszenzbasierten Analysetechniken stellt die Kombination aus der 

Reporterzelllinie und dem Mikrokavitätenchip eine sensitivere und kosteneffizientere 

nichtinvasive in vitro Methode dar.  

Anhand der Lichtmikroskopie lassen sich Aussagen über Größe, Morphologie und 

Motilität einer Zelle treffen. Langzeitbeobachtungen der Zellen in der Mikrokavität 

ermöglichen zusätzlich zu der Bestimmung der Wachstumsrate die Beobachtung 

spezifischer Zellreaktionen und die Detektion seltener Effekte in einer definierten in vitro 

Kultur. Wie mit den Experimenten in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ermöglicht 

die Kombination aus dem Mikrokavitätenchip, den pIL8-GFP A549-Zellen und der 

Fluoreszenzmikroskopie die Quantifizierung der Intensität eines Interleukin-8-gekop-

pelten Entzündungsprozesses individueller Zellen in einem Zellmonolayer. Der Mikrokavi-

tätenchip eignet sich für fluoreszenz- und lichtmikroskopische Langzeitcharakterisie-

rungen. Weiterhin ist durch Kombination des in vitro Systems mit weiteren 

nichtinvasiven Analyseverfahren eine Multiparameteranalyse individueller Zellen in einer 

kleinen Zellpopulation schnell und kostengünstig durchführbar.  

Herkömmlich verwendete Methoden zur Quantifizierung spezifischer zellulärer Prozesse 

berücksichtigen nur einen kleinen Bereich der Gesamtpopulation und erfassen somit 

nicht die gesamten Zellen der Population oder sie dokumentieren rasterartig die großen 

Zellkulturflächen mit hohem Zeitaufwand, um sie später in einem automatisierten 

Bildverarbeitungsprogramm auszuwerten. Das hier entwickelte mikrokavitätenchip-

basierte in vitro System stellt ein ortsauflösendes Detektionsverfahren zur Korrelation der 

GFP-exprimierenden Zellen zu der gesamten Zellpopulation dar. Der Mikrokavitätenchip 

bildet einen Array aus 42 miniaturisierten Zellkulturgefäßen zur permanenten nicht-

invasiven Charakterisierung individueller Zellen in einem Zellverband.  

Bei der Entwicklung des miniaturisierten Zellkulturgefäßes lag ein weiterer Fokus auf der 

sensitiven Quantifizierung nanopartikel- oder viraler Reaktionen individueller Zellen einer 

Kultur. Im Vergleich zu dem bereits existierenden Mikrozellkultursystemen aus Poly-

methylmethacrylat oder Polydimethylsiloxan, verringert die dünne Siliziumnitridmembran 

des in der vorliegenden Arbeit entwickelten Mikrokavitätenchips den mikroskopischen 

Arbeitsabstand und führt dadurch zu einer optisch besseren Qualität der mikros-

kopischen Aufnahmen. Ein weiterer Vorteil liegt in seiner Anwendung in Kombination 

mit verschiedenen Mikroskopietechnologien wie der Lichtmikroskopie, der Fluoreszenz-

mikroskopie sowie der Rasterelektronenmikroskopie. 

Durch die Zellkulturfläche von 0,27 mm² stellt der Mikrokavitätenchip zum gegenwär-

tigen Zeitpunkt eines der kleinsten Zellkulturgefäße dar, mit einer sehr dünnen Zellkul-
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turmembran, die die Qualität der mikroskopischen Aufnahmen gegenüber Polystyrol-

membranen der konventionellen Kulturgefäße verbessert. Auch durch die Kristallstruktur 

des Siliziums, durch Ätzprozesse entstandene, trichterförmige Kavität mit einer 

quadratischen Zellkulturfläche konnten die optischen Eigenschaften im Vergleich zu 96-

Loch-Mikroplatten weiter erhöht werden. Konventionelle kreisförmige Kulturgefäße 

ermöglichen dagegen nur im zentralen Bereich der Zellkulturfläche das Fokussieren der 

Zellen. Diese Randeffekte treten in der Mikrokavität nicht auf. Die optischen Vorteile der 

Siliziumnitridmembran werden auch beim Vergleich der Eigenfluoreszenz der 

Materialien Siliziumnitrid und Polystyrol deutlich. Letzteres wies eine starke 

Eigenfluoreszenz auf, Siliziumnitrid nahezu keine. Weiterhin erhöht der durch die dünne 

Siliziumnitridmembran bedingte Arbeitsabstand eine Verbesserung der optischen 

Qualität der mikroskopischen Aufnahmen.  

Nach dem bestätigt werden konnte, dass die Miniaturisierung keinen negativen Einfluss 

auf das Zellverhalten der in den Mikrokavitäten kultivierten Zellen hat, wurde das 

miniaturisierte in vitro System validiert. 

 

6.2 Physikochemische und zytotoxikologische Partikelcharakterisierung 

Bevor das entwickelte mikrokavitätenchipbasierte in vitro System als nichtinvasives 

nanotoxikologisches Testsystem evaluiert werden konnte, mussten die zur Validierung 

verwendeten Partikel physikochemisch und biologisch charakterisiert werden.  

Neben der physikochemischen Charakterisierung war das Ziel der Untersuchungen, 

toxische Konzentrationen der Partikel zu identifizieren, um diese später zur Validierung 

des mikrokavitätenchipbasierten in vitro Systems einzusetzen.  

Aufgrund ihrer bekannten biologischen Aktivität diente nanopartikuläres Silber als 

positive Referenz, Magnetit-Partikel als negative Referenz 16, 83, 84, 105, 301. Als zusätzliches 

nanopartikuläres System sollte auf Grund der widersprüchlichen Datenlage von Gold-

Nanopartikeln deren toxisches Potenzial bestimmt werden. Die physikochemische Cha-

rakterisierung der untersuchten Gold- und Silber-Nanopartikel bestätigte die vom 

Hersteller beschriebene durchschnittliche Partikelgröße. Allerdings bewiesen transmis-

sionselektronenmikroskopische Aufnahmen morphologische Unterschiede der Nanopar-

tikel in einer Lösung. Neben der vom Hersteller beschriebenen sphärischen Morphologie 

wiesen die Partikel stäbchen- und pyramidenförmige Morphologien auf. Eine Vielzahl 

von Forschungsgruppen bestätigten die Abhängigkeit der biologischen Aktivität von der 

Partikelmorphologie 12, 15, 22, 24. Aus diesem Grund müssen bei der Interpretation der 

Ergebnisse der in vitro Toxizitätsstudien die Heterogenität der Morphologie und die 

damit verbundenen unterschiedlichen Internalisierungs- und Wirkmechanismen berück-
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sichtigt werden. Durch standardisierte Herstellungsprozesse könnten homogenere 

Partikelsuspensionen synthetisiert und dadurch oben genannte Problematik minimiert 

werden.  

In der Literatur ist nicht nur die Morphologie, sondern auch die Veränderungen der 

physikochemischen Eigenschaften wie der Oberflächenfunktionalisierung und der Par-

tikeldurchmesser als Ursache für veränderte Internalisierungsprozesse von Nanopartikeln 

und deren Zytotoxizität beschrieben 139, 140. Sowohl für die Silber-, als auch für die Gold-

Nanopartikel deckte sich die quantifizierte Oberflächenladung (Zeta-Potenzial) mit den in 

der Literatur beschriebenen Daten 91, 148, 302, 303. Untersuchungen des Zeta-Potenzials der 

Nanopartikel unter physiologischen Zellkulturbedingungen bewiesen eine Abhängigkeit 

der Oberflächenladung von dem Serumproteinanteil in der Lösung. Im Gegensatz zu der 

Nanopartikelstocklösung führte der Austausch des Lösungsmittels durch serumhaltiges 

Kulturmedium zu einer signifikanten Erhöhung des Zeta-Potenzials. Wie bereits von 

Ehrenberg et al. für Silber-Partikel gezeigt, erhöhte sich der hydrodynamische 

Durchmessers sowie die Oberflächenladung der in dieser Arbeit untersuchten Gold- und 

Silber-Nanopartikel 304. Die Gruppe um Ehrenberg diskutierte die Bindung von 

Serumproteinen als Ursache die Änderung der Oberflächenladung und des 

Partikeldurchmessers. Auch Arnida et al. konnten einen Anstieg des hydrodynamischen 

Durchmessers unmodifizierter Gold-Nanopartikel nach Inkubation mit Serumproteinen 

bestätigen 148. Neben der unspezifischen Adsorption von Proteinen und Molekülen an 

der Partikeloberfläche kann die Erhöhung des Durchmessers auch durch Aggregation 

der Nanopartikel aufgrund ihrer Oberflächenmodifikation verursacht werden und zu 

einer inhomogenen Verteilung der Nanopartikelsuspension führen. Da das 

Aggregationsverhalten eng mit dem Zeta-Potenzial verknüpft ist, würde eine spezifische 

Modifikation der Nanopartikeloberfläche die Aggregation verringern. Sowohl der 

Nanopartikeldurchmesser als auch die Oberflächenladung variieren stark in serum-

haltigem sowie serumfreien Kulturmedium. Dieser Effekt kann durch die stabilisierende 

Wirkung der Serumproteine argumentiert werden wie es bereits für Carboxyl-Partikel 

beschrieben wurde 17, 303. Eine Adsorption der Serumproteine an die negativ geladene 

Oberfläche der Nanopartikel führt zu einer Abschwächung des negativen Zeta-Poten-

zials, wie es bei den untersuchten Nanopartikeln in dieser Arbeit detektiert wurde. Eine 

weitere wichtige Rolle bei der Aggregatbildung, wie von Berg et al. beschrieben, spielt 

der pH-Wert der Zellkulturumgebung. Gleicht dieser dem isoelektrischen Punkt der 

Oberflächenladung, kommt es zur Agglomeratbildung 203. Durch Stoffwechselprozesse 

der Zellen ändern sich der pH-Wert des Zellkulturmediums und somit auch die 

Oberflächenladung der sich darin befindenden Partikel, wodurch das beobachtete Ag-

gregationsverhalten der Silber- und Gold-Nanopartikel erklärt werden könnte.  
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Das unkontrollierte Agglomerieren metallischer Nanopartikel in physiologischen Lösung-

en und im Zellkulturmedium stellt ein großes Problem der Risikoanalyse dar. Es kann 

derzeit nur durch zusätzliche Modifikationen der Partikel beeinflusst werden. Hierzu 

gehört zum Beispiel die Funktionalisierung von Nanopartikeln, die zu einer erhöhten und 

stabileren Löslichkeit in wässrigen Lösungen im Vergleich zum unmodifiziertem Roh-

material, führt 305. Weiterhin hilft eine ultraschallbasierte Behandlung der Nanopartikel-

suspensionen zur Zerstörung größerer Nanopartikelaggregate. Allerdings können durch 

diese Vorbehandlung keine Homogenisierung der Nanopartikelsuspensionen gewähr-

leistet und keine Aggregation in Zellkulturmedium vermieden werden. 

Als weitere Ursache neben der Morphologie, der Oberflächenladung und des Durch-

messers, wird das Herauslösen von Ionen aus dem Nanomaterial als weitere Ursache 

zytotoxischer Effekte diskutiert 79. Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse 

konnten das Herauslösen von Ionen aus dem Nanomaterial nicht bestätigen, da das von 

der Nanopartikelsuspensionen abzentrifugierte Lösungsmittel keinen zytotoxischen Ef-

fekt induzierte.  

Durch die Veränderung der Partikeloberfläche und der Größe der Nanopartikel, nach 

Inkubation der Nanopartikel in serumhaltigem Kulturmedium, ändern sich der  Internali-

sierungsmechanismus sowie die Intensität der zellulären Internalisierung und die 

zelluläre Verteilung der Nanopartikel innerhalb der Zellen. Die intrazelluläre Aufnahme 

und die subzelluläre Verteilung der Nanopartikel konnten in dieser Arbeit mittels 

multiphotonenbasierter Rasterlasermikroskopie nachgewiesen werden. Die Gold-

Nanopartikel mit einem Durchmesser von 10 nm reicherten sich intrazellulär an. 

Bekanntlich akkumulieren Gold-Nanopartikel dieser Größe sowohl in Vakuolen im 

Intrazellularraum der Zelle, in den Lysosomen, den Mitochondrien, als auch im Nukleus 
97, 139, 148, 149, 306-308. Da die rasterlasermikroskopischen Experimente dieser Arbeit keine 

genaue Aussage über den Aufnahmemechanismus liefern, sondern nur eine Partikelin-

ternalisierung bestätigten, wurde transmissionselektronenmikroskopisch die Internalisie-

rung und intrazelluläre Akkumulation der Gold-Nanopartikel in den humanen mesen-

chymalen Stammzellen bestätigt. Die vorliegenden Ergebnisse belegen eindeutig, dass 

die untersuchten Nanomaterialien von verschiedenen Zelltypen aufgenommen werden 

können, wobei die genauen Internalisierungsmechanismen bis zum jetzigen Zeitpunkt 

weitestgehend ungeklärt sind. Als Aufnahmemechanismus für metallische Nanopartikel 

werden Endozytose, Phagozytose und aktive rezeptorvermittelte Transporte disku-

tiert 309. Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen der vorliegenden Arbeit 

deuten auf eine endozytotische Aufnahme der Gold-Nanopartikel hin wie sie bereits für 

Titanoxid-Partikel diskutiert wurde 310. Die Endozytose wird mit der Partikeloberfläche, 

Morphologie sowie dem Aggregationsverhalten der Nanopartikel in Verbindung ge-
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bracht 311, 312. In dieser Arbeit konnten rasterelektronenmikroskopisch in den Lipid-

vakuolen der adipogen differenzierten humanen mesenchymalen Stammzellen neben 

sphärischen 80 nm großen Gold-Partikeln auch pyramidenförmige Partikelmorphologien 

detektiert werden, was ein Indiz für einen morphologieunabhängen Internalisierungs-

mechanismus in humanen mesenchymalen Stammzellen ist. Transmissionselektronen-

mikroskopische Untersuchungen deuten auf die Einlagerung der Gold-Nanopartikel in 

die Lipidvakuolen hin, mit anschließender Zerstörung der Vesikel. 

Unter Berücksichtigung der physikochemischen Eigenschaften, der Morphologie und der 

möglichen Interaktion der Gold- und Silber-Nanopartikel mit Analysereagenzien, wurde 

deren Zytotoxizität mittels standardisierter in vitro Verfahren untersucht. Da die Partikel-

inhalation einen der bedeutendsten Expositionswege darstellt wurde die Lungenepithel-

zelllinie A549 als in vitro Modell ausgewählt. Neben konzentrationsabhängigen 

Untersuchungen wurde der Effekt von Nanopartikelgröße und Expositionsdauer unter-

sucht. Die bisher in der Literatur beschriebenen Untersuchungen der Zellvitalität nach 

Gold- und Silber-Exposition sind oft widersprüchlich und lassen Raum für Spekulationen. 

Einige Gruppen berichten von einer Gold-induzierten akuten Zytotoxizität, während 

andere Arbeitsgruppen wiederum von einem fehlenden akut zytotoxischen Verhalten 

der Gold-Nanopartikel berichten 23, 83, 96, 139-141. Die Arbeiten von Pan et al. an humanen 

Keratinozyten zeigten, dass nach Inkubation mit 15 nm großen Gold-Nanopartikeln, 

nach erfolgter Internalisierung, oxidativer Stress und Vitalitätsverlust sowie morpholo-

gische Veränderungen der Zellen induziert werden 23. Hingegen berichteten Conner et 

al. von einer Internalisierung von Gold-Nanopartikeln ohne zytotoxischen Effekt 83, 141. 

In vitro Experimente mit kolloidalem Silber des Durchmessers 10 nm belegten zyto-

toxische und genotoxische Effekte von Nanosilber in immortalisierten Zelllinien, Primär-

zellen und Stammzellen 83, 84, 97, 101, 104, 105, 113, 120. In Kenntnis dieser Arbeiten wurde für die 

vorliegende Studie eine vornehmlich zytotoxische Reaktion der Nanopartikel in vitro 

erwartet. In der vorliegenden Arbeit fungierte der WST-1 Assay zur Bestimmung der 

Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenasen in vitro. Die Inkubation von pIL8-GFP 

A549-Zellen mit Silber-Nanopartikeln des Durchmessers 10 nm führte zu einer konzen-

trations- und zeitabhängigen Reduktion der Dehydrogenaseaktivität. Dieser deutliche 

Verlust der mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität nach Exposition mit Silber-Nanopar-

tikeln wurde auch durch andere Arbeitsgruppen unter Verwendung verschiedener 

Zelllinien nachgewiesen 83, 84, 120, 313. Um die Ergebnisse des WST-1 Tests zu verifizieren, 

wurde in dieser Arbeit der Einfluss der Nanopartikel auf die Zellproliferationsrate mittels 

BrdU Assay geprüft. Auch hier konnte nur für Silber-Nanopartikeln des Durchmessers 

10 nm eine signifikante Reduktion der Zellproliferation quantifiziert werden. In der Lite-



Diskussion 

 

130 
 

ratur ist eine durch Silber-Nanopartikel induzierte Reduktion der Zellproliferation 

bekannt 123, 314. 

Bis zum heutigen Zeitpunkt werden drei Arten des Zelltodes beschrieben: Der program-

mierte Zelltod (Apoptose), die Nekrose und die Autophagie. Bekanntlich wirken Gold-

Nanopartikel und Silber-Nanopartikel in vitro apoptotisch 83, 120, 195, 315. Rasterelektronen-

mikroskopische Untersuchungen der vorliegenden Arbeit von Silber- und Gold-behan-

delten pIL8-GFP A549-Zellen wiesen für Apoptose charakteristische Morphologien auf. 

Jedoch konnte keine Caspase 3/7-vermittelte Apoptoseinduktion quantifiziert werden. 

Eine Entzündungsreaktion wird durch eine Reihe von intrazellulären und extrazellulären 

Signalen kontrolliert und gesteuert. Häufig geht der Entzündung in einem Gewebe die 

Schädigung einzelner Zellen durch oxidativen Stress voraus 316-320. Unphysiologische 

Einflüsse führen in einem Gewebe zur Aktivierung und schließlich zur Transkription einer 

Reihe von proinflammatorischen Mediatoren wie z. B. Chemokinen oder Zytokinen die 

direkt oder indirekt oxidativen Stress verstärken. Bestandteil dieser proinflammatorischen 

Signale sind Zytokine, die von Immunzellen ausgeschüttet werden und auto-, para- und 

endokrin wirken können. Proinflammatorische Effekte, in Form von Zytokinexpressionen 

und der Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies, wurden nach Exposition mit nano-

partikulärem Gold und Silber nachgewiesen 84, 91, 100, 147. Unter Anwendung der stabil 

transfizierten Reporterzelllinie pIL8-GFP A549 wurde der inflammatorische Effekt der 

Gold- und Silber-Nanopartikel durch Quantifizierung der GFP-Expression der pIL8-GFP 

A549-Zellen nichtinvasiv ermittelt. Auch hier war ein material- und größenabhängiger 

Effekt zu beobachten. Sowohl die Ergebnisse der Analyse der mitochondrialen Dehydro-

genaseaktivität, als auch die Resultate der Untersuchung der Zellproliferation sowie die 

Fluoreszenzintensität der GFP-Expression der pIL8-GFP A549-Zellen in den 96-Loch-

Mikroplatten bewiesen, dass die in dieser Arbeit verwendeten Silber-Nanopartikel des 

Durchmessers 10 nm mit den verwendeten Konzentrationen und Inkubationszeiträumen 

eine akut toxische Wirkung induzieren. Hingegen bewiesen die durchgeführten Studien 

in den 96-Loch-Mikroplatten, dass die in dieser Arbeit verwendeten Gold-Nanopartikel 

des Durchmessers 10 nm mit den eingesetzten Konzentrationen und Inkubationszeit-

räumen keine akut toxische Wirkung zeigten. 

Die Ergebnisse zur Zytotoxizität belegen klar, dass die biologische Aktivität der verwen-

deten Nanomaterialien von einer Vielzahl von Parametern wie z. B. der Partikelmorpho-

logie, der Konzentration, der Expositionsdauer, der Partikelgröße, der  Oberflächen-

modifikation und des Materials, abhängt. Alle diese Parameter müssen bei der Auswer-

tung der experimentellen Daten berücksichtigt werden. 

Als weiteres in vitro Modell wurden in dieser Arbeit neben der Reporterzelllinie pIL8-GFP 

A549 humane mesenchymale Stammzellen verwendet. Stammzellen sind über ihre 
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Fähigkeit zur Selbsterneuerung, der Differenzierung in verschiedene Zelltypen und der 

Repopulation eines Gewebes in vivo definiert 321. Dabei reicht das Differenzierungs-

potenzial von unipotenten (Differenzierung in einen einzigen Zelltypen), bis zu pluripo-

tenten Stammzellen, die eine unbeschränkte Differenzierungsfähigkeit besitzen. Da 

adulte Stammzellen im Körper zirkulieren, an der Wundheilung beteiligt sind und in 

dichtem Kontakt mit antimikrobiell beschichteten Implantaten oder nanogoldbasierten 

Kontrastmitteln treten können, ist es von starker Relevanz den Effekt von Silber- und 

Gold-Nanopartikeln auf humane mesenchymale Stammzellen zu untersuchen. Da 

humane mesenchymale Stammzellen die am besten charakterisierten Stammzellen 

darstellen, wurden sie im Rahmen dieser Arbeit angewendet. 

Bekannte Studien über den Effekt von Nanopartikeln auf Stammzellen konzentrieren 

sich meist auf deren Proliferationskapazität und nicht das Differenzierungspotenzial 82, 

104, 120, 123, 125, 322. Nach adipogener Stimulation differenzierten die Stammzellen über den 

Status des Präadipozyten zu Adipozyten. Die während der adipogenen Differenzierung 

gebildeten Lipidvakuolen stellten einen einfachen Parameter zum Nachweis der 

Differenzierung dar. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die Adipo-

genese zur Untersuchung des Effektes von Gold- und Silber-Nanopartikeln auf das 

Differenzierungspotenzial humaner mesenchymaler Stammzellen herangezogen.  

Bisherige Literaturangaben beschreiben den Effekt von Silber- und Gold-Nanopartikeln 

auf proliferierende Stammzellen 104, 120. Hackenberg et al. untersuchten den Effekt von 

Silber-Nanopartikeln mit einem Durchmesser von 40 nm auf die Induktion von DNA-

Schäden und chromosomale Aberrationen 104. Für beide Endpunkte stellten sie einen 

konzentrationsabhängigen Anstieg fest. Weiterhin konnten sie neben einer inflammato-

rischen Reaktion eine Reduktion der Zellviabilität detektieren. Diese Untersuchungen 

bezogen sich nur auf proliferierende, nicht auf differenzierende humane mesenchymale 

Stammzellen mit einer maximalen Expositionsdauer von 24 Stunden 104. Hingegen 

zeigten Fan et al. erstmals den negativen Effekt von citratfunktionalisierten Gold-

Nanopartikeln auf die adipogene Differenzierung, allerdings nur über einen Zeitraum 

von 14 Tagen 122. Dabei konnte keine signifikante Korrelation zwischen Nanopartikel-

konzentration und der Reduktion der Adipogenese quantifiziert werden. 

Zum gegenwärtigen Stand der Forschung existieren nach Kenntnissen der Autorin dieser 

Arbeit keine Daten über den Effekt von Gold- und Silber-Nanopartikeln auf die Stamm-

zelldifferenzierung und deren permanente Beobachtung nach chronischer Exposition 

über 21 Tage. In vorliegender Arbeit durchgeführte langzeitmikroskopische Unter-

suchungen bestätigen eine verzögerte adipogene Differenzierung um vier Tage nach 

chronischer Exposition mit 80 nm großen Gold-Nanopartikeln über einen Zeitraum von 

18 Tagen. Hellfeldmikroskopische Aufnahmen bewiesen eine konzentrationsabhängige 
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Reduktion der Lipidvakuolenbildung unter Anwesenheit von Gold-Nanopartikeln. Mögli-

cherweise greift nanopartikuläres Gold in die Differenzierungskaskade ein, interagiert 

mit Differenzierungsreagenzien und blockt somit deren Verfügbarkeit für die Zelle. Auch 

ist eine Blockade spezifischer Bindungsstellen durch die Nanopartikel an der Zellober-

fläche denkbar. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals ein Einfluss von nanopartiku-

lärem Gold und Silber auf humane mesenchymale Stammzellen während einer 

21tägigen adipogenen Differenzierung belegt werden. Hierbei waren starke Unter-

schiede zwischen den Materialien sowie ein konzentrations- und größenabhängiger 

Effekt quantifizierbar. 10 nm große Gold-Nanopartikel der Konzentration 5,8 µg/ml 

erwiesen sich in adipogen differenzierenden humanen mesenchymalen Stammzellen als 

akut toxisch. 

Der reproduzierbare Anstieg der mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität der humanen 

mesenchymalen Stammzellen, nach 7tägiger Inkubation mit 5,8 µg/ml und 11,6 µg/ml 

Gold-Nanopartikel des Durchmessers von 10 nm in Differenzierungsmedium konnten 

bisherige Studien nicht bestätigen. Vermutlich steht die signifikante Steigerung der 

mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität in Verbindung mit der adipogenen Differen-

zierung. Nach einer Woche befinden sich die adipogen differenzierenden humanen 

mesenchymalen Stammzellen noch in der Präphase. Zu diesem Zeitpunkt liegt noch eine 

starke Stoffwechselaktivität der hMSCs vor. Diese nimmt mit dem Fortschritt der 

Adipogenese ab. Vermutlich interagieren geringe Konzentrationen der 10 nm großen 

Gold-Nanopartikel mit den Mitochondrien und führen zu einem Anstieg der mito-

chondrialen Dehydrogenaseaktivität. Bekanntlich werden Gold-Nanopartikel in die Zelle 

aufgenommen und können im Nukleus, den Liposomen oder den Mitochondrien 

akkumulieren 148, 323. Konzentrationen größer 11,6 µg/ml führen zu einer Reduktion der 

mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität. Diese könnte durch unterschiedliche Nanopar-

tikelinternalisierungsmechanismen verursacht sein. Möglicherweise findet  bei höheren 

Konzentrationen eine stärkere Agglomeration der Nanopartikel im Kulturmedium statt, 

was zu einem im Vergleich zu geringen Partikelkonzentrationen unterschiedlichen Inter-

nalisierungsmechanismus führen kann. Nach 7tägiger Exposition mit Silber-Nano-

partikeln des Durchmessers 10 nm konnte kein signifikanter Anstieg der mitochon-

drialen Dehydrogenaseaktivität detektiert werden. Dies deutet auf einen materialab-

hängigen Wirkmechanismus hin. Für Nanosilber konnte das inhibierende Verhalten auf 

proliferierende humane mesenchymale Stammzellen bereits nachgewiesen werden 104, 

jedoch nur nach 24stündiger Exposition. Die Ergebnisse nach 14 und 21 Tagen sind 

nicht mit Literaturdaten zu vergleichen, da bislang keine Studien über diese Dauer 

durchgeführt wurden. Langzeituntersuchungen hinsichtlich der Zytotoxizität von 

Nanopartikeln an differenzierender humanen mesenchymalen Stammzellen wurde von 
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Yi et al. am Beispiel der osteogenen Differenzierung für Gold-Nanopartikel gezeigt 125. Yi 

et al. hingegen demonstrierten eine Förderung der Osteogenese von Mausstammzellen 

durch Gold-Nanopartikel 125. Zum gegenwärtigen Stand der Forschung liegen nach 

Kenntnissen der Autorin dieser Arbeit keine Informationen über den Effekt von unmodi-

fizierten Gold- oder Silber-Nanopartikeln auf die Differenzierung humaner mesen-

chymaler Stammzellen über einen Zeitraum von 21 Tagen vor. In dieser Arbeit konnte 

erstmals ein zeit- und konzentrationsabhängiger Effekt von nanopartikulärem Gold auf 

die Lipidvakuolenbildung von adipogen differenzierenden hMSCs über einen Zeitraum 

von 18 und 21 Tagen bewiesen werden. 

Im Vergleich zu anderen in vitro Kultursystemen führt Nanogold zwar zu einer 

Reduktion der für die Zellviabilität charakteristischen Parameter, allerdings wird in keiner 

Studie ein Anstieg der mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität beschrieben 23, 195. In 

pIL8-GFP A549-Zellen wurde kein Aktivitätsanstieg festgestellt. Die unterschiedliche 

Reaktion der beiden Zelltypen deutet auf unterschiedliche Mechanismen der Internalisie-

rung und der anschließenden Signalkaskadenaktivierungen hin. Fan et al. beschrieb 

neben der Induktion von oxidativem Stress in humanen mesenchymalen Stammzellen 

eine Entstehung von Nekrose durch 15 nm große Gold-Nanopartikel 122. Dies kann auch 

eine Ursache für die Reduktion der mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität darstellen. 

Ergebnisse von Fan et al. belegen sowohl nach 7 Tagen als auch nach 14 Tagen 

adipogener Differenzierung nach Inkubation mit 7,1 µg/ml eine Verringerung der 

Lipidvakuolenbildung, die sich mit steigender nanopartikulären Gold-Konzentration 

nicht konzentrationsabhängig änderte. In der vorliegenden Arbeit konnte nach 

21 Tagen eine signifikante konzentrationsabhängige Reduktion der Lipid-vakuol-

enbildung und der mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität in hMSCs belegt werden. Im 

Gegensatz dazu ist in der Literatur die Förderung der osteogenen Differenzierung in 

MSCs durch Gold-Nanopartikel beschrieben 125. Weitere Studien bezüglich dem moleku-

laren Mechanismus der durch Gold- und Silber-Nanopartikel induzierte Effekte in 

humanen mesenchymalen Stammzellen während der Adipogenese sind nötig, um den 

genauen Einfluss der Nanopartikel auf die biologischen Systeme besser zu verstehen. 

Ebenfalls unterbinden Silber-Nanopartikel die Lipidvakuolenbildung in adipogen 

differenzierenden Stammzellen. Im Gegensatz zu 10 nm großen Gold-Nanopartikeln 

bewirkten Silber-Nanopartikel des gleichen Durchmessers bereits nach 14 Tagen eine 

signifikante Reduktion der mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität. Bekanntlich binden 

Silber-Nanopartikel an die DNA und inhibieren so die Zellreplikation 324. Vermutlich hat 

ein größenabhängiger Internalisierungsmechanismus stattgefunden. Silber-Nanopartikel 

der Größe 10 nm sind möglicherweise auf Grund ihrer Größe verstärkt in den Nukleus 

gelangt, interagierten dort mit der DNA und induzierten DNA-Schäden und lösten so 
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das Absterben der Zellen aus wie bereits Hackenberg et al. berichteten 104. Diese Hypo-

these wird durch die starke Reduktion der mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität und 

dem konzentrationsabhängigen Ablösen der humanen mesenchymalen Stammzellen 

von der Zellkulturoberfläche bestärkt. Gold-Nanopartikel hingegen führten nicht zum 

Ablösen der Zellen von der Kulturoberfläche. Auch bei der höchsten untersuchten 

Konzentration der Gold-Nanopartikel adhärierten die Stammzellen, hingegen verringert 

sich die Differenzierungsfähigkeit. Diese Befunde lassen auf unterschiedliche 

Wirkmechanismen der untersuchten Gold- und Silber-Nanopartikel schließen. Soweit 

nanopartikuläres Gold mit der DNA interagiert, lösen die Gold-Nanopartikel im 

Gegensatz zu Silber-Nanopartikel möglicherweise DNA-Schäden aus, die mit Hilfe 

zellulärer Reparaturmechanismen beseitigt werden können. Weitere Studien sind nötig, 

um den Einfluss von Nanopartikeln auf humane Stammzellen während der Differenzie-

rung zu entschlüsseln. 

Wie die in der Literatur beschriebenen in vitro Untersuchungen verdeutlichen, liegen bei 

jeder toxikologischen Studie unterschiedliche Ausgangsvoraussetzungen vor. Neben den 

Konzentrationen variieren die Expositionsdauer, die Zusammensetzung, das in vitro 

System, die Partikelgröße, die Morphologie der Partikel sowie deren Oberflächen-

funktionalisierung. Da keine einheitlichen Protokolle und Standardverfahren zur Unter-

suchung der Nanotoxizität existieren, erschwert sich eine Vergleichbarkeit der 

Ergebnisse. Hinzu kommt, dass in vielen Studien vor der biologischen Untersuchung 

keine einheitliche physikalische Charakterisierung der untersuchten Nanopartikel 

durchgeführt wird. Da sich die physikochemischen Eigenschaften jedes Partikels 

individuell voneinander unterscheiden, variiert diesbezüglich auch deren biologische 

Funktionalität.  

Ein weiterer wichtiger Punkt der bei der Auswertung standardisierter Toxizitätsanalysen 

berücksichtigt werden muss, ist die Interaktionen der Nanopartikel mit Analyse-

reagenzien der konventionellen in vitro Standardtests. Aus diesem Grund eignen sich 

konventionelle in vitro Toxizitätsstudien nur bedingt für Nanotoxizitätsanalysen. 

Es bedarf der Entwicklung und Validierung neuer sensitiver in vitro Systeme, die auch 

eine nichtinvasive Analyse einzelner adhärenter Zellen in einer definierten Zellpopulation 

zulassen und von den nanopartikelspezifischen Eigenschaften nicht nachteilig beeinflusst 

werden. Einen Ansatz als nichtinvasives nanotoxikologisches in vitro Testverfahren stellt 

der entwickelte Mikrokavitätenchip in Kombination mit der transfizierten Reporterzell-

linie pIL8-GFP A549 dar. 
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6.3 Validierung des miniaturisierten in vitro Systems  

Nachdem die physikochemische und zytotoxikologische Charakterisierung der Partikel 

erfolgt war, sollte das entwickelte mikrokavitätenchipbasierte nichtinvasive in vitro 

System validiert werden. Unter Anwendung der in vorherigen Experimenten identifi-

zierten zytotoxischen Nanopartikelkonzentrationen wurden vergleichende Unter-

suchungen in einer als etabliertes Standardkulturgefäß 279 geltende 96-Loch-Mikroplatte 

und der Mikrokavität durchgeführt. 

Nachdem bereits belegt werden konnte, dass die Miniaturisierung der Zellkulturfläche 

von 34 mm² auf 0,27 mm² keinen negativen Einfluss auf die Vitalität und spezifische 

Stoffwechselprozesse der kultivierten Zelle hat, lag der Fokus bei den vergleichenden 

Untersuchungen auf der Analyse der Sensitivität der Detektion spezifischer Zellreak-

tionen unter Anwendung des mikrokavitätenchipbasierten in vitro Systems. 

Durch die Kombination des miniaturisierten Zellkulturgefäßes und der transfizierten 

Reporterzelllinie pIL8-GFP A549 wurde ein mikrokavitätenchipbasiertes in vitro System 

entwickelt, zur Anwendung als neue nichtinvasive nanotoxikologische Methode zur 

Detektion inflammatorischer Prozesse individueller adhärenter Zellen in einer Population.  

Zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit und Sensitivität des miniaturisierten in vitro 

Systems zur Detektion inflammatorischer Prozesse individueller adhärenter Zellen in 

einer Population erfolgte ein Vergleich der nanopartikulären Reaktionen von pIL8-GFP 

A549-Zellen in 96-Loch-Mikroplatten und den Mikrokavitäten. Im Gegensatz zu den 

Mikroplatten ermöglicht das miniaturisierte in vitro System eine schnelle und sensitivere 

Quantifizierung inflammatorischer Prozesse. Nach Exposition der pIL8-GFP A549-Zellen 

mit 20 ng/ml des Inflammationsmediators Tumornekrosefaktor-α, konnte in der Mikro-

kavität eine stärkere Inflammation im Vergleich zu der 96-Loch-Mikroplatte quantifiziert 

werden. Dies resultierte aus der optisch quantitativen Analyse jeder einzelnen Zelle in 

der Mikrokavität. Hierdurch wird das heterogene Verhalten der Zellen einer Population 

berücksichtigt. Mit dem miniaturisierten System können unter physiologischen Bedin-

gungen individuelle Zellreaktionen quantifiziert und einzelnen Zellen in der Kultur 

schnell zugeordnet werden.  

Die hohe Standardabweichung der quantifizierten GFP-Expression ist auf die Heterogeni-

tät der pIL8-GFP A549-Zellen zurückzuführen. Allerdings war zu beobachten, dass der 

Mittelwert unter Anwendung des miniaturisierten Systems höher war als der Mittelwert 

der in den 96-Loch-Mikroplatten generierten Ergebnisse. Dies deutet auf eine höhere 

Sensitivität des miniaturisierten in vitro Systems hin. 

Aufgrund der höheren Sensitivität und der Zuordnung individueller Reaktionen zu 

einzelnen Zellen einer adhärenten Zellkultur während der permanenten Charakterisie-

rung der gesamten Zellkultur in einem mikroskopischen Bildausschnitt der Maße 
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888 µm x 666 µm, stellt das miniaturisierte in vitro System ein neues sensitives 

Verfahren zur Früherkennung toxischer Effekte dar. Es bietet daher im Rahmen der 

Chemikalien-Verordnung REACH eine Basis für eine neue Methode zur Analyse nano-

toxischer Effekte. Aber auch im Hinblick auf neue sensitivere Pharma-Screening-

Methoden ist das miniaturisierten in vitro Systems einsetzbar. 

Bei dem in dieser Arbeit durchgeführten Vergleich des standardisierten mit dem 

miniaturisierten Zellkulturgefäß erfolgte die Analyse der inflammatorischen Reaktion in 

den 96-Loch-Mikroplatten durch Quantifizierung der Fluoreszenzintensität der gesamten 

Zellpopulation auf einer Kulturfläche von 34 mm². Hierbei wird die durchschnittliche 

Reaktion der Gesamtpopulation quantifiziert, individuelle Unterschiede in der Zellpopu-

lation werden ignoriert, was nicht die eigentliche Situation in vitro simuliert und so zu 

Fehlinterpretationen führen kann. Das mikrokavitätenchipbasierte System beruht auf der 

optischen Analyse und anschließender digitaler Quantifizierung der induzierten GFP-

Expression jeder einzelnen Zelle in der Mikrokavität. Vorteil des neuen Systems ist die 

Erfassung der kompletten Zellkulturfläche in einem mikroskopischen Bildausschnitt. 

Somit kann jede individuelle Zellreaktion in die Bewertung des Entzündungsstatus 

einfließen. Durch Beobachtung jeder einzelnen Zelle werden die bei fluoreszenzspektro-

metrischen Analysen auftretenden Irritationen der Ergebnisse durch physikalische Eigen-

schaften der Nanopartikel vermieden.  

Die Quantifizierung der GFP-Expression der individuellen Zellen in der Mikrokavität 

ermöglicht neben der Analyse des prozentualen Anteils inflammatorischer Zellen die 

Detektion der Fluoreszenzintensität der Einzelzellen. Auf Grund dessen ermöglicht das 

mikrokavitätenchipbasierte System die Quantifizierung der Intensität der nanopartikel-

induzierten Inflammation jeder individuellen Zelle in einer kleinen Zellpopulation. 

Standardisierte Methoden wie die Durchflusszytometrie lassen zwar auch die Analyse 

der Fluoreszenzintensität einzelner Zellen zu, allerdings liegen die analysierten Zellen 

zum Zeitpunkt der Fluoreszenzquantifizierung nicht mehr adhärent, sondern in 

Suspension vor, was zu metabolischen Veränderungen in der Zelle führen kann. 

Außerdem stellen die zur Analyse einzelner Zellen eingesetzten Methoden wie die 

Durchflusszytometrie sowie die Kapillarelektrophorese (2-D, 3-D), Polymerase Ketten-

reaktion, Elastographie oder Einzelzell-Gelelektrophorese invasive Verfahren dar, die ein 

großes Probenvolumen und eine hohe Zellzahl benötigen 231-243, 291.  

Neben der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in den einzelnen Mikrokavitäten sollte 

auch die Anwendung des miniaturisierten in vitro Systems für die Detektion 

schwellenwertabhängiger Effekte geprüft werden. Der Vergleich mit einer 96-Loch-

Mikroplatte belegt die Verwendung des mikrokavitätenchipbasierten Systems zur 

Detektion schwellenwertabhängiger nanopartikulärer Effekte. Die in den Mikrokavitäten 
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erzielten Ergebnisse korrelierten mit den in einer 96-Loch-Mikroplatte generierten 

Daten. 

Neben der konzentrationsabhängigen Quantifizierung der Inflammation eignet sich die 

Mikrokavität auch zur permanenten Observation der GFP-Expression und gewährleistet 

somit eine zeitabhängige Quantifizierung der nanopartikulären Inflammationsreaktionen 

individueller Zellen in einem definierten Zellverband. 

Weiterhin konnte die Durchführung nichtinvasiver Multiparameteranalysen mit Hilfe des 

mikrokavitätenchipbasierten in vitro Systems bewiesen werden. Beispielsweise ließen 

sich innerhalb einer Mikrokavität parallel Aussagen über nanopartikelinduzierten 

apoptotische, inflammatorische und nekrotische Effekte an individuellen adhärenten 

Zellen einer definierten Zellpopulation nachweisen. Somit kann man das entwickelte 

in vitro System zur Multiparameteranalyse unterschiedlicher toxischer Effekte, z. B. im 

Rahmen von REACH, als neue alternative nichtinvasive in vitro Methode einsetzen.    

Neben der Untersuchung des Einflusses metallischer Nanopartikel auf die Induktion einer 

Inflammation in humanem Lungenepithelgewebe erwies sich das miniaturisierte in vitro 

System als geeignet zur Analyse viraler Entzündungsreaktionen. Hierzu wurde der 

Virusstamm Herpes simplex Typ1 (HSV1) exemplarisch als Modell pathogener Partikel 

herangezogen. HSV1 ist ein behülltes DNA-Virus. Nachdem belegt werden konnte, dass 

sich der für HSV1 charakteristische zytophatische Effekt in der in den Mikrokavitäten 

kultivierten transfizierten Reporterzelllinie pIL8-GFP A549 ausbildet, wurde analysiert, ob 

sich auch bei dieser Fragestellung das mikrokavitätenchipbasierte System als sensitiver 

erweist. Auch zur Detektion viraler Entzündungsreaktionen konnte mit Hilfe des 

miniaturisierten in vitro Systems eine stärkere Inflammation als in standardisierten 96-

Loch-Mikroplatten quantifiziert werden. Weiterhin ist auch im Fall der virusinduzierten 

Inflammation unter Einsatz des Mikrokavitätenchips eine konzentrations- und 

zeitabhängige Quantifizierung der GFP-Expression möglich. In der Literatur ist eine 

HSV1-bedingte Induktion der Zytokine Interleukin-6 und Interleukin-8 beschrieben 325. 

Aravalli et al. beschrieben für Herpes-simplex-Viren nach fünfstündiger Inkubation einen 

Anstieg einer Vielzahl von Zytokinen wie Interleukin-6, Interleukin-8 oder dem 

Tumornekrosefaktor TNF-α, in Gliazellen 326. Die in der Literatur beschriebenen 

Ergebnisse decken sich mit den in dieser Arbeit erlangten Erkenntnissen und deuten auf 

einen zelltypabhängigen inflammatorischen Effekt hin.   

Um das entwickelte mikrokavitätenchipbasierte in vitro System zu validieren und dessen 

Sensitivität zu bestätigen, wurde der adipogene Differenzierungsprozess humaner 

mesenchymaler Stammzellen herangezogen. Da humane mesenchymale Stammzellen 

die am besten charakterisierten Stammzellen darstellen, wurden diese zur System-

validierung eingesetzt. Nach adipogener Stimulation differenzierten die Stammzellen 
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über den Status des Präadipozyten zu Adipozyten, in denen sich Lipidvakuolen bildeten. 

Die Differenzierung in adipogene Richtung stellt durch die während des Prozesses 

gebildeten Lipidvakuolen einen einfachen Differenzierungsmarker dar. Wie bereits 

belegt werden konnte, eignet sich die Siliziumnitridmembran als Zellkulturfläche für 

proliferierende und adipogen differenzierende hMSCs. Der Vergleich des adipogenen 

Differenzierungspotenzials der hMSCs wurde in 96-Loch-Mikroplatten und den 

Mikrokavitäten untersucht. Der Anteil adipogen differenzierter humaner mesenchymaler 

Stammzellen in den beiden Zellkulturgefäßen korreliert. Auch in der Literatur wird eine 

positive Differenzierung humaner Zellen in miniaturisierten Kulturgefäßen beschrieben 
266, 267, 327. So konnten Gomez-Sjöberg et al. die Proliferation und osteogene Differen-

zierung humaner Stammzellen in einem mikrofluidischen Zellkultursystem mit einer 

Wachstumsfläche von 0,9 mm x 1,12 mm zeigen 266. Im Vergleich zu diesem System 

besitzt das in der vorliegenden Arbeit entwickelte Zellkulturgefäß eine Wachstumsfläche 

von nur 0,27 mm² und eignet sich durch die Siliziumnitridmembran besonders für 

mikroskopische Analysen. 

In konventionellen Kulturgefäßen konnte der Einfluss der GC80-Nanopartikel auf die 

Lipidvakuolenbildung nachgewiesen werden. Auffällig war die Einlagerung von GC80 in 

die Zelle unter gleichzeitiger Ausbildung von Lipidvakuolen. Diese Beobachtung konnte 

auch unter Einsatz des miniaturisierten in vitro Systems bestätigt werden. Im Gegensatz 

zu 96-Loch-Mikroplatte konnte unter Anwendung des neuen Systems sogar ein höherer 

Anteil nanopartikelinteragierender Adipozyten quantifiziert werden. 

Die Steuerung der Adipogenese unterliegt der strengen Kontrolle von Hormonen, Zyto-

kinen, Nährstoffen und Signalmolekülen, die die Expression und die Aktivität ver-

schiedener Transkriptionsfaktoren verändern 224. Durch die trichterförmige Struktur der 

Mikrokavitäten konzentrieren sich vermutlich die eben genannten Faktoren in den 

Mikrokavitäten. Die höhere Konzentration der applizierten Faktoren wie beispielsweise 

Nanopartikel, Viren oder differenzierungsinduzierende Faktoren führt zu einer früheren 

Induktion des jeweiligen Effekts. Dies kann der Grund für die im Vergleich zu 

konventionellen Kulturgefäßen schnellere Lipidvakuolenbildung der humanen Stamm-

zellen in den Mikrokavitäten sein. Als Ursache für die mittels des mikrokavitäten-

chipbasierten Systems detektierten Inflammationsreaktionen kann ebenfalls die Trichter-

form der Mikrokavität diskutiert werden. Die Anreicherung der Nanopartikel in den 

trichterförmigen Mikrokavitäten führt zu einer ansteigenden Nanopartikelkonzentration 

im Vergleich zu größeren Zellkulturgefäßen. Die Aggregation der Nanopartikel im 

Zellkulturmedium verstärkt die Sedimentation der Nanopartikel auf der Siliziumnitrid-

membran. 
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Bereits in der Literatur beschriebene Mikrosysteme zur Langzeitobservation zellulärer 

Prozesse oder Detektion von Effekten bezüglich Adhäsion oder Zellkontakten weisen im 

Gegensatz zu dem entwickelten miniaturisierten System eine vielfach größere Zellkultur-

fläche auf. Dies erschwert die schnelle Wiederfindung von Zellen und die Analyse jeder 

einzelnen Zelle im Zellverband. Überdies ist es mit den in der Literatur beschriebenen 

Mikrosystemen nicht möglich die Zellen rasterelektronenmikroskopisch zu untersuchen. 

Außerdem ist die optische Qualität der zum gegenwärtigen Stand der Technik 

verwendeten Materialien verbesserungswürdig 257, 265, 268, 328.  

Mit den 800 nm dünnen Siliziumnitridmembranen stellt der Mikrokavitätenchip zum 

gegenwärtigen Zeitpunkt eines der kleinsten Zellkulturgefäße mit der dünnsten und 

somit optisch qualitativ hochwertigen Siliziumnitridmembran dar. Die stark verkleinerte 

Zellkulturfläche von 0,27 mm² lässt eine schnelle Erfassung der kompletten Zellkultur 

und statistische Analysen der Zellen in den Mikrokavitäten zu. Durch die physikalischen 

Eigenschaften des Siliziumnitrids wurde die optische Qualität gegenüber Polystyrol-

membranen der konventionellen Kulturgefäße verbessert.  

Nachdem die Evaluierung des mikrokavitätenchipbasierten nichtinvasiven in vitro Sys-

tems erfolgreich abgeschlossen werden konnte, sollten quantitative Untersuchungen 

von Nanopartikel-Zell-Interaktionen auf individueller adhärenter Zellen einer definierten 

Population vorgenommen werden. Zur Untersuchung der Interaktion individueller Zellen 

mit Nanopartikeln muss eine erleichterte Wiederfindung individueller Zellen auf einer 

definierten Fläche gewährleistet sein. Die kleine Zellkulturfläche und die physikalischen 

Eigenschaften des Siliziumnitrids ermöglichen die Anwendung der miniaturisierten Zell-

kulturfläche für die Licht-, Fluoreszenz- und Rasterelektronenmikroskopie. Da die 

Migration der proliferierenden Zellen nur auf einer kleinen definierten Fläche stattfinden 

kann, bietet der Mikrokavitätenchip einen idealen Ansatz zur Wiederfindung 

individueller Zellen mit unterschiedlichen Mikroskopietechniken.  

Durch Korrelation der hellfeld- und der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen 

nanopartikelinduzierter pIL8-GFP A549  Zellen lässt sich das Entzündungspotenzial der 

untersuchten Substanzen ermitteln. Deutlich sichtbar war die Bildung von Nanopartikel-

agglomeraten, die durch die physikochemischen Eigenschaften der Nanopartikel zu 

erklären sind. Somit war eine Korrelation der Interaktion Nanopartikelagglomerate und 

der Induktion inflammatorischer Prozesse individueller Zellen in der Mikrokavität 

möglich, ohne jedoch individuelle Nanopartikel sichtbar zu machen. Hinsichtlich 

Agglomeratbildung konnten unterschiedliche Verteilungen zwischen Silber- und Gold-

Nanopartikeln des Durchmessers 10 nm quantifiziert werden. Das alternierende 

Verhalten liegt in den differierenden physikochemischen Eigenschaften der Nanopartikel 

begründet. Die Untersuchung individueller mit 10 nm großen Gold-Nanopartikeln 
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behandelten pIL8-GFP A549-Zellen wiesen eine deutliche inhomogene Verteilung auf. Es 

konnten GFP-exprimierende und nicht fluoreszierende pIL8-GFP A549-Zellen beobachtet 

werden, die mit mengenmäßig unterschiedlichen Nanopartikelagglomeraten inter-

agierten. Die Zellzyklusphase, in der sich die pIL8-GFP A549 Zelle in dem Moment der 

Nanopartikelexposition befindet, hat einen entscheidenden Einfluss auf die Intensität der 

GFP-Expression. Der Zellzyklus umfasst neben der mitotischen (M) Phase die G1-, S- und 

G2-Phase. Jede dieser Phasen weist charakteristische Merkmale auf 203. Befindet sich die 

Zelle während der Nanopartikelexposition in der M-Phase, ist sie am anfälligsten für 

metabolische oder genetische Schädigungen. Eine Ursache für das heterogene Zellver-

halten einer Population kann zum einen durch die Nanopartikel- oder Virus-Menge die 

mit der Zelle interagiert verursacht sein, jedoch spielt auch der aktuelle Zellstatus eine 

entscheidende Rolle bei der nanopartikulären oder viralen inflammatorischen Reaktion. 

Es wurde gezeigt, dass sich das entwickelte miniaturisierte in vitro System zur Analyse 

individueller Reaktionen adhärenter Zellen in einer definierten in vitro Kultur eignet. Aus 

diesem Grund kann es zur sensitiven Untersuchung von nanopartikulären oder viralen 

toxischen Effekten eingesetzt werden. Der Mikrokavitätenchip ermöglicht die in vitro 

Testung der Wirkung von Pharmaka, Chemikalien und nanopartikulären Materialien mit 

einem hohen Durchsatz, geringem Verbrauch der Testmaterialien und statistisch 

abgesicherten Ergebnissen in einem kurzen Zeitraum. Das nichtinvasive in vitro System 

bietet die Möglichkeit individuelle zelluläre Ereignisse wie morphologische und 

physiologische Änderungen langfristig zu detektieren. Weiterhin ermöglicht die 

Kompartimentierung des Mikrokavitätenchips eine Durchführung von Multiparameter-

analysen sowie simultane Untersuchungen unterschiedlicher Zelltypen, verschiedener 

Reagenzien oder Konzentrationen unter identischen physiologischen Bedingungen. 

Gleichzeitig repräsentiert das mikrokavitätenchipbasierte System ein schnelles und 

kostengünstiges Verfahren. Ein schnelles Hochdurchsatz-Screening unter Einsatz einer 

Reporterzelllinie mit Echtzeitmonitoring in Mikrokavitäten könnte zu einer spezifischeren 

Aufklärung der nanotoxischen Wirkung neu synthetisierter Materialien und der 

klinischen Wirksamkeit nanopartikulärer Stoffe für Arzneimittel beitragen. 
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7 Ausblick 

Das in dieser Arbeit entwickelte und validierte nichtinvasive miniaturisierte in vitro 

System eignet sich zum Screening toxischer und pharmakologischer Effekte auf 

zellulärer Ebene. Es kann somit als alternative Analysemethode zur Risikobewertung 

chemischer Stoffe und synthetischer Materialien wie Nanopartikel im Rahmen der 

europäischen Chemikalienverordnung REACH eingesetzt werden. 

Die stark verkleinerte Zellkulturfläche lässt eine schnelle Erfassung der kompletten 

Zellkultur und gleichzeitig statistische Analysen der Zellen in den Mikrokavitäten zu. 

Dadurch ist es möglich Effekte individueller adhärenter Zellen in einer Population 

permanent, über einen Zeitraum von mehreren Wochen, zu verfolgen und nichtinvasiv 

zu charakterisieren. Um die Zelladhäsion auf die Mikrokavitäten zu beschränken und 

den Überwuchs der Zellen zwischen den Mikrokavitäten zu verhindern sollte der 

Mikrokavitätenchip, ausgenommen der SixNy-Membranen, mit Teflon beschichtet wer-

den. Teflon (Polytetrafluorethylen) besitzt ein sehr geringes Adhäsionsvermögen und 

eignet sich daher zur Beschichtung von Oberflächen um die Zelladhäsion zu minimieren.  

Um das entwickelte System noch effektiver einzusetzen bedarf es der Automatisierung 

des Systems. Die Zellaussaat in den Mikrokavitäten könnte unter Anwendung eines 

Mikromanipulators durchgeführt werden, gefolgt von der automatisierten Applikation 

einer definierten Nanopartikelmenge in das Zellkulturmedium der Mikrokavität oder auf 

die Oberfläche individueller Zellen in der Mikrokavität unter Anwendung eines nanodis-

pensierenden Systems (NADIS) 329. Nach kontinuierlicher Charakterisierung der Zellen via 

Mikroskopie unter physiologischen Bedingungen werden die langzeitmikroskopischen 

Aufnahmen digital ausgewertet. Die Optimierung des mikrokavitätenchipbasierten 

Systems hinsichtlich schnellem, materialsparendem und kostengünstigem Hochdurch-

satz-Screening kann durch die Anwendung eines Multiarraysystems erreicht werden. 

Die Kombination des Mikrokavitätenchips mit einem fluidischen System würde eine 

kontinuierliche Zufuhr der zu untersuchenden Substanzen ermöglichen. Der Silikon-

aufsatz könnte durch einen aus Polydimethylsiloxan (PDMS) gefertigten Fluidikaufsatz 

ersetzt werden und somit als geschlossenes System eine chronische Exposition der in 

den Mikrokavitäten adhärierten Zellen unter physiologischen Bedingungen ermöglichen.  

Da in den Mikrokavitäten geringere Verdünnungseffekte als in makroskopischen Ge-

fäßen auftreten, ist durch die Miniaturisierung eine sensitivere Quantifizierung von 

Zellsekreten wie beispielsweise Zytokinen gewährleistet. In Kombination mit einem 

Fluidiksystem könnte dem mikrokavitätenchipbasierten System ein weiterer mit 

spezifischen Antikörpern beschichteter Fluidikkanal nachgeschaltet werden worin das 

abfließende Kulturmedium hinsichtlich sekretierter Markerproteine analysiert würde. 
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Als weiterer Schritt zur Erweiterung der nichtinvasiven Multiparameteranalyse ver-

schiedener toxikologischer Endpunkte, besteht die Möglichkeit die Reporterzelllinie pIL8-

GFP A549 mit weiteren Vektoren, bei denen beispielsweise die Caspase 3/7-Aktivität mit 

der Expression des gelb fluoreszierenden Proteins YFP gekoppelt ist, zu transfizieren. 

Eine erfolgreiche Kultivierung und die im Vergleich zu makroskopischen Kulturgefäßen 

effektivere Differenzierung von humanen mesenchymalen Stammzellen in den 

miniaturisierten Zellkulturgefäßen macht diese, in Anbetracht der hohen Nachfrage nach 

Stammzellen im Bereich Tissue Engineering, attraktiv für eine schnelle und definierte 

Kultivierung humaner Stammzellen. Beobachtungen proliferierender humaner mesen-

chymaler Stammzellen zeigten nach wenigen Tagen eine Aggregation der Zellen in den 

Mikrokavitäten, die sich im weiteren Verlauf der Kultivierung wieder auflöste. Denkbar 

ist daher die Anwendung der Mikrokavitäten zur definierten Erzeugung von 3-D-

Gewebekulturen. Durch die erfolgreiche Differenzierung neuronaler Vorläuferzellen in 

den Mikrokavitäten eignen sich diese zur Untersuchung neuronaler Erkrankungen wie 

z. B. Alzheimer. 

Das entwickelte mikrokavitätenchipbasierte nichtinvasive Arraysystem kann somit als 

neues sensitives in vitro System zur Aufklärung der toxischen Wirkung chemischer 

Substanzen sowie Nanopartikel im Rahmen von REACH angewendet werden. Auch im 

Hinblick auf neue sensitivere Pharma-Screening-Methoden kann das miniaturisierte 

System eingesetzt werden. 
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