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Kurzfassung. Durch eine Laser gestiitzte Mikroskopiemethode lassen
sich Nanopartikel in vitro auch mit Lichtmikroskopen als mobile Objekte
visualisieren. Aus Form- und Mobilitétseigenschaften visualisierter Na-
nopartikel werden mit Bildverarbeitungsmethoden charakteristische Pa-
rameter gewonnen, mit deren Hilfe unterschiedliche Nanopartikel-Proben
in vitro analysiert und differenziert werden kénnen, um in Folgeexperi-
menten Aussagen iiber deren gesundheitsschidigende Wirkungen erzielen
zu konnen.

1 Einleitung

Sowohl fiir die Industrie als auch fiir die Biomedizin haben Nanopartikel (NP) als
Werkstoffe eine zunehmend grofiere Bedeutung. Allerdings deuten insbesondere
klinische Untersuchungen darauf hin, dass NP beim Menschen auch erhebliche
gesundheitliche Probleme auslésen kénnen [1, 2]. Um diese Gesundheitsgefihr-
dung experimentell abschétzen zu kénnen, bieten sich zunéchst in vitro Untersu-
chungen, z.B. an Zellkulturen an [3]. Dazu sind die NP in wissrige Losungen zu
geben, um dann in einem weiteren Schritt deren Wechselwirkungen mit ebenfalls
in diesen Losungen enthaltenen vitalen Zellen zu untersuchen. Da vitale Zellen
iiberwiegend mit der Lichtmikroskopie untersucht werden kénnen, miissen Me-
thoden entwickelt werden, mit denen NP (Durchmesser 20 — 400 nm) auch mit
Hilfe der Lichtmikroskopie sichtbar gemacht, registriert und iiber deren Bildei-
genschaften charakterisiert werden kénnen.

2 Material und Methoden

Werden NP von einem Laserstrahl getroffen, so streuen sie die Strahlung und
werden im Mikroskop sichtbar, da ihr scheinbarer Durchmesser um ein Vielfaches
grofler ist als ihr wirklicher Durchmesser. NP erscheinen als sich unterschied-
lich schnell bewegende, unterschiedliche helle und unterschiedlich ausgedehnte
Punkte, wobei ihre Bewegung vor allem durch die Brownsche Molekularbewe-
gung bestimmt wird [4]. Die Brownsche Molekularbewegung ist grundsétzlich
ein dreidimensionaler zeitabhéngiger Prozess. Werden die NP, die sich in einer
wiéssrigen Losung befinden, jedoch iiber eine geschickt gefithrte Lasergeometrie
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bestrahlt, dann kann man ndherungsweise mit einer zweidimensionalen Bildana-
lyse den Bewegungsvorgang erfassen (so genanntes NanoSight™-Verfahren).
Ein seitlich auf eine Kiivette gelenkter Laserstrahl bestrahlt in einem auf ei-
ner definierten Tiefe (,z-Referenzebene®) beschrinkten Areal die sich dort in
wissriger Losung befindenden NP. Das von den NP gestreute Licht gelangt in
den Strahlengang eines Mikroskops und wird mit Hilfe einer digitalen Kamera
sowie eines PC als zeitliche Bildsequenz (typisch: 20 — 60 s Dauer; 30 Bilder
pro Sekunde) fortlaufend registriert. Die Bildebene, in der sich die NP befin-
den, liegt in der Nihe der z-Referenzebene und kann fokussiert werden. Die NP
lassen sich nach ihrer Form und Helligkeit sowie ihrem dynamischen Verhalten
(z.B. Tracking und daraus abgeleiteten Diffusionskoeffizient) charakterisieren.
Die sichtbare geometrische Form eines NP ist durch die Kompaktheit (circula-
rity) und einem Symmetrie-Parameter zu charakterisieren. Die Dynamik lisst
sich durch den Diffusionskoeffizienten jedes einzelnen sichtbaren Partikels so-
wie iiber die Form seines dabei zuriickgelegten Pfades (z.B. anhand seiner frak-
talen Dimension [5]) beschreiben. Der Diffusionskoeffizient kann aus der direkten
Vermessung des Pfades (,track) durch Bildung des mittleren Verschiebungs-
quadrates berechnet werden. Ferner wurde die Diffusion von NP mit Hilfe der
Monte-Carlo Methode zwei- bzw. dreidimensional simuliert. Die Erzeugung fiir
die Simulation notwendigen normalverteilten Zufallszahlen erfolgt mit Hilfe des
Ziggurat-Algorithmus [6]. Schwachstellen bzgl. der Periodendauer des Ziggurat-
Algorithmus wurden bertiicksichtigt und die Periodendauer, wie von Leong et
al. vorgeschlagen [7], erhoht. Der Durchmesser jedes einzelnen NP wird aus dem
Diffusionskoeffizienten mit Hilfe der Stokes-Einstein-Gleichung ermittelt (fiir ein-
fache Geometrien ist der Partikeldurchmesser reziprok proportional zum Diffu-
sionskoeffizienten).

3 Ergebnisse

Die gemessenen Groflen statischer und dynamischer Parameter werden hier am
Beispiel von monodispersen Polystyren Partikel (Durchmesser 100 nm) exem-
plarisch gezeigt. Abbildung 1, links zeigt sechs NP mit unterschiedlicher Form
und Helligkeit.

Das sehr hell dargestellte Partikel (d) weist eine runde Struktur auf, wihrend
ein etwa gleichhelles Partikel (c) eine elliptische Form besitzt. Die Partikel (b),
(e) und (f) sind deutlich dunkler als NP (c) bzw. (d), weisen aber ebenfalls un-
terschiedliche Rundheiten auf. Da sich Partikel unterschiedlich weit entfernt von
der z-Referenzebene befinden kénnen, werden solche eher randsténdigen Partikel
weniger hell strahlen als solche, die sich im Zentrum des Laserstrahls befinden.
Das Partikel (a) zeigt zudem eine Doppelstruktur, die sich als Kollision zweier
NP deuten lésst. Solche Kollisionen sind iiberwiegend scheinbare (so genannte vi-
suelle) Kollisionen, weil es hier lediglich zu einer Ubereinstimmung in den ebenen
Koordinaten kommt. In der Tiefe z konnen sie sehr weit auseinander liegen. Ech-
te Kollisionen, die zu einer Agglomeration der Partikel fithren, sind eher selten,
wenn die Partikelkonzentration in der Fliissigkeit niedrig ist (typisch: 107 — 108
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Partikel/ml). Gleichwohl sind sie identifizierbar, denn der Diffusionskoeffizient
der beteiligten Partikel ist vor der Kollision i.A. deutlich hoher als der des durch
Kollision entstandenen Agglomerates.

Abbildung 1, Mitte zeigt eine Verteilung der diffundierenden NP als das Er-
gebnis einer Monto-Carlo-Simulation in drei Dimensionen. In der 3D-Graphik
haben alle simulierten Partikel die gleiche Helligkeit, aber unterschiedliche Radi-
en, entsprechend der jeweiligen Diffusionskoeffizienten (aus Beobachtungen em-
pirisch zugeordnet). Die Abbildung 1 zeigt rechts eine NP-Simulation, die sich
auf die 2D-Auswertemethode des NanoSight™-Prinzip beschrinkt, wobei sich
der z-Abstand der NP durch unterschiedliche Helligkeiten ausdriickt. Fiir beide
Simulationen wurden ebenfalls die zugehorigen Dichtefunktionen fiir die Diffu-
sionskoeffizienten und die NP-Durchmesser ermittelt. Typische Ergebnisse der

Abb. 1. Momentaufnahme diffundierender Nanopartikel (links: Originalregistrierung;
Mitte: dquivalente 3D-Simulation; rechts: korrespondierende 2D-Visualisierung).
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Abb. 2. Dichtefunktionen der gemessenen und simulierten NP-Diffusionskoeffizienten
(1019 ¢m? /5] (links) NP-Durchmesser [nm] (rechts).
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Tabelle 1. Mittelwert und Standardabweichung von NP-Parametern (Durchmesser,
simulierter Durchmesser, Diffusionskoeffizient, Kompaktheit, Symmetriefaktor, fraktale
Dimension).

diameter  simulated diffusion circularity = symmetry  fractal
[nm] diameter coefficient 0<c<1l factor dimension
[nm] [1071° %] 0<s<1l 1<f<2
mean 125.6 129.7 423.2 0.813 0.734 1.624
SD 37.9 36.2 96.8 0.071 0.052 0.482

Tabelle 2. Mittelwert und Standardabweichung von NP-Parametern fiir eine Quarz-
Probe.

diameter simulated  diffusion circularity  symmetry fractal
[nm)] diameter coefficient 0<e<l1 factor dimension
[nm] (10710 e 0<s<1l 1<f<2
mean 215.5 218.2 294.2 0.913 0.866 1.32
SD 58.1 62.5 74.1 0.021 0.023 0.22

Diffusionsanalyse (Abb. 2) zeigen, dass Messung und Simulation kaum Unter-
schiede aufweisen.

Ein t-Test ergibt, dass es zwischen den Durchmesser-Mittelwerten der Simu-
lation und der Messung keinen signifikanten Unterschied gibt, was die Tabelle
1 belegt. In dieser Tabelle sind die fiir die Polystyrene-Probe erhobenen Bild
charakterisierenden Parameter erfasst. Dazu gehort der mittlere Partikeldurch-
messer, der hier mit ca. 126 nm den von der Industrie genannten Wert von 100
nm signifikant {iberschreitet. Sowohl die 3D- als auch die NanoSight-analoge 2D-
Simulation ergaben vergleichbar grole Durchmesser. Typisch fiir die NP-Probe
sind Kompaktheitswerte um 0.8 herum, woraus zu schlieflen ist, dass zahlreiche
Partikel im Mikroskopiebild keine perfekte Kreisform aufweisen.

Zudem finden wir hdufig Asymmetrien beziiglich der Grauwertverteilung in-
nerhalb des dargestellten NP (ideale Grauwert-Symmetrie wiirde zu einem Fak-
tor s = 1 fithren, gemessen wurden hingegen Werte um s = 0.7). Die fraktale
Dimension der durch die Partikeldiffusion erzeugten Pfade lag mit ca. 1.6 deut-
lich iiber dem Wert einer iiberwiegend geraden Ausbreitungsrichtung (f = 1),
aber weit unterhalb einer kompakten flichenartigen Ausbreitung (f=2). Tabelle
2 enthélt die Parameterwerte fiir eine andere NP-Probe (Quarz). Daraus er-
gibt sich, dass es zwischen verschiedenen NP-Sorten offenbar charakteristische
Unterschiede hinsichtlich der genannten Parameter gibt.

4 Diskussion

Mit Hilfe typischer Bildverarbeitungsmethoden konnten aus Bildsequenzen Pa-
rameter identifiziert werden, mit deren Hilfe eine Charakterisierung von solchen
NP gelang, deren gesundheitsschéddliche Wirkung in Folgeexperimenten unter-
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sucht werden soll. Die Gestalt der NP konnte durch Formparameter wie Kom-
paktheit ¢ und Symmetriefaktor s erfasst werden, wiahrend sich die dynamischen
Eigenschaften der NP durch den Diffusionskoeffizienten (gewonnen aus gemes-
senen bzw. simulierten Diffusionen) bzw. der fraktalen Dimension des jeweiligen
Bewegungspfades kennzeichnen lieflen. Letztlich konnten NP-Durchmesser aus
korrespondierenden Diffusionskoeffizienten, die sowohl durch Messung als auch
durch Monte-Carlo-Simulationen gewonnen wurden, ermittelt werden.

In den angegebenen Beispielen nehmen die Parameter typische Werte an, mit
denen die Proben durch ihre Bildeigenschaften charakterisiert und von anderen
Proben unterschieden werden konnen. Zudem zeigt der Vergleich des mittleren
Durchmessers (Messung und Simulation) mit den Herstellerangaben, ob die in
der Probe vorhanden NP diese Grofle auch wirklich besitzen. Vergleiche von
Durchmesser-Dichtefunktionen gemessener und simulierter NP erlauben zusétz-
lich Riickschliisse auf die Homogenitét von Proben.
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