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Zusammenfassung

Silbernanopartikel (Ag-NP) kénnen, bedingt durch ihre wachsende Anwendung im Lebens-
mittelbereich, vermehrt oral aufgenommen und Uber den Intestinaltrakt resorbiert werden.
Die Diversitat der physikalisch-chemischen Eigenschaften, der in toxikologischen Studien
eingesetzten Nanopartikel (NP), macht eine allgemein gultige Aussage zu ihren physiologi-
schen Wirkungen nicht trivial. Auch die Ursachen ihrer zytotoxischen Eigenschaften werden

weiterhin kontrovers diskutiert.

Basierend auf diesen Fragestellungen, wird in dieser Arbeit die physikalisch-chemische Cha-
rakterisierung von toxikologisch relevanten Partikeleigenschaften vorgestellt, welche das
Zellkulturmedium (ZKM) als chemische Umgebung der NP berlcksichtigt. Durch in-vitro Ex-
perimente mit dem humanen Modell des Intestinaltraktes (Caco-2 Zellen) wurden anschlie-
Rend die relevanten molekularen Effekte des charakterisierten Ag-NP Referenzmaterials

hinsichtlich partikularer, ionischer oder synergistischer Wirkung untersucht.

Mittels einer Kombination aus Asymmetrischer-Fluss-Feldflussfraktionierung (A4F) sowie
dynamischer Licht- und Réntgenkleinwinkelstreuung konnte eine Zunahme des hydrodyna-
mischen Radius der Partikel im ZKM beobachtet werden. Dieser liel3 sich durch nachfolgen-
de energiedispersive Roéntgenfluoreszenz Spektroskopie und zweidimensionale Gelelektro-
phorese mit der Bildung einer Proteinkorona beschreiben, die hauptsachlich aus bovinem
Serumalbumin bestand. Die Trennung von ungebundenen Proteinen und Partikeln mit Koro-
na wurde sowohl mittels A4F als auch Zentrifugation durchgefiihrt, wobei sich die A4F als die

sensitivere Methode herausstellte.

Die 24-stiindige Exposition der Caco-2 Darmzellen mit jeweils zwei nicht zytotoxischen Kon-
zentrationen des Ag-NP-Referenzmaterials sowie Silberionen aus Silbernitrat (SN) zeigte
einen signifikanten Unterschied der Anzahl deregulierter Proteine zwischen partikularer und
ionischer Behandlungsgruppe. Die NP fiuhrten im Gegensatz zu den lonen zu einer vermehr-
ten Herunterregulation der Proteine. Die Auswertung der Proteinderegulationen deutete auf
eine Inhibierung pro-inflammatorischer Proteine wie Nuclear Facor Kappa Light Chain En-
hancer of Acivated B-Cells (NFkB) durch die NP Behandlungsgruppe hin. SN flhrte zu einer
aktivierten inflammatorischen Antwort. Im Gegensatz zu den SN Behandlungsgruppen zeig-
ten die NP eine vorhergesagte Inhibierung des Nrf2-Signalweges, der oxidativen Stress in-
duziert. Beide NP-Konzentrationen fihrten in den Zellen zu einer Suppression tumorassozi-
ierter Proteine wie z.B. ADP-sugar Pyrophosphatase (NUDT5). Die Konzentration tumoras-

soziierter Proteine nach Inkubation mit SN blieb entweder unverandert oder stieg leicht an.



Die Interaktion von Ag-NP mit Caco-2 Zellen fiuhrte zur Bildung einer NP-Proteinkorona und
damit veranderten Partikeleigenschaften wie dem Partikelradius, die bei der Beurteilung ihrer
Toxizitat einbezogen werden missen. Die NP induzierten weder signifikant Entziindungen
noch oxidativen Stress, und im Gegensatz zu SN fihrten sie zu einer Suppression tumoras-
soziierter Proteine. Insgesamt bewirkten Ag-NP und Silberionen in den Zellen deutliche Un-
terschiede der proteomischen Antwort der Caco-2 Zellen. Es lasst sich daher schlussfolgern,
dass die Toxizitat von Silber in Form von NP und Salz unabhangig voneinander betrachtet

werden muss.



Abstract

The oral uptake of silver nanoparticles (Ag-NP) and their resorption in the intestine has in-
creased due to their widespread application in the food sector. The diverse physico-chemical
properties of nanoparticles (NP) in toxicological studies make a common prediction of their
physiological impact impossible. Additionally, the cause of the cytotoxicity of the NPs is dis-

cussed controversely.

Based on these questions one aim of this work is to establish a physico-chemical characteri-
zation of relevant NP properties regarding the special chemical environment in cell culture
medium (CCM). Cell culture experiments with human Caco-2 cells as a model for the intes-
tine were conducted to determine whether the origin of the NP-toxicity was based on the ion

release, the particles or a combination of both.

An increase of the hydrodynamic particle-radius after exposure to CCM was observed using
a combination of asymmetrical flow field-flow fractionation (A4F), dynamic light scattering
and small angle X-ray scattering. Energy dispersive X-ray spectroscopy and two-dimensional
gel electrophoresis confirmed this observation and revealed a protein corona mainly consist-
ing of serum albumin. The separation of unbound proteins from particles with a corona was
conducted with A4F as well as centrifugation resulting in less false-positive protein findings
for A4F.

A 24 h exposure of Caco-2 cells with two non-cytotoxic concentrations of Ag-NPs and Ag
ions from silver nitrate (SN) each revealed a significant difference in protein regulation for
each treatment. Ag-NPs showed prevalence for down regulated proteins compared to the
ionic treatment. The analysis of the deregulation patterns revealed the inhibition of pro-
inflammatoric proteins like Nuclear Factor Kappa Light Chain Enhancer of Acivated B-Cells
(NFkB) for both NP treatments. However, both SN treatments induced inflammatory re-
sponses and led to the activation of cytokines like TNF-a in the cells. In contrast to the SN
treated cells, an inhibition of the Nrf2 pathway was detected for the NP treated cells, which
indicated reduced oxidative stress. Proteins associated with cancerous cells, e.g ADP-sugar
Pyrophosphatase (NUDT5), were significantly suppressed due to NP treatment, while SN

treatment resulted in a slight increase of those proteins.

Exposure of Caco-2 cells to Ag-NPs and SN caused the formation of a protein corona and
thereby altered particle properties which have to be considered in the assessment of their
toxicity. Neither did NP significantly induce inflammation nor oxidative stress, while SN in-

duced both. Additionally, NP-treatment led to a decrease of tumor-associated proteins.



Summing up, Ag-NPs and SN caused very different proteomic answers and different toxico-
dynamics in the intestinal cell model making a differentiated toxicological evaluation neces-

sary.
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1 Einleitung
1.1 Entstehung des Begriffes Nanopartikel

Teilchen im GroRenbereich von einigen wenigen bis mehreren 100 nm (wie z.B. Casein-
Mizellen in der Milch) werden schon seit mehr als 100 Jahren im Bereich der Kolloidchemie
erforscht. Der Begriff Nanopartikel (NP), dessen erster Wortteil sich aus dem griechischen
nanos fur Zwerg ableitet, ist eigentlich erst nach der Erfindung des Elektronenmikroskops
1981 und Rasterkraftmikroskops 1986 durch die Visualisierung dieses GroéRenbereichs auf-
gekommen. Eine erste Erwahnung bzw. Andeutung der Nanotechnologie kam in einem In-
terview mit Richard Feynman im Jahre 1959 auf (There's plenty of room at the bottom [1]).
Die Herstellung von Fullerenen (nanoskalige Kohlenstoffkafige) im Jahr 1985 und die damit
erhoffte Miniaturisierung von Maschinen oder einzelnen Bauteilen sorgte fur einen weiteren
wissenschaftlichen Anstoss der Nanotechnologie. Zunachst machte sich dann die Computer-
industrie diesen Begriff zu Nutze. Diese warb mit der Vision des molecular computing, einer
sich selbst weiterentwickelnden Computerspezies. Die Technologie, die NP fiur die Compu-
terbranche interessant machte, waren in diesem Fall supraleitende single-walled carbon na-
notubes, die ab 1993 hergestellt werden konnten und die Datenlibertragung in Computern
beschleunigen sollten. Mit der Einfihrung dieser Materialien begann die groere Beachtung
der Nanoforschung. Dabei stehen vor allem die physikalischen Besonderheiten der NP im

Mittelpunkt, da sie 6konomisch relevante Einsatzfelder aufzeigen.
1.2 Besondere physikalische Eigenschaften von Nanopartikeln

Zum einen besitzen NP im Vergleich zu ihren makro-skaligen Grundstoffen ein wesentlich
vergroRRertes Verhaltnis von Partikeloberflache zu ihrem Volumen (Abbildung 1 C). Dadurch
bedingt liegen bei NP mehr Atome an der Oberflache als beim makro-skaligen Stoff, was zu
einem erhdhten energetischen Zustand und zu héherer Reaktivitat fihrt. So zeigt z.B. Gold,
welches im Bulk-Material nahezu inert ist, in nanopartikularem Zustand katalytische Eigen-
schaften [2]. NP zeigen eine Aufweitung der Energienieveaus im Festkorper [3]. Diese Auf-
weitung verandert die optischen Eigenschaften der NP, wie Abbildung 1 B darstellt. Einen
weiteren Punkt, der flr die Industrie von Interesse im Zusammenhang mit NP ist, stellt die
Herabsetzung des Schmelzpunktes nanoskaliger Partikel dar, die bei dem Prozess des Sin-
terns ausgenutzt werden, um z.B. besonders feste Eisenwerkstoffe zu erlangen (Abbildung 1

A) [3]. Durch ihre geringe GroRRe besitzen magnetische NP meist nur einen einzigen Weil-



schen Bezirk, was ihre Magnetisierung deutlich erleichtert und unempfindlicher gegen Tem-

peraturschwankungen macht [3].
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Abbildung 1: Beispiele fir physikalische Eigenschaften, die NP von ihren makroskaligen Grundstoffen unterschei-
den. (A) Verhaltnis der Schmelztemperatur von Gold-NP zu ihrem Partikelradius, (B) Plasmonenresonanzwellen-
langenverschiebung von Gold-NP bei verschiedenen Partikeldurchmessern [4], (C) Oberflache zu Volumen Ver-
haltnis eines spharischen und eines wirfelférmigen Partikels.

1.3 Natiirliche und anthropogene Erzeugung von Nanopartikeln

Nichtsdestotrotz sind NP schon seit der Entstehung der Erde in verschiedenen Formen vor-
handen, wobei der Mensch durch ihre beabsichtigte wie auch unbeabsichtigte Herstellung
weitere Partikelensembles hinzufligt. NP, die ohne den Einfluss des Menschen existieren
sind z.B. feinste Aschepartikel (in diesem Fall in der Form von Fullerenen und Kohlenstoff-
nanordhrchen), die bei Vulkanausbrichen bzw. Waldbranden entstehen, oder auch sehr fei-

ne Siliziumdioxid-Partikel, die durch Winderosion an Sandkornern bei Sandstiirmen z.B. in
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der Wiste entstehen. Auch einige Lebewesen nutzen NP. So verbinden sich magnetotakti-
sche Bakterien, die Eisenoxid-NP (in diesem Fall Magnetit) enthalten, zu langen Ketten, die
es ihnen ermoglichen, mit Hilfe des Erdmagnetfeldes neue Wasserstromungsschichten und
damit neue Nahrungsregionen aufzusuchen [5]. In wassrigen Systemen wird der Begriff Kol-
loid fUr dispergierte Partikel im GrdélRenbereich von Nanometern verwendet. In diesem Be-
reich sind vor allem die in Gewassern vorkommenden makromolekularen organischen Mole-
kile Humin- und Fulvosauren zu nennen. In Béden kommen NP in Form von Tonmineralen

in den Weltmeeren durch Verwitterung von Gestein vor [5, 6].

NP wurden von Menschen bei der Photographie schon vor mehr als 100 Jahren bei der Be-
lichtung von Bildern mittels Bildung von Silberkeimen unbewusst genutzt. Eine weitere unbe-
absichtigte Nutzung von NP ist aus der Antike bekannt, als z.B. die Griechen und Perser
Wasser moglichst in Gefalten aufbewahrten, die Silbermiinzen enthielt, deren Silberionen,
aber auch durch Reduktion entstehende NP, das Wasser als Bakterizid frisch hielten [7].
Ebenso ist die Bruchfestigkeit von Damaszener-Stahl auf Kohlenstoffnanoréhren zuriickzu-

fuhren oder die Farbe vieler Kirchenfenster aus dem Mittelalter auf kolloidales Gold [5].

Menschliche Quellen unbeabsichtigter NP-Produkte oder Kontaminationen sind z.B. Diesel-
rulBpartikel sowie nanopartikulare Staubpartikel aus Industrieabgasen. Aggregate von Koh-
lenstoff-Nanopartikeln befinden sich als stabilisierende Bestandteile in Autoreifen und wer-
den durch Abrieb beim Fahren und Bremsen wieder an die Umwelt abgegeben. Allgemein
kann gesagt werden, dass ein menschlicher Eintrag von NP in die Umwelt auf vielfaltigem
Wege erfolgen kann. Im Folgenden ist eine kleine Auswahl an Produkten oder Prozessen, in
denen NP verwendet werden und aus denen diese entweichen koénnen, tabellarisch darge-
stellt (Tabelle 1).

Tabelle 1 Auswahl an heutigen Einsatzfeldern von NP.

Nanopartikelmaterial Art der Verwendung bzw. Entstehung

Aluminiumoxid in Folien als Separatoren in Lithium-Akkus

bei der Farbung von Photos (zu Beginn der Photographie im 19.
Silber bis Anfang des 20. Jahrhunderts), in Waschmaschinen, Schneide-
brettern, Medizinprodukten und Kleidungsstticken als Bakterizid

Palladium Katalysator fir z.B. Autoabgase
Siliziumdioxid Halbleitertechnik, Photovoltaik, als Rieselhilfe in Lebensmitteln
. L als Farbstoff in Wandfarben aber auch in Zahnpasta; in Sonnen-
Titandioxid .
cremes als UV-Filter
Zinkoxid als UV-Filter in Sonnencremes
Eisenoxide als MRT Kontrastmittel in der Radiologie; als Lebensmittelfarbstoff




Die Anzahl der Patente flr Produkte, die NP enthalten bzw. NP bei ihrer Herstellung nutzen,
hat in den letzten Jahren deutlich zugenommen [8]. Zu diesen z&hlen auch etliche Produkte,
die entweder als Nahrungsmittel absichtlich NP enthalten oder eine Kontamination von Nah-
rungsmitteln mit NP durch Kontakt (z.B. Migration aus Schneidebrettern und Kleidung) er-
moglichen. Eine zunehmende Verwendung von NP in Verbraucherprodukten, vor allem auch
Nahrungsmitteln, erfordert also eine Risikobewertung dieser Partikel nicht nur in Hinsicht auf
ihre mogliche Human-, sondern auch ihrer Okotoxizitat. 2011 gehérten 7.5 % der beim ame-
rikanischen Woodrow Wilson International Center for Scholars (WWIC) registrierten NP-
haltigen Konsumguter in den Lebensmittelbereich, zu dem auch Produkte gehdren, die mit
Nahrungsmitteln in Kontakt kommen kénnen. Die Tendenz zunehmender NP-Produkte im
Lebensmittelsektor macht eine Einschatzung ihrer intestinalen Aufnahme und moglichen
Toxizitat notwendig. Die Datenbank des WWIC deckt zwar nur solche Produkte ab, die ent-
weder durch Eigenrecherche des Instituts, offizielle (US-Amerikanische) Behérden oder
durch freiwillige Datenherausgabe der Hersteller bekannt sind, doch umfasst diese Daten-
bank auch auslandische (z.B. deutsche) NP-Produkte. Auch in Europa gibt es Bestrebungen,
Datenbanken dieser Art zu etablieren, sei es durch die EU [9], oder die Chemische Industrie
[10].

1.4 Klassifikation der Nanopartikel

Nachdem Definitionen zu Nanomaterialien und NP in den USA und England schon 2006
bzw. 2007 eingefuhrt wurden [11, 12], hat die EU mit der Verordnung 1169/2011 eine erste
allgemeine europaische Definition von Nanomaterialien in Lebensmitteln geschaffen, die fur
samtliche Regelungszwecke innerhalb der EU genutzt werden soll [13]. Diese beschreibt
Nanomaterialien als ,ein natiirliches, bei Prozessen anfallendes oder hergestelltes Material,
das Partikel in ungebundenem Zustand, als Aggregat oder als Agglomerat enthélt, und bei
dem mindestens 50 % der Partikel in der Anzahlgré3enverteilung ein oder mehrere Aul3en-
maflle im Bereich von 1 nm bis 100 nm haben®. Im Zuge dieser Verordnung kénnten Le-
bensmittel ab 2014 mit einem Zusatz deklariert werden mussen, der auf die Nanomaterialien
des Produktes hinweist. Die Deklaration von Nanomaterialien ist zum einen hinsichtlich ihrer
nicht trivialen Detektion in teilweise komplexen Matrizes wie Lebensmitteln schwierig. Zum
anderen wuirde diese novellierte Deklaration auch Produkte mit z.B. Mizellen in ahnlichen
Groéfkenordnungen (Fett in Milch bzw. in Cremes) betreffen und damit neue Bewertungskrite-

rien fur Lebensmittel schaffen.



1.5 Einsatzgebiete und potentielle Risiken von Silber Nanopartikeln

Trotz dieser Fortschritte auf rechtlicher Ebene beziehen sich nachfolgende Statistiken auf-
grund derzeit fehlender europaischer Daten auf die vom WWIC ermittelten Ergebnisse.
Demnach ist Silber das am haufigsten verwendete NP-Material aller registrierten NP-
Produkte (etwa 23 %). Ahnlich groRe Verbreitung (22 %) erfahrt Silber auch im Bereich der
Nahrungsmittelprodukte [14]. Silberionen oder kolloidales Silber werden heutzutage nicht nur
wegen ihres schon im antiken Griechenland empirisch genutzten antimikrobiellen Effekts
eingesetzt [7], sondern als industrielle Ag-NP gezielt in zunehmendem Malde in Nahrungser-
ganzungsmitteln verwendet, die mit variierendem gesundheitlichen Nutzen beworben werden
(z.B. Erholung von Malariasymptomen oder gegen verschiedenste Infektionskrankheiten

[14]).
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Abbildung 2: Einsatzgebiete von Silbernanopartikeln, die von Zahnpasta tiber Nahrungserganzungsmittel bis zu
Kochgeschirr reichen [15].

Wissenschaftlich eindeutig belegt sind heutzutage lediglich die antimikrobiellen Wirkungen
der Ag-NP [16-18] vorwiegend bei aulleren Anwendungen, wohingegen gesundheitsfordern-
de Aspekte, mit Ausnahme der Nutzung in Wundpflastern oder Implantaten [19], bislang
nicht eindeutig bestéatigt werden konnten. Im Gegenteil dazu gibt es wissenschaftliche Bele-

ge zu pathologischen Auswirkungen einer oralen Langzeitexposition von Silber-NP (Ag-NP),



die zu Argyrie fihren kann [20]. Andere gesundheitliche Folgen von NP-Expositionen, in die-
sem Fall sowohl Silber- als auch Silika-NP, konnten Amyloidosen wie z.B. Alzheimer sein
[21], die durch von NP beglnstigte Proteinfehlfaltungen entstehen [22, 23]. Die Vielzahl an
Charakteristika (Stabilisatormaterial, Grof3e, Form etc.) der heutzutage verwendeten NP und
die damit verbundenen Unterschiede bezlglich ihrer physiko-chemischen Eigenschaften
(Leitfahigkeit, magnetische Eigenschaften, Schmelztemperaturen etc.) wirken sich ebenfalls
auf deren Toxikokinetik und Toxikodynamik in Zellkulturexperimenten und damit wahrschein-

lich auch im menschlichen Korper aus [24-26].

Im Falle der Silber-NP gibt es einen breiten wissenschaftlichen Konsens beziglich ihrer
Haupttoxizitat, der Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), wobei diese entwe-
der bedingt durch Oberflacheneigenschaften der NP oder Freisetzung von Silberionen gene-
riert werden kdnnen. Dabei reagieren Elektronen-Donoren (z.B. unedle Metalle) mit Sauer-
stoff- bzw. Hydroxyl-lonen Uber Disproportionierung oder Fenton-Reaktionen zu Hyperoxid-
bzw. Hydroxylradikalen, die dann neue ROS erzeugen [27, 28]. Die entstandenen ROS indu-
zieren dann unter anderem Apoptose in eigentlich gesunden Zellen. Sollte keine Apoptose
induziert werden, kénnten Schadigungen der DNA folgen, die langfristig Krebs auslésen
konnen. In diesem Zusammenhang unterscheiden die meisten Autoren auch zwischen der
durch die Ag-NP freigesetzten lonen und der durch die NP hervorgerufenen Toxizitat. Den-
noch konnten Kim et al. zeigen, dass die Zytotoxizitat von deionisierten Ag-NP auf HepG2-
Zellen unabhangig von der freier Silberionen aus AgNO; (SN) ist, wobei sie zum Vergleich
die unterschiedliche Deregulation von Genen, deren Proteine in Verbindung zu oxidativem
Stress stehen, heranzogen [29]. Leber und Niere, als Akkumulationsorgane von NP jeglicher
Art, zeigten erhdhte Konzentrationen an pro-inflammatorischen Zytokinen wie den Interleuki-
nen (IL) (z.B. IL-1. IL-6 und IL-12) nach einer hoch dosierten oralen Applikationsstudie an
Imprinting Control Region (ICR)-Mausen [30]. Demgegenuber steht eine 28-Tages-Studie mit
Sprague-Dawley Ratten, denen ebenfalls hohe Dosen, sowohl PVP-stabilisierter NP als auch
AgPure™, oral verabreicht wurden und deren Blut weder signifikant erhdhte Aspartat-
Transaminase (AST) noch Alanin-Transaminase (ALT) aufwies, welche auf eine Schadigung
der Leber hindeuteten. Ebenso wenig konnte eine erhohte Konzentration der Zytokine IL-1
und IL-6 festgestellt werden. Zuséatzlich zeigte sich bei diesem Versuch keine Préaferenz fur

ein bestimmtes Organ bei der Akkumulation der NP bzw. des Silbers selbst [31].

Analysen der Gen-Expression einer Co-Kultur eines in-vitro Modells des Dunndarms erga-
ben keine nennenswerten Unterschiede zwischen der Behandlung mit vier verschieden gro-
Ren Ag-NP und Silberionen aus SN. Zwar zeigten sich in den Behandlungsgruppen, die al-

lein mit den aus den NP freigesetzten und anschlieBend extrahierten Silberionen behandelt



wurden, leichte Uberexpressionen von Genen, die mit der Generierung von oxidativem
Stress in Verbindung stehen (FOSB, FOSL1, JUNB), doch wurde dies nicht als signifikant
angesehen [32]. Andere Veroffentlichungen unterstitzend, wurde eine gréRenabhangige
Toxizitat der Ag-NP festgestellt [33, 34]. Demgegeniber zeigte eine 24 h Expositionsstudie
von Caco-2 Zellen mit dem Uberstand von 24 h in Wasser suspendierten peptidbeschichte-
ten NP erst bei einer Partikelkonzentration von 100 ug mL™ einen zytotoxischen Effekt, wéh-
rend die NP selbst diesen bereits ab einer Konzentration von 5 ug mL™ zeigten [35]. Ent-
sprechend Ubereinstimmender Ergebnisse von NP-Toxizitatsstudien bestimmen hauptsach-
lich die physikochemischen Eigenschaften der NP, wie z.B. Oberflachenladung, Form oder
Grole, ihre Toxikokinetik und Toxikodynamik [24, 36]. Diese Eigenschaften variieren sowonhl
durch die Umgebungsmedien der entsprechenden experimentellen Fragestellungen (in vitro,
in vivo, kunstlicher Verdau) als auch bedingt durch die Dauer der Versuche und der damit
verbundenen Freisetzung von Silberionen [37, 38]. Die Relevanz der Partikeleigenschaften
in Bezug auf ihre mogliche Toxizitat erfordert ihre umfassende Charakterisierung vor und
wahrend der angestrebten Versuchsbedingungen [39], denn diese Charakteristika bestim-
men Eigenschaften wie z.B. das Adsorptionsverhalten von Proteinen an NP und damit auch
ihre Verweildauer im jeweiligen Organismus [40]. Bei in-vitro Versuchen werden die NP vor
der Zellexposition in ZKM dispergiert, welches sowohl die Oberflache der Partikel modifiziert
als auch die Interaktion zwischen benachbarten Partikeln bzw. Partikeln und Zellen beein-
flusst [37, 38, 41]. Die Proteinadsorption aus ZKM kann diverse Veranderungen der physiko-
chemischen und toxikologischen Eigenschaften mit sich bringen, welche dann nicht mehr
direkt mit denen der unbehandelten NP in Verbindung gebracht werden kénnen. Die Adsorp-
tion von Proteinen flhrt zur Bildung einer sogenannten Proteinkorona [37, 41], die abhangig
von der Adsorptionskinetik und der Konzentration der verschiedenen Proteine als harte und
weiche Korona betitelt wird [37, 42]. Diese Korona andert z.B. den hydrodynamischen Radi-
us (Ry) der Partikel, womit Techniken wie die Dynamische Lichtstreuung (DLS) und die
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) zur Charakterisierung eingesetzt werden kon-
nen [38, 43, 44]. Die Untersuchung mdglicher Agglomeration bzw. Aggregation der Partikel
ist sowohl mit DLS als auch TEM nicht adaquat méglich, da zum einen die DLS-Anwendung
von spharischen Partikeln ausgeht und zum anderen bei der Probenpraparation fur die TEM
bereits Agglomerate entstehen kénnen. Zudem bedarf es eines groen zeitlichen Aufwands,
um eine statistisch signifikante Auswertung von TEM-Bildern zur GréRenverteilung der beo-
bachteten Partikel zu erreichen, weshalb es an entsprechenden Daten mangelt [45]. Nicht
nur der vergroRerte Ry, sondern auch die Veranderung der Oberflachenbelegung durch Pro-
teine und Aminosauren verandert die Interaktion der NP mit einem in-vitro Zellmodell. So
wurde die Aufnahme von Polystyrol-NP in HelLa Zellen durch die Adsorption von bovinem

Serum-Albumin verringert [46]. Im Falle von AgPure NP konnten Béhmert et al. zeigen, dass
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sich nach einem kinstlichen Verdau der NP deren Zytotoxizitat auf Caco-2 Zellen nicht we-
sentlich von den nicht verdauten NP unterschied, obwohl die Partikel eine Proteinkorona
ausbildeten [47]. Auch die Stabilisatoren selbst kdnnen Einfluss auf die Interaktion der NP
mit Zellsystemen nehmen. Polystyrol Nanokapseln, die in nichtionischem Polyoxyethyl-

en(20)-sorbitan-monolaurat (Tween20™

) mit einer Konzentration zwischen 0.0025 % und
0.05 % dispergiert waren und eine Tween-Korona entwickelten, zeigten z.B. eine hdhere
Affinitdt zu Zellmembranen der Caco-2 Zellen als die unbehandelten Partikel [48]. Zudem
stellte sich in eben dieser Arbeit heraus, dass Tween20 allgemein die Zellviabilitdt und die
Proliferationsrate der Caco-2 Zellen mindert. Ahamed et al. konnten bei verschiedenen Zell-
typen zeigen, dass mit Polysacchariden stabilisierte Ag-NP eine hdohere Zytotoxizitat aufwei-
sen als solche, die nur elektrostatisch stabilisiert sind [36]. Diese Beispiele zeigen den Ein-
fluss der Stabilisatoren auf die NP-Toxizitat, doch auch die Freisetzung von Silberionen
durch die Ag-NP ist ein entscheidender Punkt bei der Bewertung ihrer Toxizitat. Diesem Ef-
fekt wird in wissenschaftlichen Publikationen zu diesem Thema bislang der hdchste Einfluss
auf die Toxizitat von Ag-NP durch die Induktion von oxidativem Stress und nachfolgender
Apoptose in verschiedenen Zellsystemen eingeraumt [49-51]. Neben diesen Befunden gibt
es jedoch auch Arbeiten, die eine synergistische toxische Wirkung von NP und lonen an-
nehmen [32, 43, 52]. Die unterschiedlichen Ergebnisse dieser Studien machen deutlich, dass
einem Einsatz von NP jeglicher Art in Zellkulturexperimenten (oder auch in-vivo Studien)

eine umfassende physikochemische Charakterisierung vorausgehen muss.

2 Zielsetzung dieser Arbeit

Die physikalisch-chemische Charakterisierung der kommerziellen Ag-NP, sowohl unter origi-
naren Bedingungen als auch unter Zellkulturbedingungen in ZKM-Dispersion stellte den ers-
ten Teil der Arbeit dar. Dafur wurden Ag-NP &hnlichen Partikelkerndurchmessers aber mit
unterschiedlicher Oberflachenstabilisierung gewahlt (AgPure, Nanocomposix). Die Charakte-
risierung der NP einschlieRlich ihrer mdglichen Proteinkorona in ZKM erforderte in diesem
Zusammenhang eine Trennmethode, die die Oberflache der Partikel nicht beeintrachtigt und
zusatzlich keine Agglomeration bzw. Aggregation fordert. Fir diese Aufgabe wurde daher die
Asymmetrische Fluss-Feldflussfraktionierung (A4F) eingesetzt. Der Separation der NP folgte
eine zerstérungsfreie Analytik der Partikeldimensionen, die mittels DLS und SAXS sowonhl
den Ry als auch den Partikelkern abdeckt, wobei mit der SAXS zusatzlich Aggregationen
erkannt und quantifiziert wurden. Da die bisher beschriebenen Analysemethoden eine Pro-
teinkorona nur rechnerisch ermitteln, wurde als bildgebendes Verfahren noch die Elektro-

nenmikroskopie genutzt. Von den mit der A4F gereinigten NP-Dispersionen wurden TEM



Aufnahmen durchgefiihrt und zusatzlich EDX-Analysen durchgeflihrt, um die chemische Zu-
sammensetzung der Korona zu ermitteln. Da die lonenfreisetzung der NP signifikanten Ein-
fluss auf deren Toxizitat hat, wurde die lonenkonzentration der Dispersionen nach Dialyse
mittels ICP-MS untersucht. Alternativ wurden die undialysierten Dispersionen mit Hilfe der

UV-Vis Spektroskopie auf ihren lonenanteil untersucht.

Der zweite Teil der Arbeit beschaftigte sich mit den molekularen Wirkungen von kommerziell
erhaltlichen Ag-NP im Vergleich zu freien Silberionen auf das Proteom eines humanen
Dinndarmzellmodells (Caco-2). Dafir wurden die Zellen mit unterschiedlichen, nicht zytoto-
xischen, Konzentrationen von Ag-NP und Silberionen aus SN fir 24 h exponiert. Anschlie-
fend wurde nach 2-D Gelelektrophorese und anschlieRender qualitativer MALDI-
Massenspektrometrie Auswertung der deregulierten Proteine die proteomische Antwort der
Caco-2 Zellen mittels Ingenuity Pathway Analysis (IPA) ermittelt. Aus den IPA-Daten wurden
mogliche Beziehungen zwischen den zuvor ermittelten NP-Eigenschaften und ihrer Toxiko-
dynamik in den Caco-Zellen gebildet. Die beschriebenen analytischen Vorgehensweisen

sind in Abbildung 3 zur besseren Veranschaulichung dargestellt.
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Abbildung 3: Arbeitsschema dieser Dissertation. Beide Nanopartikel (AgPure, Nanocomposix) wurden sowohl vor
Exposition mit ZKM als auch danach physikochemisch charakterisiert. Fir die Zellkulturversuche wurde jedoch
nur AgPure verwendet, da dies ein von der Bundesanstalt fiir Materialforschung und —priifung angebotenes Refe-
renzmaterial darstellt. Als Vergleich dient in diesem Fall SN. Die Signaltransduktionswege wurden nach MALDI-
Analytik der deregulierten Proteine aus den Zellkulturexperimenten mittels IPA Auswertung erhalten.



3 Theorie
3.1 Feldflussfraktionierung

Die Methode der Feldflussfraktionierung (FFF) wurde 1966 von Prof. Calvin Giddings und
seinen Mitarbeitern an der Universitat Utah (Salt Lake City, USA) erfunden. Sie ermdéglicht
die Trennung von Teilchen im Bereich weniger nm bis hin zu mehreren Mikrometern (z.B.
Zellen [53]) aufgrund ihrer unterschiedlichen Ry. Das Prinzip der Trennung in einer FFF ist
der Chromatographie ahnlich, wobei bei der FFF keine stationare Phase zur Anwendung
kommt. Stattdessen wird der Analyt in der mobilen Phase (Laufmittel) in einem flachen
Trennkanal mit einer Hohe von einigen 10 bis 100 ym zunachst in einem schmalen Band
fokussiert. Die Einleitung der Analyten kann dabei entweder durch manuelle Injektion oder
mittels computergesteuerter Pumpensysteme aus einem Reservoir erfolgen. Die Form des
Trennkanals sorgt fir ein parabolisches Geschwindigkeitsprofil des laminaren Laufmittelflus-
ses, dessen FlieRgeschwindigkeit meistens im Bereich weniger mL min™ liegt. Nach der Fo-
kussierung erfolgt je nach FFF-Variante durch die Einwirkung duerer Krafte (z.B. Sedimen-
tations-FFF (Zentrifugalkraft), Thermische-FFF (Temperatur), SPLITT-FFF (Gravitation)) o-
der durch Einwirkung eines zweiten, senkrecht iberlagerten, Flusses (Fluss-FFF, Asymmet-
rischer Fluss-FFF) eine Retention der Analyten rechtwinklig zu ihrer Transportrichtung. Einen
umfassenderen Uberblick Uber géngige FFF-Typen liefert z.B. das Field-Flow-Fractionation
Handbook [54]. Die Trennung der Analyten erfolgt im Normalmodus gréf3enabhangig auf-
grund unterschiedlicher Diffusionskoeffizienten, wobei kleinere Partikel mit einem gréReren
Diffusionskoeffizienten friiher eluieren als grolte Partikel, was die Methode von der Gelper-
meationschromatographie (GPC) unterscheidet. Der Normalmodus gilt fur Partikel mit
Durchmessern von ca. 2-5 nm bis einigen 100 nm [55]. Die Reihenfolge der Elution kann
sich, bedingt durch verschiedene Modi der FFF, jedoch auch umkehren. Als Beispiele fur
diesen Elutionsmodus sind vor allem die sterische Elution sowie die lift/hyperlayer Methode
bei Teilchen mit einem Durchmesser von mehr als 1 um zu nennen [54]. Vorteile der FFF im
Vergleich zu Methoden mit ahnlichem Auflésungsvermdgen (z.B. GPC oder Hochdruck-
Flissigchromatographie (HPLC)) sind dabei die oberflachenschonende Trennung der Analy-
ten durch das Fehlen von sowohl Scherkraften als auch Wechselwirkungen mit einer statio-
naren Phase. Diese Eigenschaften sind z.B. bei der Analytik einer Proteinkorona bei NP
wulnschenswert. Ein Nachteil ist jedoch die relativ hohe Verdlinnung des Analyten, welche

nachfolgende Analysen erschweren kann.
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Am Ende des Trennkanals kénnen die mit unterschiedlichen Retentionszeiten austretenden
Analyten dann direkt, auch mit mehreren gekoppelten Analysatoren, charakterisiert werden.
Fiar GroRenbestimmungen kleinerer Molekule (wenige nm bis einige 10 nm) eignen sich z.B.
die Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) oder die Dynamische Lichtstreuung (DLS), bei gro-
Reren Molekulen (mehrere 100 nm bis ym) z.B. die Statische Lichtstreuung (SLS). Zur Mol-
massenbestimmung von Polymeren konnen Brechungsindex (RI)-Detektoren verwendet
werden oder flr Aussagen bezlglich des Analytmaterials Ultaviolettlichtabsorptions (UV)-
oder Infrarotlichtabsorptions (IR)-Detektoren bzw. Massenspektrometer, die an das FFF-

System gekoppelt werden kénnen.
3.1.1 Asymmetrischer Fluss Feldflussfraktionierung (A4F)

Der schematische Aufbau eines A4F-Trennkanals ist in Abbildung 4 dargestellt. Das einge-
speiste Probenvolumen kann an die Konzentration des Analyten angepasst werden. So ist
es z.B. mdglich, mittels einer Probenkapillare, die Uber ein Ventil an den Laufmittelzufluss
angeschlossen wird, Probenvolumina von mehreren Litern wahrend der Fokussierung zu

injizieren, um den Analyten anzureichern [56].

undurchldssige Kanaloberseite
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau eines Trennkanals einer A4F-Anlage (Seitenansicht). Kanalober- und unter-
seite sind durch einen Spacer getrennt, der die Dimensionen des Trennkanals bestimmt. Der Querfluss wird
durch den Rickdruck erzeugt, der durch einen geregelten Abfluss des Solvens am Ende des Trennkanals ausge-
bildet wird. Die Kanalunterseite besteht aus einer porésen Membran, deren Material jeweils an die chemischen
Eigenschaften der zu trennenden Komponenten und des Losemittels anzupassen ist. Unter der Membran befin-
det sich eine Fritte zur Stabilisierung der Membran, durch die der Querfluss geleitet wird. Die Analytinjektion er-
folgt in den Solvensfluss.
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Nachdem der Analyt in einem mit den Materialien der A4F kompatiblem Solvens suspendiert,

bzw. geldst wurde, erfolgt die Injektion in den laminaren Solvensfluss entweder Uber einen
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automatischen Probeninjektor oder manuell. Dabei ist daflir Sorge zu tragen, dass die Kon-
zentration des Analyten im Trennkanal wahrend der Fokussierung nur so hoch gewahlt wird,
dass eine Wechselwirkung zwischen einzelnen Analytmolekilen vernachlassigbar gering ist.
Andernfalls droht eine Agglomeration von Analytmolekilen, was zu einer falschen Retenti-
onszeit und einer Verschiebung der Verteilung innerhalb des Konzentrationsprofils in z-
Richtung fihren wirde. Zudem koénnte es im Zuge der Aggregationen auch dazu kommen,
dass Analytmolekile mit der Kanalunterseite (oder auch Akkumulationswand) in Wechsel-
wirkung treten, da die erhdhten Ry der Agglomerate nach der Stokes-Einstein-Gleichung mit

einem verringerten Diffusionskoeffizienten einhergehen, wie sich aus Gleichung 1 ergibt.

kT
67nR,

(1)

Der Analyt wird nach der Injektion zum einen durch den Solvensfluss in den Trennkanal ge-
fuhrt und zum anderen durch den entgegengesetzt gerichteten Fokusfluss im vorderen Be-
reich des Kanals zu einem in x-Richtung schmalen Konzentrationsprofil ausgerichtet
(Abbildung 5). Die Eigendiffusion der verschiedenen Komponenten des Analyten bewirkt
zusatzlich eine Trennung nach Ry in z-Richtung, was einen Konzentrationsgradienten zur
Folge hat (Abbildung 5). Dieser bildet sich nach ausreichender Fokussierungszeit durch Er-
reichen eines Gleichgewichtszustandes zwischen der Eigendiffusion der Analytkomponenten

und den ihr entgegenwirkenden Querflusskraften aus.

[ Kanaloberseite l

Solvensfluss Fokusfluss
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Abbildung 5: Fokussierung des Analyten im A4F Trennkanal. Solvensfluss und Fokusfluss sorgen fiir eine Akku-
mulation des Analyten in einem schmalen Band in xy-Richtung und einer Trennung der Analytbestandteile nach
RH in z-Richtung.
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Dieser Konzentrationsgradient (das Verhaltnis der Analytkonzentration nahe der Akkumulati-
onswand ¢, und der Konzentration ¢ an der Stelle x Uber der Wand) nimmt exponentiell zur

Kanalmitte hin ab (Gleichung 2).

c(x)= coe( 2 (2)

Die Variable / steht fur die Ausdehnung der jeweiligen Analytkomponente in z-Richtung. Die-
se Ausdehnung lasst sich Uber die Diffusionskoeffizienten D der Komponenten im Verhaltnis
zur Kraft des aulReren Feldes | U| , in diesem Fall dem Betrag der Querflussgeschwindigkeit,
herleiten (Abbildung 6).

[=— 3)
U]
Kanaloberseite
i-—-..______\
\ Analyt B
Vmax 3 (o] o
] AnalytA o 8 [oP
@9
Vimin // .. i I I
Kanalunterseite mit poréser Membran

1 lQuerflussl l

Abbildung 6: Veranschaulichung der Lage unterschiedlicher Analyten mit unterschiedlichen RH (dargestellt durch
Ia und Ig) im Trennkanal nach der Fokussierung.

Sobald der Fokusfluss zurlickgefahren wird, kbnnen die Komponenten mittels des Solvens-
flusses den Kanal passieren. Die Flieligeschwindigkeit v(x) des Solvens an der Position x im
Kanal, abhangig von der Hohe des Kanals w und der mittleren Strémungsgeschwindigkeit v,
ist gegeben durch Gleichung 4. Diese gilt jedoch streng genommen nur unter der Annahme
eines unendlich langen Trennkanals, sowie keiner Beeintrachtigung des Flusses durch die

v(x)= 6@{%—(%)2] ()

Analytkonzentration.
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Der resultierende Fluss der jeweiligen Analytkomponenten in x-Richtung J, entsteht durch
die Kombination des Feldes in Richtung der Akkumulationswand U, (der Kanalunterseite)

und der entgegengesetzt wirkenden Eigendiffusion der Komponenten abhangig vom Kon-

zentrationsprofil d;—(;) (Gleichung 5). Im Gleichgewicht ist der resultierende Fluss J, = 0.

dc(x)

J. =U -D
c(x) o

X X

®)

Zur Bestimmung des Retentionsverhaltnisses wird zusatzlich die mittlere Geschwindigkeit
V,one der Analytkomponente in der jeweiligen Stromungszone des laminaren Solvensflusses

unter dem Einfluss des Querflusses bendtigt und ist folgendermalen definiert:

<c(x)v(x)>

vZone =T 7 (6)
()

Das Retentionsverhaltnis R berechnet sich aus dem Verhaltnis der Geschwindigkeit in einer

bestimmten Strémungszone v,,,,. zur mittleren Geschwindigkeit des Solvens v.

<c(x)v(x)>

\%
— Zone — (7)

(V) {e@)(v)

Zur Definition des Abstandes des Schwerpunktes der Analytkomponente von der Akkumula-

tionswand wird der dimensionslose Parameter A eingeflhrt, wobei gilt:

/ D
A=—=—— (8)
w |U|w
Setzt man diesen Ausdruck in Gleichung 2 ein und nutzt dann diese neu entstandene Glei-
chung sowie den Ausdruck fur v(x) in Gleichung 7, so kann nach Integration folgender Aus-

druck fur R erhalten werden.
R=64 coth(ij—lﬂ,2 (9)
21

Die Retentionszeit wird durch den Vergleich der Kanalpassierdauer t, einer nicht verzoger-
ten Analytkomponente mit der Passierdauer t, einer durch den Querfluss beeinflussten

Komponente erhalten.
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R=2 (10)

Bei einer FFF Trennung kann nicht von einem Gleichgewicht zwischen Eigendiffusion und
entgegengesetzter Kraft durch den Querfluss, wie in Gleichung 4 beschrieben, ausgegangen
werden. Stattdessen kommt es bei der Aufnahme der Eluentensignale am Ende des Trenn-
kanals zu Peakverbreiterungen. Diese Verbreiterung des Konzentrationsprofils c(x) ergibt
sich durch das 2. Ficksche Gesetz der instationaren Diffusion fur den Fall der Diffusion in z-

Richtung (parallel zum Solvensfluss) zu:

2
ﬁ:D5CZ
ot 0z,

(11

Die Gleichung enthalt neben der Konzentration ¢, der Zeit t und dem Diffusionskoeffizienten
D auch z;, welches fir z-(v,,,.t) steht. Flr einen monodispersen Analyten ergibt die L6-

sung der Gleichung 12 ein GauRprofil.

CcC =

n ox _zl2 __n (Z—vzonet)2 (12)
JaxD: P\ "4pi)” Japi| 4D

Die Varianz dieses Profils wird aus der Einstein-Diffusions-Gleichung mit 62 = 2Dt bestimmt.
Abweichungen von den Idealbedingungen der Monodispersitat des Analyten oder der Wech-
selwirkung von Analyt und Kanalmembran fiihren zu weiteren Verbreiterungen der entste-
henden Peaks. Da zudem die Diffusion geldster Teilchen temperaturabhangig ist, kbnnen

sich auch durch Temperaturgradienten Peakverbreiterungen ergeben.

Bei hohen Querfliissen wird der Ubergang zur sterischen Elution zu kleineren Teilchen ver-
schoben. Diese sorgt zum einen daflir, dass die groflen Analytkomponenten vor den kleinen
eluieren, und zum anderen durch die Interaktion mit der Kanalmembran veranderte Peaks
bei der Analytik entstehen (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Darstellung der sterischen Elution. Die Diffusion von Analyt B reicht bei entsprechend hohem Quer-
fluss nicht aus, um in schnellere Bereiche des parabolischen Solvensflusses vorzudringen. Durch seine GroRe
befindet sich Analyt A in schnelleren Bereichen des Solvensflusses, erfahrt somit einen starkeren Auftrieb und
wird vor Analyt B eluieren.

Bei Partikeln ~1 um kann die Methode der Lift-Hyperlayer-Trennung genutzt werden. Hierbei
eluieren ebenfalls zunachst die groReren Partikel. Hervorgerufen wird dies durch die Um-
stromung der Partikel und dem damit hervorgerufen dynamischen Auftrieb durch den Coan-
da-Effekt [57], der auch an Flugzeugtragflachen wirkt (Abbildung 8). Je mehr Oberflache ei-
nes Partikels sich hierbei in Regionen héherer Solvensflussraten befindet, also mit steigen-
dem Ry, desto grofer ist der Auftrieb, da auch die Kraft des Solvensstromes zur Kanalmitte
hin zunimmt. Hyperlayer und sterische Elution konnen bei ahnlichen Partikeldimensionen
eingesetzt werden, eine Abgrenzung ist durch die Starke des Querflusses mdglich, die bei

der sterischen Elution hoher sein muss.

Kanaloberseite
I —

~_

N

)

J Kraft auf Kraft auf
/ Partikel Solvensfluss

Kanalunterseite mit poréser Membran

1 lQuerﬂussl

Abbildung 8: Entstehung des Hyperlayer-Modus bei der A4F. Das Solvens umspllt den Partikel (hier stark ver-
groRert dargestellt) und wird durch den Coanda-Effekt an der Oberflaiche entlang Richtung Kanalmembran ge-
fuhrt. Nach dem ersten Newtonschen Gesetz muss auf den Partikel eine entgegengesetzte Kraft zu der des Sol-
vens wirken, die das Partikel dadurch anhebt.
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3.2 Streuexperimente

3.2.1 Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS)

Die Rontgenkleinwinkelstreuung dient der Bestimmung der GréRe und der Morphologie von
Partikeln im Bereich von ca. 1 — 100 nm im Durchmesser. Zudem wird sie zur Ermittlung des
Verhaltnisses von Oberflache zu Volumen der Partikel und zur Molmassenbestimmung von
z.B. Proteinen genutzt. Der Vorteil der SAXS gegenlber der Rontgendiffraktometrie liegt
darin, dass keine kristalline Struktur bendtigt wird. Ausschlaggebender Faktor fir die Streu-
ung von Roéntgenstrahlung an kolloiden Systemen, wie sie z.B. fir NP in ihren Dispersions-
medien auftreten, sind Elektronendichteunterschiede zwischen den Partikeln selbst (wenn es
sich um mehrere Spezies handelt) bzw. den Partikeln und dem umgebenden Medium. Die
SAXS ermdglicht in diesem Zusammenhang die Beobachtung der Bildung von NP in-situ, da
die entstehenden Partikel eine wesentlich héhere Elektronendichte als die Stabilisatoren
aufweisen. Der schematische Aufbau einer SAXS-Anlage ist in Abbildung 9 dargestellt. Als
Rontgenquelle werden flr Laborgerate Rontgenanoden mit diversen Anodenmaterialien
(Kupfer, Wolfram, Cobalt etc.) verwendet. Diese senden eine polychromatische Bremsstrah-
lung aus, in der das fir das jeweilige Anodenmaterial charakteristische Spektrum enthalten
ist. Diese charakteristischen Wellenlangen mussen dann mittels Kristallen oder Multischicht-
spiegeln unter Ausnutzung der Bragg-Bedingungen extrahiert werden. Rontgenstrahlung
hoherer Intensitat fur z.B. sehr kleine Probenvolumina kann mittels Synchrotronstrahlung
genutzt werden, die aber eines Elektronenspeicherringes bedarf. Die von der Réntgenréhre
erzeugte polychromatische Strahlung wird zunachst parallelisiert und mittels unterschiedli-
cher Kollimatoren fokussiert. Zur Parallelisierung des Rodntgenstrahls dient z.B. der Gdbel-
spiegel, ein parabolisch geformter Multischichtspiegel, der nach dem Braggschen Gesetz
zusatzlich einen monochromatischen Strahl erzeugt. Bei der Kollimation findet z.B. die Krat-
ky-Kamera Anwendung, die aus drei asymmetrisch angeordneten Blenden, in héchstem Ma-
Re plan geschliffenen und polierten Metallblécken, besteht und einen geringen Probe-
Detektor Abstand zuldsst [58]. Der Rontgenstrahl wird bei der Kratky-Kamera strichférmig
kollimiert, was zu einer asymmetrischen Verbreiterung (,Verschmierung®) der Streukurven
fuhrt. Diese Verschmierung, die einer Aneinanderreihung von Punktfoki entspricht, muss bei
der Auswertung der Messdaten mathematisch durch eine Dekonvolution bericksichtigt wer-
den [58]. Der fokussierte, monochromatische Rontgenstrahl trifft schlieRlich auf die Probe, an
der er unter dem Winkel 26 gestreut wird. Der Hauptteil des Rontgenstrahls tritt ungestreut
als Primarstrahl durch die Probe hindurch. Vor dem Detektor wird daher ein ,Beamstop®,
ebenfalls ein Metallblock, eingesetzt, der nur Streulicht auf den Detektor gelangen lasst. Der

Detektor kann z.B. ein Sekundarelektronenverfielfacher oder eine CCD-Kamera sein
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau einer SAXS-Anlage. Die in der Rontgenquelle erzeugte Strahlung enthalt
mehrere Wellenlangen. Zunachst wird die in einem gro3en Bereich austretende Strahlung am Gdbelspiegel paral-
lelisiert und monochromatisiert, dann am Kollimator fokussiert und anschlieend durch einen mdéglichen weiteren
Monochromator auf die Probe gelenkt.

Die Rontgenstrahlung wird an den Elektronen der Atome gestreut und durch den grofien
Unterschied zwischen Wellenlange der Strahlung (bei Cu-K, 1.54 A) und den Dimensionen
der streuenden Korper (im Bereich weniger nm) wird naherungsweise ausschlieBlich koha-
rente Streuung nach Thomson und Debye erzeugt (Paper Porod Kolloid 1951). Dabei regen
die Roéntgenphotonen die Elektronen der Partikel mit der Frequenz der Rontgenstrahlen an
(elastische Streuung). Die Elektronen werden dadurch zu Herz schen Dipolen und emittieren

wiederum kohéarente Wellen, die dann miteinander konstruktiv oder destruktiv interferieren.

Die streuwinkelabhangige Intensitat 71(6) dieser Photonen ergibt sich nach der Thomson-

Gleichung (13) zu:

L* 1+ cos*26

1(0):J=l<7.9>x<10*26*R2 5 (13)

Hierbei steht J fiir die Intensitat der einfallenden Réntgenstrahlung, 7.9* 10 ist das Quadrat
des klassischen Elektronenradius und R gibt den Abstand zwischen Probe und Detektor an.

Dabei ist zu beachten, dass die Streuung teilchengréfienabhangig ist (Abbildung 10 A).
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Abbildung 10: (A) Verdeutlichung der Grolkenabhangigkeit eines Streuexperimentes. Der Phasenunterschied 1A
ist in beiden Fallen gleich grofR3, aber durch den Unterschied des Abstandes der Streuzentren r1 und r2 andert
sich der Winkel a bei groReren Partikeln zu groReren Werten und damit zu einem geringeren Streuwinkel 26. (B)
Zustandekommen der Phasendifferenz zwischen zwei Streuzentren. Der Primarstrahl wird an den beiden Streu-

zentren i und j gestreut und die Phasendifferenz berechnet sich zu: r cos §; + r cos 6, = % (=Sor + 517).

a

Der einfallende Rontgenstrahl s, wird am Punkt i elastisch unter dem Winkel 26 in Richtung

s; gestreut. Der Betrag von s, und beim elastischen Stofl3 ebenso fiir 57 ergibt sich zu 27”

Daher ergibt sich der Betrag des Streuvektors ¢ zu 2|s,|sin 8 =47”sin9 (Abbildung 10C).

Unter Zuhilfenahme der Bragg-Gleichung (1 = 2D sin8) ergeben sich die kleinsten noch
messbaren Streuvektoren demnach zu D4y = 7/Gmin, MitGmin, dem kleinsten noch mess-
baren Streuvektor [58]. Abhangig von der Elektronendichte (Anzahl der Elektronen pro Vo-
lumeneinheit (p(r)dV)) lasst sich die Streuamplitude aller Elektronen F(q) in einem Teilchen

als Fouriertransformation beschreiben:
F(§)=[[[ p(r)e™av (14)

Die Intensitat der Streustrahlung 1(g) lasst sich aus der Amplitude durch Multiplikation mit

der konjugiert komplexen Funktion der Streuamplitude F*(g) ermitteln.

1(@)=FF" =[[] [I] ptpG)e " av,ar, (15)
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Zur Lésung dieses Fourierintegrals werden zwei Schritte bendtigt. Der erste Schritt ist das
Faltungsquadrat Uber alle Streupunktpaare gleichen Abstandes (r = (r; — r,) = konst.), wel-

che zur Pattersonfunktion fuhrt.

P (r)=[Il prype)ar, (16)

In diesem Schritt wird jedem Abstand r ein Punkt in einem imagindaren Raum zugewiesen.
p%(r) bezeichnet dann die Dichte dieser Punkte im C-Raum. Der zweite Schritt der Berech-
nung von Gleichung 16 ist die Fouriertransformation des C-Raumes, welche dessen Intensi-

tatsverteilung ergibt:

1(§)=[[[ #*(r)e™av (17)

Damit ist die Intensitatsverteilung der Streuung im inversen Raum von der Form des streu-
enden Objektes Uber p?(r) abhangig, welches wiederum durch eine inverse Fouriertransfor-

mation der Intensitat berechnet werden kann.

p(r)= (ij [[[ 1(g)e™dq.dq,dq. (18)

Aus den vorherigen beiden Gleichungen ist eine reziproke Beziehung zwischen Imaginar-
und Realraum ersichtlich, je gréBRer r, und damit auch der Partikeldurchmesser wird, desto
kleiner missen auch die Streuvektoren werden, um die gleiche Intensitat zu ergeben. Nach
diesen eher allgemeinen Regeln fur die Streuung von Rontgenphotonen an Partikeln, wer-

den nun die Bedingungen bei Streuung unter kleinen Winkeln beschrieben.
Dazu werden folgende Naherungen vorgenommen:

1. Es liegt ein isotrop streuendes System vor.
2. Das System ist genugend verdunnt, so dass keine interpartikuldren Wechselwirkun-

gen auftreten.

Durch die erste Annahme ist p%(r) nur noch von der Groke r abhangig. Dadurch ist der
Phasenvektor der Mittelwert Gber alle Richtungen von r und ergibt sich durch die Debye-

Formel zu:

e _Sin(ar)
qr

(19)
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Dadurch ergibt sich durch Einsetzen in Gleichung 18 der Ausdruck fir 1(q) zu:

.[ - 2 sm(qr)
I"

(20)

Aus Forderung 2 geht hervor, dass bei einem genigend grofen Abstand r zwischen zwei
Streuzentren die Elektronendichteverteilungen unabhangig voneinander sind und laut Glei-
chung 20 zu einem Mittelwert fur das gesamte Volumen tendieren. Damit ware die Autokor-
relationsfunktion nicht mehr strukturabhangig, und daher wird dieser so genannte ,Hinter-
grund® um die Elektronendichtefluktuation n = p — p erweitert, und die Autokorrelationsfunk-

tion ergibt sich zu:

' =p-p'=p =Vp' =Vy(r) (21)

Diese Autokorrelationsfunktion kann als der Mittelwert zweier Elektronendichtefluktuationen
im Abstand r betrachtet werden (mit r = r; — r, = konst.). Dabei liegt das Maximum des Er-
wartungswertes bei y(0), denn dies ist der Fall, wenn beide Elektronendichten an einem
Punkt liegen und damit die Phasen beider an diesen ,Punkten“ gestreuten Rdntgenstrahlen
maximal positiv interferieren, es also keine Phasenverschiebung gibt. Bei y(o0)sind die bei-
den Elektronendichten unabhangig voneinander und damit l&uft auch die Autokorrelation

gegen 0.

Gleichung 20 eingesetzt in Gleichung 21 ergibt

I(c}) = V'f47rr2}/(r)?dr (22)

Und die Autokorrelationsfunktion ergibt sich dann durch eine inverse Fouriertransformation

ZU:

1
2 2

sin ar

Vy(r)= f *1(q) (23)

Aus den bisher erwahnten Zusammenhangen zwischen realem und reziprokem Raum ergibt

sich das sogenannte Magische Quadrat [59], Abbildung 11.
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Streuintensitat und Autokorrelationsfunktion sind bei ¢ = 0 und r = 0 maximal. Fir r = 0 gilt
z.B.:

1

[¢’1(9)ydg =V’ (24)
0

Fourier-Transformation

Fourier-Transformation

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Magischen Quadrates nach [59]. Aus den Daten im Realraum kann
mittels Fourier-Transformation die Streuintensitat bzw. Streuamplitude ermittelt werden. Uber eine inverse Fou-
riertransformation wird dann die Elektronendichteverteilung erhalten.

Hierbei ist zu beachten, dass das Integral in Gleichung 24 nicht mehr von der Form der Par-
tikel abhangig ist, sondern nur noch proportional zum Quadrat der Anzahl der Elektronen der
Probe. Das Integral wird daher auch ,Invariante® genannt, die durch Extrapolation von
1(q) = 0 erhalten werden kann. Mittels der Invarianten kdnnen Informationen Uber das Ver-
haltnis von Oberflache zu Volumen der Partikel erhalten werden. Eine typische SAXS-Kurve
ist in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Doppeltlogarithmische Auftragung der Simulation einer Streukurve von spharischen NP mit einem
Radius von 10 nm mit einer Schulz-Zimm GréRenverteilung und einer Verteilungsbreite von 20 % (gestrichelte
Linie). Der Guinierbereich gibt Hinweise auf die Partikelgeometrie, der Porod-Bereich wird z.B. zur Auswertung
des Oberflache/Volumen Verhéltnisses der Partikel genutzt. Die Auswertung der PartikelgrofRe erfolgt aus dem
Fourierbereich.

Aus dieser Kurve kdnnen durch gewisse Annahmen Informationen Uber die Partikel gewon-
nen werden. Die Ausdehnung der Partikel kann Uber den Gyrationsradius (eigentlich Streu-
massenradius), den mittleren quadratischen Abstand der streuenden Elektronen zum
Schwerpunkt des Partikels, erhalten werden. Dazu wird InI(q) gegen g? aufgetragen und
aus der Steigung kann uber die Naherung von Guinier direkt der Gyrationsradius erhalten
werden. Der Abfall der Streukurve im Guinierbereich in Abbildung 12 ist abhangig von der
Form des Partikels. Im oben gezeigten Beispiel entspricht der Abfall der Geraden q~°, wel-
cher einem spharischen Partikel entspricht. Andere Partikelgeometrien weisen abweichende
Kurvenformen auf. Im Bereich G — o, dem Porod-Bereich, fallen nahezu alle Kurven mit g~*
ab, was man sich zum einen mit Hilfe des Porod-Plots zur Berechnung des Untergrundes
eines Experimentes zu Nutze machen kann und zum anderen zur Bestimmung des Verhalt-
nisses von Oberflache zu Volumen. Der Porod-Plot sieht eine Auftragung von ¢=*(I(g) ge-
gen ¢~* vor. Bei der entstehenden Gerade gibt die Steigung den noch zu subtrahierenden

Hintergrund, resultierend aus Compton-Streuung oder Fluoreszenz an.
3.2.2 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die dynamsiche, oder auch quasielastische, Lichtstreuung erméglicht die zerstérungsfreie
Bestimmung hydrodynamischer Eigenschaften von Partikeln in Lésung. Zu diesen Eigen-

schaften gehéren Ry, der translatorische Diffusionskoeffizient sowie auch die GréRenvertei-
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lung dieser Partikel. Der schematische Aufbau einer DLS-Apparatur ist in Abbildung 13 dar-
gestellt. Diese Messtechnik hat sich fur TeilchengroRen von ca. 3 — 3000 nm etabliert. In
diesem Fall soll aber nur die Streuung an Teilchen, die etwa in dem Bereich der Rayleigh-
Streuung (d < 1/20) liegen, behandelt werden.

A
1
\ /”
\
'| ,,/ ”,¢7
Laser Probe -~
. - >

-
-
-
-
-
-
-
-
-

Streuwinkel = 173°

Detektor

Abbildung 13: Aufbau einer DLS-Apparatur mit Rickstreutechnik. Das Laserlicht wird von der Probe isotrop (rich-
tungsabhangig) gestreut, die Aufzeichnung der gestreuten Intensitat findet jedoch nur bei einem Winkel von 173°
statt, um Mehrfachstreuung zu umgehen.

Das Laserlicht wird in der Probenkilvette, die bei konstanter Temperatur gehalten wird, iso-
trop gestreut (Rayleigh-Streuung). Dabei ist jeder Partikel Ausgangspunkt einer neuen Ku-
gelwelle. Diese Kugelwellen Uberlagern sich zu einem Interferenzmuster, welches zeitlich
und raumlich fluktuiert. Grund daflr ist die Brownsche Molekularbewegung. Ein Photomulti-
plier oder ahnlicher Detektor nimmt diese Streulichtintensitadtsschwankungen auf. Daten be-
zuglich der Partikeldimensionen werden letztendlich aus den zeitlich fluktuierenden Intensita-
ten gewonnen. Bei allen Streulichtmessungen ist zu beachten, dass nach Rayleigh die Streu-
lichtintensitat proportional zu d® (d = Teilchendurchmesser) zunimmt. Zusétzlich ist die In-
tensitat nach Mie proportional zu A=* (mit 1 der Wellenlange des eingestrahlten Lichtes). Ein
typisches Interferenzmuster ist in Abbildung 14 dargestellt. Voraussetzung fur die DLS Mes-

sungen ist eine moglichst monodisperse und vor allem gentgend verdunnte Probe.
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Abbildung 14: Darstellung der Streulichtintensitat gegen die Zeit eines typischen DLS Experimentes [60].

Da die Brownsche Molekularbewegung zum Partikelradius Uber den Wiener Prozess rezip-
rok proportional ist, zeigen kleinere Partikel wesentlich schnellere Intensitatsfluktuationen als
groBere. Das Interferenzmuster wird in viele kleine Zeitintervalle 8t (7) zerlegt, die moglichst
schmaler als die Halbwertsbreite der Intensitatspeaks sein sollten. Fir die Auswertung dieser
Kurven werden die Intensitaten der Interferenzkurve zum Zeitpunkt t mit denen, der jeweili-
gen Zeitpunkten t+t verglichen. Dadurch ergibt sich eine Korrelationsfunktion, die mit fort-
schreitender Zeit von einem Maximalwert (beim Zeitpunkt t, dem Startpunkt, der mit sich
selbst verglichen wird) bis hin zu keiner Korrelation bei sehr hohen t+z-Werten (Abbildung
15) reicht. Kleine Partikel, die eine starkere Brownsche Molekularbewegung aufweisen, zei-
gen schneller Abweichungen von der Anfangsintensitat und haben daher eine geringere Kor-

relation.

25



4 Ty

G, (1) (rel. Einheiten)

Jamy

Abbildung 15: Simulation der Intensitats Autokorrelationsfunktion Ga(t). Der Abfall der Kurve verlauft exponentiell.
Je kleiner die Partikel, desto schneller tendiert die Kurve gegen (I(t))? Aufgetragen ist hier Ga(t) gegen die Zeitin-
tervalle ().

Die Intensitats Autokorrelationsfunktion G,(7) stellt mathematisch eine Summe von Multipli-
kationen von Intensitaten I zu einem bestimmten Zeitpunkt t; mit der Intensitat an einem fes-

ten, vorherigen Zeitpunkt t, dar.

1 n
Gz(r):;ZI(ti)l(tiﬂo) (25)

i=i=1
Bei sehr kleinen Zeitunterschieden ist ersichtlich, dass sich flr die Korrelationsfunktion
G, (1) = (I?) ergibt, wahrend bei groRen Unterschieden G,(t) zu (I)? ergibt. Die normierte

Autokorrelationsfunktion g, (7) erhalt man aus Gleichung (1.26) durch Division mit (/(t))°.
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Abbildung 16: Auftragung der normierten Autokorrelationsfunktion gegen die Zeitintervalle z. Kleinere Partikel (a)
weisen eine hdhere Brownsche Molekularbewegung auf als groRere (b) und weisen daher einen schnelleren
Abfall der Korrelationsfunktion auf.
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Bei stark verdiinnten monodispersen Proben und dem nahezu alleinigen Einfluss der Trans-

lation kann g, (7) auch mit einem Exponentialterm beschrieben werden:
g (r)=4+ Be 2P (26)

A steht fur den Wert der unkorrelierten Signale, der bei sehr groRem 6t als Basis erhalten

wird. 1?2 und B stehen fir einen Normierungsfaktor. ¢ ist der Streuvektor, der sich mit der

Viskositat des Mediums 7 und dem Streuwinkel 6 zu:

4zn . (6
=——-sIn| — 27
-4 o

ergibt. D steht fur den translatorischen Diffusionskoeffizienten, der liber die Stokes-Einstein-
Beziehung auch R,, beinhaltet. Dabei ist zu beachten, dass diese Gleichung streng genom-
men nur flr spharische Partikel zutrifft. Abweichende Partikelgeometrien ergeben eine Aus-

schlussvolumenkugel, die sich bei Rotation um die von einer Kugel abweichende Form

ergibt.

— kBT
67nR,,

(28)

Die Auswertung der Korrelationsfunktion erfolgt graphisch Uber eine Auftragung von In G (t)
gegen die Zeit (Abbildung 17). Dabei ergibt der y-Achsenabschnitt die Variable A und die
Steigung B aus Gleichung 27. Bei polydispersen Proben erweitert l1asst sich die Korrelations-
funktion nicht mehr nur mit einer Exponentialfunktion darstellen, sondern mit einer durch Y

gewichteten (je nach Anteil der jeweiligen Teilchengréf3e) Summe.
& (r) =YY" @9
i=0

Die Auswertung dieser Gleichung verlauft dann z.B. mittels einer Kumulantenanalyse, bei

der eine Taylorreihenentwicklung durchgefuhrt wird.

1 1
In(g, (7)) = —K1t+5K212 —;Kf.... (30)

Der erste Kumulant ist dabei proportional zum translatorischen Diffusionskoeffizienten und

der zweite Kumulant zum Polydispersitatsindex (PDI) der Probe (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Auswertung eines DLS Experimentes zur Bestimmung des PDI Uber die Auftragung von InG(t)
bzw. InG(t) fur polydisperse Proben.

Zusatzlich zu der Auswertung mittels der Kumulantenanalyse kdonnen weitere Auswertever-
fahren wie die Contin-Analyse oder die Non-Negative-Least-Square (NNLS) Methode ange-
wandt werden [61].

3.3 Massenspektrometrische Untersuchungen

Bei der Identifizierung bzw. Charakterisierung von Proteinen oder auch DNA und RNA nimmt
die Massenspektrometrie (MS) und insbesondere die Matrix-unterstitzte Laser-
Desorption/lonisation (MALDI) eine entscheidende Rolle ein. Aber auch bei der Analytik an-
derer grofer, teilweise fragiler Molekule wie z.B. Zuckern oder Polymeren wird diese Technik
wirkungsvoll eingesetzt. GrolRe, polare Biomolekile kénnen auf diese Weise ohne nennens-
werte Fragmentierung identifiziert werden. Zudem mussen Molekule bei der MALDI-Technik
im Gegensatz zur lonisation durch Elektronen (Elektronenstofionisation, El) oder durch Ga-
se wie Methan (Chemische lonisierung, Cl) nicht mehr fllichtig sein. In der Bioanalytik wird
die MALDI-Methode u.a. zur Identifizierung des Proteoms, das Genom eines Lebewesens zu

einem bestimmten Zeitpunkt und unter definierten Bedingungen, eingesetzt.

Der erste Schritt einer massenspektrometrischen Untersuchung ist der Probeneinlass. Die
Probe kann hier sowohl fest, als auch fllissig vorliegen. So kénnen z.B. bei der Laserablation
feste Proben Schicht fur Schicht untersucht werden oder mittels einer HPLC-Trennung flis-
sige Proben vor Einlass in das Massenspektrometer eine Vortrennung erfahren. Anschlie-
Rend wird die Probe ionisiert, was unter Ultrahochvakuumbedingungen (107 bis 10" mbar)
stattfindet. Das Hochvakuum ist nétig, um die Kollision von Analytionen mit Luftmolekilen zu

verringern und die mittlere freie Weglange L der lonen zu erhéhen.
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kT

2po

L= (31)

Die Gleichung beinhaltet die Boltzmannkonstante k, die Temperatur T, sowie den Druck p
und den Kollisionsquerschnitt ¢ = md? eines Molekiils mit dem Durchmesser d. Durch Kolli-
sionen wuirde entweder eine Ablenkung und anschlieBende Entladung der lonen an der
Wand des Gerates oder eine Reaktion mit den Luftmolekilen hervorgerufen werden. Bei der
lonisierung kénnen sowohl positive als auch negative, moglichst einfach geladene, lonen in
der Gasphase erzeugt werden. Diese lonen werden in einem weiteren Schritt nach ihrem
Masse/Ladungs-Verhaltnis (m/z) analysiert. Ein Detektor wandelt die zeitlich versetzt eintref-
fenden lonen z.B. in Stromsignale um, deren Intensitdt dann quantitativ ausgewertet werden
kann. Der prinzipielle Aufbau eines Massenspektrometers ist in Abbildung 18 dargestellt. Im

folgenden Abschnitt wird genauer auf die MALDI-Methode eingegangen werden.

Probeneinlass:
Direkteinspritzung, HPLC, etc.

i Probe
/ lonisator \
ESI, El, MALDI, etc.
1, lonen

Analysator 1
Quadrupol, Flugzeitdetektor, etc.

l, lonen

Analysator 2 (optional)
Quadrupol, Flugzeitdetektor, etc.

l lonen
Detektor
K Elektronenvervielfacher etc. /

v Signal

Vakuum

| Computer, Printer > Spektrum |

Abbildung 18: Schematischer Aufbau eines Massenspektrometers.

3.3.1 MALDI-MS-MS

Prinzipiell eingefihrt wurde diese Methode 1988 von Karas und Hillenkamp [62]. Eine MAL-
DI-Analyse erfolgt in zwei Schritten: Zunachst wird der Analyt in einer sogenannten Matrix in
Lésung gebracht. Diese Matrix muss eine hohe Absorption der bei der Desorption verwende-
ten Laserwellenlange aufweisen. Eine Liste von haufig genutzten Matrizes der verschiede-
nen Lasertypen ist in Tabelle 2 gezeigt. IR-Laser haben in der Bioanalytik gegentber UV-

Lasern den Vorteil, dass sie Wellenldangen haben, die biologisch relevante Matrizes wie
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Wasser anregen konnen. IR-MALDIs erzeugen im Gegenzug jedoch kurzlebigere lonen und

weisen eine geringere Sensitivitat als die UV-MALDIs auf.

Tabelle 2 Gangige Matrizes verschiedener Lasertypen fiir MALDI.

Lasertyp Matrizes
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (CHCA)
UV-Laser 2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB)
(BSP.: N;,ND:YAG) 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsaure (Sinapinsau-
re) (SA)
IR-Laser Wasser, Harnstoff
(BSP.: ER:YAG, COy) Butandisaure (Bernsteinsaure)

Der Mechanismus der lonengenerierung bei MALDI ist bis heute nicht eindeutig geklart. Das
naheliegendste Konzept ist die Multiphotonen-lonisation. Dabei werden Matrixmolekile M
zunachst in einen angeregten elektronischen Zustand versetzt. Wahrend ihrer kurzen Le-

bensdauer (wenige Nanosekunden) werden die angeregten Moleklle M* im ersten Schritt

durch weitere Photonenanregung zu Radikalkationen M®" und Elektronen. Der zweite
Schritt muss Uber eine Mehrfachanregung verlaufen, da berechnete lonisierungspotentiale
von Matrixmolekllen haufig Uber der zweifachen Photonenenergie der jeweiligen Laser lie-

gen. Dieser Mechanismus kann auch ohne angeregtes Zwischenmolekdl verlaufen [63].

M+hv—>M (32)
M +x(hv) > M +e (33)
M+x(hv)—>M'++e’ (34)

Eine weitere Theorie zur Matrix-lonengenerierung beinhaltet die Anregung mehrerer Mat-
rixmolekile und ihre Reaktionen untereinander, die ebenfalls zu Radikalkationen und Elekt-
ronen fuhren. Diese Radikalkationen fihren dann in einem weiteren Schritt mit freien Was-
serstoffradikalen zu (M — H)* welches dann mit Analytmolekiilen A zu M + (A — H)* reagiert
[64]

Eine neuere so genannte lucky survivor-Theorie von Karas geht im Gegensatz zu der vorhe-
rigen Annahme nicht davon aus, dass die Analytmolekule bei der Inkorporation in die Matrix
ihre Ladung verlieren [64]. Bei der Desorption entstehen in diesem Fall Cluster, die nur we-
nige (teilweise einzelne) Analytmolekile beinhalten und daneben noch Gegenionen, die aus
der Matrix generiert werden oder aus dem Solvens stammen. Zusétzlich ist ein Uberschuss

neutraler Matrixmolekile vorhanden. Diese Cluster haben dann aufgrund statistischer Vertei-
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lung der Gegenionen teilweise eine negative Ladung. Im Hochvakuum kommt es in diesen
Clustern zu einem Ubertrag von Ladungstragern, im Falle von Proteinen meist H*, der Ana-
lytmolekile zu den negativen Gegenionen. Dabei werden alle positiven Ladungen des Ana-
lytmolekls bis auf eine neutralisiert [64].

{A+(nH)" +(n-1)GI"} " = (4+H)" +(n-1)GIH (35)
Die erzeugten lonen werden anschlielRend mittels einer Spannung (mehrere 10 kV), die im

Hochvakuumbereich zwischen Analyttrager, z.B. einer Stahlplatte, die kleine (mehrere

100 um @) Vertiefungen enthalt, und Analysator angelegt wird, beschleunigt (Abbildung 19).

Analysator

Laser

O
m Desolvatation
insg.
(n-1) neg. Ladungen
\ / O Matrix

@ ananyt
Desorptlon

C@&S%m Beschleunigungsspannung

zum Analysator

Probentrager

Abbildung 19: Prinzip der Analytionenerzeugung mit MALDI. Ein Laserstrahl trifft auf die in einer Matrix eingebette
Probensubstanz. Die Matrix absorbiert den Hauptteil der Laserenergie und wird zusammen mit dem Analyten
desorbiert. Hierbei geben die Analytmolekile einzelne Elektronen an die Matrixmolekile ab. Durch eine angeleg-
te Spannung gelangen die Analyt/Matrix-Cluster zum Analysator, wobei auf dem Weg im Hochvakuum Matrixbe-
standteile verdampfen bzw. im Analysator nicht ausgewertet werden.

Analysatoren bei MALDI-Quellen sind meistens Flugzeitanalysatoren (ToF), die zusatzlich
mit einem Reflektor ausgestattet sein kénnen. Andere Analysatoren sind z.B. Fourier Trans-
formation lonen-Cyclotron Resonanz Analysatoren (ICR), oder Quadrupole. In ToF-
Analysatoren werden die lonen durch eine angelegte Spannung zunachst in Richtung Detek-
tor beschleunigt. Die Detektion erfolgt dann abhangig von den aus der Beschleunigung resul-

tierenden lonengeschwindigkeiten nach Durchfliegen einer feldfreien Strecke. Bei der Be-
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schleunigung erhalten alle lonen die gleiche kinetische Energie, durch ihre unterschiedliche

Masse unterscheiden sich die lonen jedoch in ihren Geschwindigkeiten.

In der Beschleunigungsphase wird elektrische Energie E,; in kinetische Energie Ej;, umge-

wandelt:
12
E, =zeVs=qVj :Emv =E, (36)

Hierbei steht z flr die Ladung der lonen, e fir die Elementarladung, V; flr die angelegte

Spannung und m fur die Masse der lonen. Die Geschwindigkeit v der lonen ist dann folgen-

. f2zeVS (37)
m

Die Auflésung eines ToF-Analysators ergibt sich aus der Beziehung m/z. Diese ergibt sich

dermalden gegeben:

aus der vorherigen Gleichung und Substitution von v = % mit der Wegstrecke der lonen im

feldfreien Raum L, zu:
1
)

Betrachtet man dieses Verhaltnis nun Uber einen bestimmten Zeitraum und uUber viele Mas-

sen, so ergibt sich Uber die jeweiligen Ableitungen (dm, dt):

Lam=[2s |y (39)
z I

und durch Auflésen beider Gleichungen nach %:

mo_ (40)
dm 2dt
Die Auflésung R betragt demnach:

m t L

= =~ (1)
Am  2At  2Ax
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Ax steht hier fur die Breite einer auf dem Detektor ankommenden lonenwolke. Am ist die
kleinste noch zu trennende Massendifferenz. Zwei benachbarte (Am = 1) Massenpeaks sind
dann als getrennt anzusehen, wenn die Peaks bei halber Peakhdhe nicht mehr als 50%
uberlappen. Die Aufldsung von herkdmmlichen ToF-Analysatoren betragt etwa 1000, was fur
die Bestimmung von teilweise sehr engen Proteinmassenverteilungen eigentlich zu gering
ware. Daher gibt es bestimmte Moglichkeiten zur Verbesserung der Aufldsung: Zum einen
Uber die Methode der Delayed Pulse Extraction und zum anderen Uber Reflektrons. Im nor-
malen kontinuierlichen Modus der lonenextraktion, werden die lonen erzeugt, und dann so-
fort beschleunigt. Dies kann dazu fuhren, dass Analytmolekule mit gleichem m/z Verhaltnis,
die auf dem Probentrager an der Oberflache liegen, eine geringere kinetische Energie besit-
zen als Partikel, die tiefer liegen, was insgesamt eine Peakverbreiterung bedeutet. Im Falle
der Delayed Pulse Extraction wird die Matrix zundchst genauso angeregt, die herausge-
schlagenen Cluster kdnnen anschlielRend jedoch kurzzeitig (einige 100 ns) relaxieren und
erst dann erfolgt die Beschleunigung zum Detektor. Dabei verweilen die Partikel mit anfangs
geringerer kinetischer Energie langer in der Spannungszone und erfahren damit einen gro-
Reren Energiezuwachs. Dadurch gleichen sich die kinetischen Energien wieder aneinander
an und die Partikel gelangen ohne grof3e Verzégerung zum Detektor. Eine weitere Méglich-
keit zur Verbesserung der Auflosung der ToF-Analysatoren ist das so genannte Reflektron.
Dabei handelt es sich um eine Reihe von Metallplatten, an die eine Spannung angelegt wird,
und die dann ein elektrostatisches Feld generieren. In dieses Feld, dessen Ladung den lo-
nen entgegengesetzt ist, geraten dann lonen verschiedener kinetischer Energien aber glei-
chen m/z Verhaltnisses. lonen mit héherer kinetischer Energie penetrieren das Feld tiefer
als solche mit geringerer Energie. An einem bestimmten Punkt im Reflektron werden die lo-
nen vom entgegengesetzt geladenen Feld vollkommen gebremst und anschlieBend mit be-
tragsgleichen kinetischen Energien wie vor Eintritt ins Reflektron in die Gegenrichtung auf
einen Detektor gelenkt (Abbildung 20). Die lonen, die zuvor eine hdhere kinetische Energie
hatten, haben ihren Vorsprung gegenuber den ubrigen lonen durch den langeren Weg im

Reflektron verloren und gelangen nun zeitgleich zum Detektor.
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Abbildung 20: A) Schematischer Aufbau eines ToF-Analysators mit Reflektor. Die lonen mit gleichem m/z Ver-
haltnis aber unterschiedlichen kinetischen Energien, werden im Reflektorfeld durch ein entgegengesetztes elekt-
risches Feld gebremst und anschlieRend vereint auf den Detektor beschleunigt. B) Durch In soure Decay (ISD)
generierte lonen werden mittels dreier Spannungsfelder (1,2,3) im feldfreien Raum nach ihren kinetischen Ener-
gien getrennt und anschlieend mittels eines Reflektors zum Detektor geleitet.

Ein weiterer Analysatortyp ist der Quadrupol. Hierbei handelt es sich um vier parallel liegen-
de Stabelektroden, deren Schnittpunkte mit einer Ebene senkrecht zur Zylinderachse ein
Quadrat bilden. Durch jeweils gegenlberliegende Elektroden werden zwei Gleichspannungs-
felder, denen zusatzlich eine Wechselspannung Uberlagert wird, rechtwinklig zueinander
erzeugt. Die lonen werden durch die Gleichspannung durch den Quadrupol geleitet und die
Wechselspannung sorgt dafiir, dass lonen entsprechend ihres m/z Verhaltnisses durch das
sinusférmige Feld von dem geraden Weg abgelenkt werden und unerwiinschte Massen

durch zu starke Auslenkungen an den Stabelektroden entladen werden.

e

o

Abbildung 21: Schematische Darstellung eines Quadrupols, in das zwei lonen gleicher ladug aber unterschiedli-
cher Masse fliegen. Dabei erfolgt eine Ablenkung und letztendlich Entladung an den Elektroden des leichteren
Molekdils durch die sinusférmige Spannung im Quadrupol.

Analysatoren lassen sich miteinander kombinieren. Man spricht in diesem Fall auch von
Tandem-Massenspektrometrie. Angewendet wird diese Analysatoranordnung z.B., wenn die
Komponenten einer Probe nicht bekannt sind. In diesem Fall werden zwar lonen mit einer

bestimmten Masse detektiert, aber moglicherweise handelt es sich um einen Stoff, der zwar
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die gleiche Masse wie der gesuchte hat, jedoch eine andere chemische Zusammensetzung.
In diesem Fall macht man sich das Phdnomen des ISD zu Nutze. Beim ISD handelt es sich
um den Zerfall von angeregten Analytmolekllen (in der Literatur haufig als Precursor-lonen
bezeichnet) wahrend ihrer Flugzeit in der lonenquelle, wobei eine mdglichst geringe Span-
nung angelegt werden muss, um diese Flugzeit zu erhdhen. Dabei besitzen die Fragmente,
die fUr jeden Analyten charakteristisch sind, die gleiche Geschwindigkeit. Bei kurzeren Ver-
weilzeiten in der lonenquelle kann es nachtraglich, also auf dem Weg im feldfreien Raum,
zum Zerfall der lonen kommen (,Post Source Decay”, PSD). Eine Mdglichkeit der Trennung
der Fragmente nach PSD besteht mit dem Reflektor. Kleinere Fragmente werden aufgrund
ihrer geringeren Masse (bzw. Energie) den Reflektor friher wieder verlassen, als grélere.

Somit werden sie auf dem Detektor auch zeitlich versetzt aufgezeichnet.

Die kinetischen Energien der Precursor Ej, bzw. Fragmente E; s ergeben sich folgenderma-

Ren aus der Geschwindigkeit v;, bis zum Reflektor:

n/lpvix2 n/l_)"vix2
Ey == Ey=—3 42)
By M _p Lo (43)
=E,
E, m, m,

Die Eindringtiefe d in den Reflektor ist gegeben durch:d = E; /qE (q = Ladung der lonen,

E = Starke des elektrischen Feldes im Reflektor). Daraus ergibt sich flir die jeweiligen Ein-

dringtiefen:
Ey,m,
d :E d :&: e’ (44)
" gE  4qE 4E
Daraus folgt flr dy:
m,
df - dp m_ (45)

Mit df « t,. (der im Reflektor verbrachten Zeit der Fragmente bzw. auch Precursor) folgt:

t. m,
t,=—-"L (46)
m,
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Eine Mdglichkeit der Filterung der Fragment- und Precursor-lonen nach ISD ist der LIFT-
Modus, der auch in dem in dieser Arbeit beschriebenen MALDI verwendet wurde. Beim
LIFT-Modus werden die durch ISD entstandenen Fragmente und Precursor (eine ,lonenfami-
lie“) auf dem Weg zum ToF-Analysator durch drei Spannungsfelder geleitet [65]. Bis zu die-

sen Spannungsfeldern besalien die lonen noch gleiche Geschwindigkeiten, aber unter-

schiedliche kinetische Energien. Ein Precursor-lon mit % = 1000 hat eine 10 mal hdhere ki-

netische Energie als ein Fragment-lon mit % = 100. Dann erfolgt eine Beschleunigung durch

die angelegte Spannung, die allen lonen zwar einen gleichen Energiegewinn bereitet, aber
nachtraglich zu unterschiedlichen Geschwindigkeiten durch die anfanglichen Energieunter-
schiede (Abbildung 20 B) fiuhren. Als Detektoren werden Sekundarelektronenvervielfacher,
photographische Platten oder Faraday-Detektoren (lonen erzeugen durch Entladung einen

Strom, der detektiert wird) genutzt.
3.4 Zellkultur

Um die proteomische Antwort des Dinndarms auf die Exposition mit Ag NP zu untersuchen,
wurde in dieser Arbeit die humane intestinale Zelllinie Caco-2 verwendet. Sie wurde aus dem
humanen Kolonadenokarzinom eines kaukasischen Erwachsenen kultiviert. Auch ohne den
Einfluss aulierer Faktoren, wie z.B. Dimethylsulfoxid, konnen diese Zellen unter Zellkulturbe-
dingungen differenzieren und entwickeln dabei morphologische und biochemische Charakte-
ristika von Dinndarmenterocyten, welche fir die Resorption von Stoffen zustandig sind. Bei
Caco-2 Zellen setzt Konfluenz, also der Zeitpunkt, an dem die Zell-Zell Kontakte eine weitere
Zellteilung behindern, nach ca. sechs Tagen ein. Die Polarisierung der Zellen, also die Diffe-
renzierung des apikalen und des basalen Zellpols, setzt sich in der stationdren Phase (ab
Tag neun), in der ein Gleichgewicht zwischen absterbenden und nachwachsenden Zellen
vorliegt, weiter fort [66]. Es werden tight-junctions ausgebildet, die der Kommunikation zwi-
schen Epithelzellen dienen und den Fluss von Molekilen Uber das Epithel regeln. Zudem ist
die Zelloberflache nach der Konfluenz mit Mikrovilli (Zotten) belegt, die eine sogenannte
.brush-border ausbilden. An dieser findet im Darm die Absorption von Molekilen aus dem
Darmlumen statt; ebenso ist diese Schicht fir den Kohlenhydratabbau zustandig, welchen
sie Uber Ausschittung von Enzymen aus ihrer apikalen Plasmamembran bewerkstelligt. Ty-
pische brush-border Enzyme sind alkalische Phosphatase, Sukrase-lsomaltase und Amin-
opeptidase [67]. Die vollstandige Differenzierung der Zellen ist etwa nach drei Wochen ab-

geschlossen.

36



Apikaler Bereich

Mikrovilli Mikrovilli
Enterocyt - Enterocyt
Tight Junctions

Basolateraler Bereich

Abbildung 22: Schematischer Aufbau eines ausdifferenzierten Caco-2 Monolayers.

Auch auf proteomischer Ebene findet eine Entwicklung der Zellen wahrend der Differenzie-
rung statt. Die Caco-2 Zellen besitzen nach der Differenzierung nicht mehr alle Merkmale
einer Tumorzelle. So sind z.B. Proteine, die RNA-Prozessierung und die Zellzyklusprogres-
sion betreffen, herunterreguliert. Proteine, die flr die Aufnahme von Xenobiotika oder Phar-
mazeutika zustandig sind, werden im Gegensatz dazu hochreguliert [68]. Dies erklart die
gute Verwendbarkeit dieses Zelltyps als in-vitro Modell fur Versuchsreihen beziglich der in-
testinalen Aufnahme. Dennoch fehlen diesen Zellen die natirlichen Merkmale eines Dunn-
darmepithels wie z.B. dem Mucus, also die Schleimschicht, die die Zellen sowohl vor dem
Eigenverdau schutzt, als auch wichtige Verdauungsenzyme beinhaltet. Ebenso fehlen dem
Caco-Modell M-Zellen, die Teil der Peyer-Driisen sind und deren immunologische Funktion
unterstitzen bzw. erganzen. Dennoch wird das Caco-2 Zellsystem fir Aufnahmestudien ger-
ne genutzt, da die Zellen relativ leicht zu kultivieren sind und eine ausreichende Uberein-

stimmung mit dem Dunndarmepithel gegeben ist [67, 69].
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4 Material und Methoden
4.1 Wasser

Das bei allen Experimenten eingesetzte Wasser entsprach den Anforderungen eines Typ |
Wassers (R > 18 MQ bei 25°C; TOC < 10 ppb) nach ISO 3696 und wurde mit einer MilliQ-
Advantage A10 Anlage (Millipore, Billerica, USA) gewonnen.

4.2 Nanopartikel und Silbernitrat

Bei den eingesetzten NP handelte es sich um Ag-NP der Firma Rent a Scien-
tist® (Regensburg, Deutschland) mit dem Markennamen AgPure™ sowie Partikel der Firma

Nanocomposix (San Diego, USA) mit dem Markennamen Biopure Silver.

Die Partikel AgPure sind mit Tween20 und Polyoxyethylen (25)-glycerin-trioleat (Tagat® TO
V) beschichtet; die Konzentration dieser beiden Stabilisatoren in der Stammdispersion be-
tragt laut Hersteller jeweils 4% (v/v) (entsprechend 2.2x102 M Tagat TO V und 3,61x102 M
Tween20). Die Silberkonzentration der Stammdispersion betragt laut Hersteller 10% (w/v)
(entsprechend 0.93 M) und wurde mit Wasser zu einer Arbeitsdispersion mit einem Silber-
gehalt von 0,1% (w/v) verdunnt. Die Partikel Biopure Silver sind mit Polyvinylpyrrolidon (PVP,
Molekulargewicht: 10.000 g Mol ™) stabilisiert und die Silberkonzentration der Stammdisper-
sion betragt laut Hersteller 0,1% (w/v). Die Konzentration des Stabilisators wurde vom Her-
steller nicht angegeben. Diese Stammdispersion wurde, soweit nicht im experimentellen Teil
anders erwahnt, unverdunnt fir die weiteren Experimente verwendet. Beide Partikel besitzen
eine spharische Form mit einem Partikelkerndurchmesser von 13.0 £ 0.3 nm (AgPure) und
19.3 £ 0.3 nm (Biopure).

Silbernitrat (Merck, Darmstadt, Deutschland) wurde mit einer Konzentration von 0.1 mol L

erworben.
4.3 Asymmetrischer Fluss Feld-Flussfraktionierung Experimente

Die A4F-Analytik wurde an einer Apparatur der Firma Postnova Analytics (Landsberg am
Lech, Deutschland) durchgeflhrt. Das A4F-System besteht aus einem AF2000 Fokus-
System, welches mit einem automatischen Probennehmer PN 5200 ausgestattet ist. Zusatz-
lich enthalt das System den Online-Entgaser PN7505 sowie die Fokus- und Injektions-/ Tra-
ger-Pumpen PN 1122. Beide Pumpen waren mit einem Solvensfilter (100 nm, Material:

regenerierte Cellulose) ausgerustet. Der A4F-Trennkanal hatte bei allen Experimenten eine
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Hoéhe von 500 um. Die Trennkanalmembran bestand aus Polyethersulfon (PES) mit einem
MolekulargewichtsgréRenausschluss (MWCO) von 3.500 g mol™. Als Solvens wurde Wasser
mit einem Zusatz von 0.1 % (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS) und 0.02 % Natriumazid (bei-
de Produkte von Merck, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die Flussgeschwindigkeiten
wurden mittels der Software AF2000 (Postnova, Landsberg am Lech, Deutschland) geregelt.
Eine so genannte Slot-Outlet Funktion wurde am Ende des Trennkanals genutzt, um das
Volumen des Tragerflusses einzuengen und die Konzentration der Analyten zu erhdhen [56].
Dabei wird kurz vor Ende des eigentlichen Kanalausganges eine weitere Kapillare als Aus-
lass an den Kanaldeckel angeschlossen, die Teile des Tragerflusses ableitet und daflir den
Rickdruck des Solvens am Kanalende nutzt. Am Ende des Trennkanals erfolgt eine Uberlei-
tung des Analyten mittels Kapillaren in einen UV-Detektor (Milton-Roy, Pont Saint-Pierre,
Frankreich) geleitet und dort die Absorption bei Wellenlangen von 280 nm und 430 nm de-
tektiert. AnschlieRend wurden die Proben mittels eines programmierbaren Probensammlers
(Gilson, Middleton, USA) als zeitliche Fraktionen der Trennung wurden in Polyethylentereph-
talat (PET) -GefalRen (Carl Roth, Berlin, Deutschland) aufgenommen. Alle A4F-Experimente
wurden bei 20 £ 1°C durchgefiihrt. Das Injektionsvolumen betrug, soweit nicht anders be-
schrieben, jeweils 100 yL. Die Injektion erfolgte durch eine Mikroliterspritze (Carl Roth, Ber-
lin, Deutschland). Die Konzentration des Analyten betrug bei den Injektionen, soweit nicht
anders beschrieben, jeweils 500 ug Ag mL™. Die Injektionszeit betrug 6 min bei einem Injek-
tionsfluss von 0.1 ml min™ und einem Querfluss von 1.5 mL min™, der dann binnen 40 min
bei linearer Flussratenreduzierung auf 0 mL min™ verringert wurde. Die Fraktionssammlung
wurde, eine Minute nachdem der Hauptpeak der Silberpartikel im UV-Detektor sichtbar war,
aufgrund des Versatzes zum Probensammler gestartet. Die gesamte Prozedur wurde zwei-
mal wiederholt, um ausreichend Probenmaterial flr die weiteren Untersuchungen zu erhal-

ten.
4.4 Dynamische Lichtstreuung und Zetapotential

Sofort nach der A4F-Fraktionierung wurden die gewonnenen Proben ohne weitere Aufarbei-
tung mit der dynamischen Lichtstreuung untersucht. Die Analysen wurden mit einem Zetasi-
zer Nano (Malvern Instruments, Herrenberg, Deutschland) durchgefiihrt. Das Gerat ist mit

einem He-Ne Laser (Wellenlange A = 632.8 nm) ausgeristet und wurde im Ruckstreumodus

(Streulichtwinkel 26 = 173°, entsprechend einem Streuvektor g =w= 0,02 bei 25°C

betrieben. Es wurden zudem AgPure Partikel bei 37°C mit einer Silberkonzentration von
25 ug mL™" in Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) mit 1 % Insulin, Transferrin und
Selen (ITS) dispergiert und in 10 minitigen Abstanden mit DLS untersucht.
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Das Zetapotential der Partikel wurde ebenfalls mit dem Zetasizer Nano (Malvern Instru-
ments, Herrenberg, Deutschland) untersucht, der die Laser-Doppler-Anemometrie zur Aus-
wertung nutzte. Daflr wurden von beiden Partikeln Dispersionen mit einem Gesamtsilberge-

halt von 5 ug mL™" in Wasser angesetzt und nach kurzer Ruhezeit analysiert.
4.5 Rontgenkleinwinkelstreuung

Die aus der A4F gewonnenen Dispersionen konnten fir die SAXS Messungen nicht verwen-
det werden, da die Konzentrationen nicht ausreichend waren. Von den Partikeln AgPure und
Biopure wurden stattdessen Dispersionen in Wasser sowie ZKM (Ag Konzentration:
25 ug mL™) hergestellt und diese dann nach 24 h bei 37°C im Trockenschrank ohne weitere
Aufarbeitung analysiert. SAXS Messungen wurden mit einer SAXSess-Anlage (Anton Paar,
Graz, Osterreich), die eine Kratky-Kamera beinhaltet, durchgefiihrt. Die Proben wurden in

einer Quarz-Kapillare untersucht. Der Abstand zum Detektor betrug 0.309 m. Der Streuvek-

47mn sin 6

i bei A = 0.154 nm. Die erhaltenen SAXS-Kurven wurden mit-

tor ist definiert als g =

tels SAXSquant™ Software (Version 3.5, Anton Paar, Graz, Osterreich) bearbeitet. Zunachst
wurde die Intensitdt der Hintergrundstreuung der einzelnen Solvenzien (Wasser,
DMEM + 10 % fotalen Kalberserums (ZKM) (PAA Laboratories, Pasching, Osterreich)) der
NP bestimmt. Diese wurde dann von den korrespondierenden Intensitaten der Analytmes-
sungen abgezogen. Um die Verschmierung des Roéntgenstrahlprofils durch den Kollimator zu
berticksichtigen, wurde eine Dekonvolution der SAXS-Kurven mittels indirekter Fourier
Transformation unter Zuhilfenahme der Software PCG (Universitat Graz, Version 2.02.05)
durchgefuhrt. Die erhaltenen Datensatze wurden mittels der Software SASfit an das best-
mogliche Streukurvenmodell angepasst, und aus diesem die Partikelgrofie sowie der PDI
ermittelt [70].

4.6 Dialyse

Es wurden Dialysen beider NP Uber 24 h und 168 h durchgefihrt. Jeweils 3 ml einer Disper-
sion (Ag Konz.: 25 ug mL™") der einzelnen NP in i) Wasser, ii) ZKM und iii) NaCl (6.4 g L")
(Merck, Darmstadt, Deutschland) wurde fur den jeweiligen Zeitraum bei 37°C gegen 300 mL
Wasser im Dunkeln unter konstantem Schitteln dialysiert. Die Dialysemembran
(Spectra/PorTM, Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez, USA) bestand aus Zellulosees-

ter mit einem MolekulargewichtsgréRenausschluss von 500-1000 g Mol™.

Fir die zeitaufgelOste Dialyse Uber eine Woche wurde eine AgPure-Dispersion in ZKM mit

insgesamt 75 ug Ag hergestellt. Dabei wurde zunédchst eine Dispersion in Wasser mit der
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genannten Konzentration hergestellt, diese dann bei 4000xg fur 30 Minuten zentrifugiert
(Heraeus 3SR+, Thermo Fisher, Waltham, USA). Der Uberstand wurde verworfen und das
NP-Pellet mit ZKM aufgenommen und in die Dialysemembran aus Zelluloseester
(Spectra/Por™, Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez, USA) {berfiihrt. Die Dialysen
wurden bei 37°C gegen 300 mL Wasser im Dunkeln und unter konstantem Schiitteln ausge-
fuhrt. Nach 10, 20, 40, 60, 120, 240, 300, 360, 1440 und 10080 Minuten wurden jeweils 2 mL

des Dialysats entnommen und mittels ICP-MS analysiert.
4.7 Induktiv gekoppeltes Plasma-Massenspektrometrie

Nach Ablauf der Dialyse wurde die Membran aus dem Dialysegefaly entfernt und dem Dialy-
sat 50 mL HNO; (Ultrapure, 70%, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) hinzugefugt. Die L6-
sung wurde daraufhin 10 min geruhrt. 5 mL dieser Lésung wurden zur Analytik mittels ICP-

MS an die Firma Eurofins (Hamburg, Deutschland) versandt.

Die Proben aus der zeitaufgeldsten Dialyse wurden mit 2 mL halbkonzentrierter HNO; (Ult-
rapure, 70%, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) behandelt, 5 Minuten gertihrt und dann mit-
tels ICP-MS (X-series Il, Thermo, Waltham, USA) direkt gemessen.

4.8 Zentrifugation

Es wurden AgPure Dispersionen in ZKM sowie in ITS mit einer Silberkonzentration von je-
weils 25 und 500 ug mL™" hergestellt, die dann 24 h bei 37°C im Trockenschrank (Heraeus
Function-Line, Thermo-Fisher, Waltham, USA) gelagert wurden. AnschlieRend wurden die
Proben dreimal je 20 Minuten bei 2000xg zentrifugiert (Heraeus 3SR+, Thermo Fisher,
Waltham, USA). Nach jedem Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand verworfen und der
Bodensatz mit jeweils einem mL PBS resuspendiert. Nach dem dritten Zentrifugationsschritt
wurde der Uberstand entfernt, 30 uL SDS-Probenpuffer (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) hin-
zugegeben, die erhaltene Dispersion 10 Sekunden mit Ultraschall behandelt und abschlie-
Rend fir 5 Min bei 95°C erwarmt. Die erhaltene Dispersion wurde dann ohne weitere Aufar-

beitung fur die eindimensionale Gelelektrophorese(1-DE)-Experimente genutzt.
4.9 Transmissionselektronenmikrospkopie-Bilder

Ein Tropfen der jeweiligen A4F-Fraktionen wurde ohne weitere Aufbereitung staubfrei auf
einem kohlenstoff-beschichteten Kupfernetz getrocknet. Anschliefend wurden TEM-Bilder
sowie EDX-Spektren mittels eines JEM 2200FS (Jeol, Akishima-Shi, Japan) aufgenommen.
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4.10 Zellkultur, Proteinextraktion und Expositionsversuche

Humane kolorektale Adenokarzinomzellen (Caco-2, Passage 23) wurden von der Europai-
schen Zellkultur-Sammlung (ECACC, Salisbury, GB) erworben. DMEM und FKS wurden von
PAA (Paa Labs, Pasching, Osterreich) bezogen. Die Zellen wurden in Dulbecco's modified
Eagle’s Medium (DMEM), inklusive 10% FKS, 0.5% Penizillin und 0.5% Streptomycin, in
250 mL Zellkulturflaschen (Greiner, Frickenhausen, Deutschland) bei 37°C und 5% CO, in
einem Zellinkubator (Hereaus Function Line, Thermo Fisher, Waltham, USA) kultiviert. Die
Zellen wurden alle 3-4 Tage mit 0.1% Trypsin und 0.04% EDTA passagiert, sobald eine Zell-
zahl von ca. 1x10° erreicht war. Nachdem die Zellen Konfluenz erreicht hatten, wurden sie
fur die Dauer von 21 Tagen ausdifferenziert. Nachdem die Zellen ausdifferenziert waren,
wurde das Uberstehende Medium verworfen. Vor den Expositionsversuchen wurde ZKM mit
Ag-NP Arbeitsdispersionen sowie SN versetzt, so dass neue Dispersionen mit Silberkonzent-
rationen von 25 yg mL™ (AP25), 2.5 yg mL™" (AP2.5) fiir die NP und 5 pg mL™" (SN5) sowie
0.5 yg mL™" (SNO.5) fiir das SN entstanden. Jeweils drei Flaschen wurden mit 20 mL AP25,
AP2.5, SN5 und SNO.5 versetzt. Drei weitere Flaschen wurden allein mit 20 mL ZKM ver-
setzt (Kontrollgruppe). Die Gesamtheit der Flaschen wurde als ,Biologische Replikate® be-
zeichnet. Die Flaschen wurden anschlie3end flir 24 h bei 37°C und 5% CO, im Zellinkubator
belassen. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit PBS (Sigma Aldrich, Munchen,
Deutschland) gewaschen. Die Zellen wurden mit 1.2 mL Lysispuffer von den Flaschenbdden
geldst. (Zusammensetzung Lysispuffer: Harnstoff (Merck, Darmstadt, Deutschland) 420 g L™,
Thioharnstoff (Serva Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland) 152 g L™, Serdolit® (Serva
Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland) 1.6 g L', CHAPS (BioRAD, Munchen, Deutsch-
land) 40 g L, Pharmalyte (GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) 20 mL L™, Destreak Rea-
gens (GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) 12 mL L™, Spermin (Sigma Aldrich, Miinchen,
Deutschland) 7 g L™, Protease Inhibitoren (Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) Im An-
schluss wurden die Flaschen fur 30 Minuten geschuttelt und die Zelldispersion bei 40.000xg
fur 1 h zentrifugiert. Das Zellpellet wurde verworfen und das Zelllysat bei -78°C bis zur weite-

ren Verwendung gelagert.
4.11 1-dimensionale Gelelektrophorese

Zunachst wurden Ag-NP-Dispersionen sowohl von AgPure als auch Biopure mit einer Silber-
konzentration von 100 uyg mL™ in ZKM 24 h bei 37°C im Dunkeln gelagert. Fraktionen aus
der A4F-Trennung dieser Dispersionen wurden dreimal je 15 min bei 2.500xg zentrifugiert.
Nach der ersten und zweiten Zentrifugation wurde der Uberstand jeweils entfernt und durch

PBS (Merck, Darmstadt, Deutschland) ersetzt. Nach der dritten Zentrifugation wurde zu-
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nachst der Uberstand entfernt und 40 pL reduzierender Probenpuffer (Sigma Aldrich, Miin-
chen, Deutschland) hinzugefiigt. Die resultierende Dispersion wurde 5 min bei 95°C erhitzt,
dann 5-10 min abgekuhlt und anschlieRend auf ein 10% SDS-Polyacrylamidgel (Acrylamid
und SDS von Serva, Heidelberg, Deutschland) aufgetragen. Auch die Proben, die bei den
Zentrifugationsexperimenten erhalten wurden, wurden auf diese Weise behandelt. Nach ei-
ner 1.5 h Elektrophorese (15 W pro Gel, bei 400 V) in einem Mini-Protean Tetra System (Bi-
oRAD, Minchen, Deutschland) wurden die erhaltenen Gele dreimal fur je drei Minuten mit
Wasser gewaschen. Die weitere Aufbereitung erfolgte in Ubereinstimmung mit dem Protokoll
fur 2-D-Gele. Entstandene Proteinbanden wurden mit einer UV-Lampe (D0-C01, Biometra,
Gottingen, Deutschland) sichtbar gemacht und mittels eines Skalpells ausgeschnitten. Die
Aufbereitung der Gelbanden fir die MALDI-Analytik erfolgte entsprechend des Protokolls fir
die 2-D-Gele.

4.12 2-dimensionale Gelelektrophorese

Die Zelllysate wurden nach Oberemm et al. [71] fur die Gelelektrophorese vorbereitet. Von
jedem der biologischen Replikate wurden vier technische Replikate hergestellt, welche ins-
gesamt 60 Proteinlésungen ergaben. Mit jeder dieser Losungen wurde eine Isoelektrische
Fokussierung (IEF) mit Immobiline DryStrip Gels (GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) mit
einem pH-Gradienten von 3-10 in einer IPGPhor Elektrophoreseeinheit (GE Healthcare,
Freiburg, Deutschland) durchgefuhrt. Zeitlicher Ablauf der Trennung: 15 h bei 30 V, danach
1.5 h bei 200 V, am nachsten Tag 1 h bei 500V, in weiteren 13.5 h linear ansteigend bis
1000 V, dann in 3 h linear ansteigend bis 8000 V und abschlieRend 6 h bei 8000 V bei 50 pA
pro Gelstreifen. Fir jeden Gelstreifen wurden etwa 150 pug Protein appliziert. Nach der Fo-
kussierung wurden die Gelstreifen auf 12.5% SDS-Polyacrylamidgele transferiert und die
Proteine nach ihrem Molekulargewicht mittels eines Ettan DALT® Il Elektrophoresesystems
(GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) getrennt. Zeitlicher Ablauf der Trennung: 30 min bei
3 W / Gel, danach ca. 5.5 h bei 15 W / Gel. Die Proteine wurden nach der Elektrophorese
zunachst Uber Nacht in einer Losung aus 30% Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland),
10% Essigsaure (100%ig) (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 60% Wasser auf den Gelen
fixiert. Nachdem die Gele dreimal je 30 min in Wasser gewaschen wurden, erfolgte die Far-
bung mit Tris-(bipyridin) Ruthenium(ll)-chlorid [72] Gber sechs Stunden. Anschliel’end wur-
den die Gele zweimal fir 10 min mit Wasser gewaschen, dann 15 h lang in einer Losung aus
40% Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland), 10% Essigsaure (100%, Merck, Darmstadt,
Deutschland) und 50% Wasser entfarbt, sowie abschlielend zweimal fir je 10 min in Wasser
gewaschen. Nach der Reinigung wurden die Gele in dem Spotpicker ProXPRESS (Perkin
Elmer, Waltham, USA) fotografiert. Die Gele wurden mittels der Biostatistiksoftware DELTA-
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2D (Version 4.0, Decodon, Greifswald, Deutschland) sowie ProteinMine (Version 1.5.2 Sci-
magix/Biolmagene, San Mateo/ San Jose, USA) ausgewertet. Zur Auswertung wurden die
Intensitaten der Spots der Mediumkontrollen mit denen der Behandlungsgruppen durch ei-
nen zweiseitigen Wilcoxon Vorzeichen-Rang-Test verglichen (p < 0.05). Nur Spots, die in
zwei der drei biologischen Replikate bzw. zwei der vier technischen Replikate prasent waren,
wurden fur die Auswertung verwendet. Zudem wurden nur Spots ausgewabhlt, die einen fold-
change (FC) von weniger als -1.4 bzw. mehr als +1.4 aufwiesen. Der fold-change gibt den
Unterschied der Expression eines Proteins in den behandelten Zellen im Vergleich zu seiner
Expression in einer unbehandelten Kontrollgruppe wider. Die Unterschiede der Spotintensita-
ten wurden durch den Vergleich der Mediane der Spotintensitaten in der Mediumkontrolle mit

denen der jeweiligen Behandlungsgruppen ausgewertet.
4.13 Proteinidentifikation mittels MALDI-MS-MS

Die aus der 2-DE erhaltenen Gelstlicke wurden fir das MALDI folgendermal3en prapariert:
Waschen mit Wasser fur 5 min, Behandlung mit einer Lésung aus 50 % Acetonitril (Merck,
Darmstadt, Deutschland) und 50 % 50 mM NaHCO; (Sigma Aldrich, Munchen, Deutschland)
fur 15 min Behandlung mit Acetonitril fir 15 min. Die Proben in 0.5 mL Eppendorfgefalien
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland)) wurden wahrend jedes Behandlungsschrittes geschiit-
telt und nach der Behandlung wurde jeweils der Uberstand verworfen. Nach dem letzten Be-
handlungsschritt mit Acetonitril wurden die Gelstucke in einer Vakuumzentrifuge (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) bei 35°C ca. 15 min getrocknet. Die getrockneten Gelstlicke wurden
anschlielend in i) 10 mM NaHCO3 fir 10 min, ii) einer Losung aus 50% Acetonitril und 50 %
10 mM NaHCO; fur 15 min iii) 10 mM NaHCO; fir 5 min, iv) einer Lésung aus 50% Azeto-
nitril und 50 % 10 mM NaHCO; flir 5 min und v) reinem Azetonitril fir 15 min resuspendiert.
Wiederum wurden die Proben wahrend jeder Behandlungsphase geschiittelt und nach jeder
Phase der Uberstand entnommen und verworfen. Nach der letzten Behandlung mit Aceto-
nitril wurden die Gelstlicke erneut flr 15 min in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Die tro-
ckenen Gelsticke wurden 30 min in einem Eisbad mit 5 uL einer Trypsinldsung (Roche, Ba-
sel, Schweiz) mit 10 ng Trypsin mL™" zur Reaktion gebracht. Daraufhin wurde der Uberstand
entfernt und 3 pL 50 mM NaHCO; hinzugeflgt. Die Eppendorfgefal3e wurden verschlossen
und bei 37°C Uber Nacht in einem Trockenschrank (Thermo Fisher, Waltham, USA) aufbe-
wahrt. Am folgenden Tag wurde die Reaktion durch Zugabe einer LOsung aus
0.1 % Trifluoressigsaure (TFA) (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 30 % Acetonitril ge-
stoppt. Anschlieflend wurden die Gelstlicke 10 min in einem Sonorex RK1000 Ultraschallbad
(Bandelin, Berlin, Deutschland) behandelt, der Uberstand entnommen und in neue Eppen-

dorfgefaRe Uberfiihrt. Dieser Vorgang wurde anschlieRend wiederholt und die Uberstande
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vereinigt. Ein uL der erhaltenen Lésungen wurde anschlieRend auf einem Anchor-Chip Tar-
get (Bruker, Berlin, Deutschland) mit 800 um Probenplatzdurchmesser aufgetragen. Nach-
dem die Losung getrocknet war, wurde 1 L einer Matrixldsung (bestehend aus 85 % Aceto-
nitril, 15 % Wasser, 0,1 % TFA, 1 mM NH4H,PO, (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 0.7
mg a-Cyano 4 Hydroxyessigsaure (HCCA, Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland)) hinzuge-
fugt. Die getrockneten Proben wurden anschlieBend in das Ultraflex Il ToF/ToF (Bruker,
Bremen, Deutschland) Uberfuhrt und die Listen deregulierter Proteine qualitativ mittels der
implementierten Software Biotools (Version 3.2) sowie Mascot (Matrix Science, GroRbritan-
nien) ausgewertet. Die Proteine wurden dabei mit einem MOWSE-(Molecular Weight Se-
arch) Score bewertet, der die Wahrscheinlichkeit angibt, dass die identifizierte Peptidse-
quenz zufallig zustande gekommen sein kann. Der Mowse-Score errechnet sich nach der

Formel:

—10log P = Mowse Score (47)

Wobei P fiir die absolute Wahrscheinlichkeit steht. Eine Wahrscheinlichkeit von 102 wiirde
dadurch zu einem Mowse-Score von 200. Nur Proteine, die einen Mowse-Score von mindes-
tens 69 aufwiesen und deren Spezies ,bovin“ war, wurden ausgesucht. Anschliel3iend wur-
den die Molgewichte und Isoelektrischen Punkte der vorhergesagten Proteine mit den Positi-
onen auf dem Gel verglichen. Dieser Vergleich ergab die letztlich in dieser Arbeit erhaltenen

Proteine.

4.14 Proteomik

Die Listen der deregulierten Proteine wurden mit der Software Ingenuity® Pathway Analysis
(IPA) (Ingenuity® Systems, Redwood City, USA) hinsichtlich ihrer biologischen Zusammen-
hange ausgewertet. Die Dateneingabe wich nicht von den Standardvorgaben des Pro-
gramms ab, aulder dass die zur Auswertung involvierten Spezies auf ,Human“ beschrankt
wurden. Ausgehend von den fir die jeweiligen Behandlungsgruppen spezifischen Proteinlis-
ten (im Programm als focus genes bezeichnet) generierte IPA-Proteinnetzwerke, die sowohl
aus den experimentell bestimmten deregulierten, als auch von IPA empfohlenen Proteinen
bestanden. Diese Netzwerke beinhalten Proteine, deren Funktionen in dem zuvor ausge-
wahlten Organismus (in diesem Fall einer menschlichen Zelllinie) entweder direkt oder indi-
rekt miteinander verknUpft sind. Die VerknUpfungen der von IPA eingefugten theoretischen
Proteine mit den experimentell nachgewiesenen erfolgt Uber einen von IPA entwickelten Al-
gorithmus [73]. Die Netzwerkgute (Score), also die Wahrscheinlichkeit, genau diesen Satz an
focus genes im Netzwerk durch Zufall aus dem Datensatz aller bei IPA gelisteten Proteine zu

erhalten, generiert sich aus einem Chi-Quadrat-Test. Je hoher der Score, desto geringer die
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Wahrscheinlichkeit eines zufalligen Ereignisses. Fir alle Behandlungsgruppen wurde eine
IPA-Vorhersage der upstream bzw. downstream Effekte, bzw. der Aktivierung von Signal-
transduktionswegen durchgefuhrt. Dabei wurden die focus genes mit den in den Signaltrans-
duktionswegen enthaltenen Proteinen abgeglichen. Je héher die Ubereinstimmung, desto
héher der errechnete p-value, die mittels Chi-Quadrat-Test ermittelte Wahrscheinlichkeit, das
die Zuordnung zu diesem Signaltransduktionsweg zuféllig war. Die Signaltransduktionswege
sowie die Namen markanter Proteine sind in dieser Arbeit kursiv dargestellt, da sie nicht aus
dem Englischen Ubersetzt wurden. Zusatzlich wurden Upstream Transkriptions Regulatoren
(UR) ermittelt. Diese wurden mittels einer Abwandlung des Student t-Tests mit einem z-score
bewertet, der angibt, wie gut die vorhandene Deregulation des experimentellen Gendaten-
satzes mit dem aus einer Datenbank Ubereinstimmt, die alle Gene enthalt, die bei dem ge-
suchten UR dereguliert sein kénnen. Als signifikant wurden URs mit z-scores > 2 oder < —2
bewertet.
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5 Resultate und Diskussion

5.1 Analytik

NP sind in biologischen Experimenten, wie z.B. in-vitro Tests, Matrizes ausgesetzt, die die
ursprunglichen Partikeleigenschaften deutlich verandern kénnen. In dieser Arbeit wurde als
Testsystem die permanente humane Adenokarzinomzelllinie Caco-2 genutzt, die nach drei-
wochiger Ausdifferenzierung die Merkmale eines Dinndarmepithels aufweist. Die Zellen
werden durch ein Zellkulturmedium, einer Losung aus Salzen, Vitaminen, Proteinen, Amino-
sauren sowie Zucker, ernahrt. Dieses Medium ist der erste Faktor, der die physikalisch-
chemischen NP-Eigenschaften nachhaltig verandern kann. Durch die erhdhte Salzkonzentra-

tion kann die elektrochemische Doppelschicht 1/k der NP nach

47 Nz’e "
kT

(N =Zahl der Ladungstrager pro Volumeneinheit, z; = Ladungszahl,e = Elementarladung,
¢ = Dielektrizitatskonstante der Doppelschicht) verringert werden. Dadurch andern sich inter-
partikulare Wechselwirkungen und Oberflachenladungen der Partikel. Das Medium enthalt
zudem 10 % v/v fetales Kalberserum, welches eine, von Charge zu Charge unterschiedliche,
Proteinloésung darstellt. Diese Proteine kdnnen in Form einer Proteinkorona die Oberflache
der NP stark beeinflussen und damit ihr Verhalten gegenuber den untersuchten Zellen. Um
mogliche toxische Auswirkungen der Partikel auf das Testsystem zu verifizieren bzw. be-
stimmte Partikeleigenschaften diskutieren zu kdnnen, mussten die Partikel sowohl vor Expo-
sition auf das Testsystem als auch wahrenddessen hinreichend analysiert werden. Die hier
untersuchten NP sind im ersten Fall mit nicht-ionischen Tensiden (Tween20, Tagat TO V)
sowie im zweiten mit Polyvinylpyrrolidon (PVP) stabilisiert (siehe Abbildung 23). Da Oberfla-
chenladung und Proteinadsorption sowie Toxikodynamik von NP haufig miteinander ver-

knipft sind, wurde zunachst das Zetapotential der Partikel bestimmt [46].
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Abbildung 23 Stabilisatoren der einzelnen NP. AgPure ist mit Tween20 (A) und Tagat TO V (B) stabilisiert, wah-
rend die Nanocomposix Partikel mit PVP (C) stabilisiert sind. Die Summe aus X, y, z und w bei Tween20 ergibt
16, bei Tagat TO V ergibt die Summe von x, y und z 25.

Das Zetapotential von AgPure, welches mit nichtionischen Stabilisatoren belegt ist, betrug in
Wasser - 19 £ 5 mV, und auch die Nanocomposix Partikel wiesen, trotz eines nicht-ionischen
Stabilisators (PVP), ein deutlich negatives Zetapotential von -23 + 5 mV auf (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Zeta Potential von AgPure (durchgezogene Linie) und Nanocomposix (gestrichelte Linie) bei einer
Silberkonzentration von jeweils 5 ug mL™. Der pH-Wert der Dispersionen betrug 6.8 fiir AgPure und 6.9 fir Nano-
COMPpOSixX.

Die Ergebnisse der Zetapotential-Messungen in Wasser stimmten im Fall von Nanocomposix
gut mit den Herstellerangaben (berein (-23 mV gemessen zu -25 mV laut Hersteller). Her-
stellerangaben zu diesem Charakteristikum gab es von AgPure nicht. Generell wird Silber als
Elektronenakzeptor eher negativ geladene Molekille in seiner elektrochemischen Doppel-
schicht akkumulieren. Demzufolge entstanden die negativen Zetapotentiale bei AgPure
durch die Akkumulation von elektronenreichem Sauerstoff aus den Carbonylgruppen und
dem Sorbitolring von Tween20 als Verbindungsatome zur Partikeloberflache ausgebildet
[74]. Bei den Nanocomposix Partikeln erklarte sich die negative Ladung durch die Bindung
von elektronenreichem Sticktoff des Lactam-Ringes an die Partikeloberflache [75]. Zusatzli-
che negative Ladungen wurden vermutlich durch die Hydroxylgruppen der Stabilisatoren und

Anlagerung von Hydroxylionen aus dem Wasser verursacht.

5.1.1 UV-Vis

Die Partikeldetektion in der A4F erfolgte mittels UV-Detektoren. Daher wurden zunachst die
UV-Absorptionsspektren der Partikel in verschiedenen Medien vor den A4F Trennungen auf-
genommen. Dispersionen der NP vor den UV-Vis Experimenten wurden, wie im Abschnitt
Material und Methoden beschrieben, vor Beginn der A4F-Experimente angesetzt. Die zuge-
horigen wellenldangenabhangigen Extinktionen sind in Abbildung 25 zu sehen. Bei beiden NP
(Abbildung 25 A und B) war eine leichte Rotverschiebung des Spektrums nach Dispersion in
ZKM zu beobachten. Die Maxima der Hauptpeaks der A4F Eluentendispersion lagen fir
AgPure bei 417 nm und fur Nanocomposix bei 406 nm. Nach 24 h Lagerung in ZKM ver-
schob sich dieses Maximum zu 420 nm bei AgPure und 409 nm bei Nanocomposix. Beide
Peaks wiesen im A4F Eluenten eine nahezu identische Halbwertsbreite von 75 nm (AgPure)

und 72 nm (Nanocomposix) auf. Der Kurvenverlauf beider Partikel in A4F Eluentendispersion
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nach 0 und 24 Stunden war nahezu identisch, was auf die Stabilitat der Partikel in Bezug auf
Aggregationen hinwies. Die Kurven der A4F Eluentendispersionen zeigten ein erstes Maxi-
mum bei 220-240 nm. In diesem Bereich liegt die Absorption von Silberionen [76]. Die AgPu-
re-Partikel zeigten in diesem Bereich in der A4F Eluentendisersion ein ausgepragteres Ma-
ximum als die Nanocomposix Partikel. Dieses Maximum verschwand nach Zugabe des ZKM
bei beiden Partikeln nahezu vollstandig. Die Bande zwischen 250 und 285 nm war auf die
Absorptionsbanden der Aminosauren Tryptophan (284 nm), Tyrosin (274 nm) und Phe-
nylalanin (254 nm) zurickzufuhren [77]. Der Peak bei ca. 250 nm, der ebenfalls bei beiden
Partikeln auftrat, lieR sich durch die Bildung von AgCl, AgCl,” bzw. AgCL4> erklaren, die nach
Zugabe des chloridionenhaltigen ZKM entstehen [78]. Sowohl bei AgPure als auch bei den
Nanocomposix Partikeln erschien bei ca. 550 nm nach 24 h eine weitere Bande nach der
Zugabe von ZKM. Bei dieser Wellenldnge absorbiert Cytochrom C, dessen Absorption an-
fangs durch Adsorption an das Silber minimiert wurde, nach einiger Zeit aber durch mogliche
Konformationsanderungen bzw. Austausch der Proteinkoronamolekile wieder aktiviert wur-
de [79-83]. Abbildung 25 C zeigt das UV-Spektrum von ZKM nach 0 und 24 h bei 37 °C. Die
Bande bei ca. 275 nm wurde durch die Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin

hervorgerufen, die Bande bei 550 nm durch Cytochrom C.

Metall-NP zeigen eine hohe Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)-Aktivitat. Zudem weisen
beide Partikel Stabilisatoren auf, die einen ,charge-transfer* Komplex mit dem Silberkern
eingehen konnen, um eine SPR-Wirkung noch zu verstarken. Auch eine Adsorption von Pro-
teinen kann zu einer Verstarkung der Absorption im UV-Vis Bereich fuhren [84]. Die vor den
A4F-Messungen vorgenommenen UV-Vis Analysen ergaben eine bathochrome Verschie-
bung der Maxima der Peaks, die durch die NP hervorgerufen werden, von 3 nm bei beiden
NP. Diese Verschiebung war ein erstes Indiz fur eine Vergroferung des Partikeldurchmes-
sers nach Zugabe des ZKM und damit bedingter Aggregation oder Ausbildung einer Protein-
korona [80, 85]. Die Halbwertsbreiten der Hauptpeaks vergréfRerten sich nach Dispersion in
ZKM bei beiden Partikeln, was auf eine hohere Polydispersitat der Proben hindeutet [80]. Es
kam bei beiden Partikeln zur Bildung von partiell 16slichen Silberchloriden (AgCl, AgCl,,
AgCl,%) nach Zugabe von ZKM, wobei der Peak fiir Silberionen bei 220-240 nm zugunsten
des neuen Peaks fir die AgCI-Spezies bei 250 nm verschwand [86, 87]. Die Verbreiterung
der Hauptpeaks der NP erfolgte auch durch den Ubergang in die bei 550 nm erscheinende
Absorption von Cytochrom C.
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Abbildung 25: Normierte UV-Vis Spektren von (A) AgPure-NP und (B) Nanocomposix-NP nach 0 h bei 37°C in
Wasser und ZKM (jeweils schwarze durchgezogene bzw. gestrichelte Linie) und 24 h bei 37°C in Wasser und
ZKM (jeweils rote durchgezogene bzw. gestrichelte Linie). Alle untersuchten Dispersionen hatten eine Silberkon-
zentration von 25 yg mL-1. (C) UV-Vis Spektrum von ZKM ohne NP nach 0 (schwarze Linie) bzw. 24 h (rote Li-
nie) bei 37°C.

AbschlieRend kann zu den UV-Vis Messungen gesagt werden, dass es zu einem Wachstum
der Partikel durch das ZKM gekommen ist, freie Silberionen zu Silberchloridspezies umge-

wandelt wurden und die Polydispersitat der Dispersionen anstieg.
5.1.2 Asymmetrischer Fluss Feld-Flussfraktionierung

Da nach der Partikelsynthese eine GroRenverteilung der NP zu erwarten ist, missen die
Partikelensembles mittels der A4F aufgetrennt werden. Bei der Analytik mit Lichtstreuexpe-
rimenten kann es ansonsten zu einer Uberbewertung der groReren Partikel kommen, da die
Streuintensitat mit dem Partikelradius zur sechsten Potenz zunimmt. Zusatzlich entfernt bzw.
verdunnt diese Separationsmethode Uberschussiges Stabilisatormaterial, welches durch die
Partikelsynthese anfallt. Stabilisatoren kénnten Agglomerate bilden, die einen groRReren hyd-
rodynamischen Durchmesser besitzen als die NP und damit bei Lichtstreuexperimenten auf-
grund der starkeren Streuung grofer Partikel (vgl. Kapitel 3.2.2) das Ergebnis verfalschen.

Als Laufmittel wurde Wasser gewahlt. Da es aufgrund der starken Verdinnung in der A4F
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maoglicherweise zu einer Verarmungsflockung der Partikel kommen kénnte, wurde, um dies
zu verhindern, dem Laufmittel 0,1 % (w/v) SDS (0.0007 M) zugesetzt. Die kritische Mizell-
konzentration von SDS (0.0082 M) wurde hierbei deutlich unterschritten. Zusatzlich wurden
0,02 % Natriumazid hinzugefigt, um die Kapillaren der A4F frei von Biofilmen zu halten. Am
Ende des Trennkanals wurden die Partikel sowohl durch einen UV- als auch einen RI-
Detektor geleitet (zugehorige UV-Absorption der Elutionen in Abbildung 26). Fir AgPure
wurde die Absorptionswellenldnge von 430 nm und fir Nanocomposix von 400 nm gemaf

der zuvor durchgefihrten UV-Vis Analysen gewahlt.
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Abbildung 26: UV-Vis Absorption wahrend der A4F Trennung von AgPure bei 430 nm (A) und Nanocomposix bei
400 nm (B) (Ag-Konz. jeweils 500 ug mL-1) in Wasser (schwarze Linie) und ZKM (rote Linie) nach 24 h bei 37 °C.
Bei beiden Partikeln wurde das gleiche Querflussprofil gewahlt (griine gestrichelte Linie). Die Buchstaben a, b, ¢
und d in den Elugrammen kennzeichnen die Minutenbereiche der automatisierten Probenentnahme fiir die DLS
Messungen. Die Insets beider Elugramme enthalten die A4F Elution von ZKM mit der gleichen Proteinkonzentra-
tion wie in den NP-ZKM Dispersionen.

Beiden Elutionen gemein war der Voidpeak nach ca. 6.5 Minuten. Ab diesem Zeitpunkt en-
dete der Fokusfluss und die Partikel konnten den Trennkanal passieren. Die Peakmaxima
der NP in A4F Eluent erschienen bei 17.5 Minuten (AgPure und Nanocomposix). Die Partikel
eluierten von Minute 15 bis 28 (AgPure) bzw. 22 (Nanocomposix). Der Peak von AgPure
hatte eine grélRere Halbwertsbreite als der der Nanocomposix Partikel und wies zusatzlich
eine Schulter zwischen Minute 19 und 20 auf. Der breitere Peak deutete, im Gegensatz zu
den UV-Vis Messungen zuvor, darauf hin, dass AgPure eine grofRere Polydispersitat auf-
weist, als die Nanocomposix Partikel. Zudem wies die Schulter des Peaks bei Minute 20 auf
Aggregatbildung hin [55]. Die ZKM Dispersionen der NP eluierten ebenfalls ab Minute 15,
wobei die Nanocomposix-Partikel eine Ausnahme darstellten. Bei ihnen erschien ein erster
Peak bereits nach ca. 10 Minuten, was vor allem daran lag, dass die NP-Dispersion sehr
kleine NP enthalt, die nach Ausbleiben des Fokusflusses verfriht eluierten. Zusatzlich eluier-

ten hier freie Proteine aus dem ZKM, wie aus dem Elugramm der
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Abbildung 26 C zu entnehmen ist. Da deren Intensitat sehr schwach war, trugen sie zu dem
Peak nur bedingt bei. Auch bei AgPure war ein sehr schwacher Peak bei ca. neun Minuten
erkennbar, der aufgrund der geringen Auspragung hauptsachlich auf freie Proteine zuriick-
gefuhrt wurde. Die Peaks beider Partikel ab Minute 15 bis Minute 37 (AgPure) bzw. Minute
42 (Nanocomposix) waren im Gegensatz zu den A4F-Dispersionen stark verbreitert, was auf
eine breite GroRenverteilung der NP-Protein-Konjugate hindeutete. Zusatzlich zu den UV-Vis
Daten, wurden Brechungsindexanderungen detektiert, deren Ergebnisse in Abbildung 27
dargestellt sind. Die Peakmaxima lagen fur AgPure bei 22.6 Minuten und fir Nanocomposix
bei 23.5 Minuten und wiesen damit eine Retentionszeitverzogerung von 4.5 (AgPure) bzw.
6 Minuten in Bezug auf die A4F Eluentendispersionen auf. Diese Verzogerung ging mit dem

Anstieg der hydrodynamischen Radien der Partikel einher.
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Abbildung 27: Messung der differentiellen Brechungsindizes fiir (A) AgPure und (B) Nanocomposix mit einer Ag-
Konz. von 500 yg mL-1 in Wasser (durchgezogene Linie), ZKM (gepunktete Linie) und fur ZKM ohne NP (gestri-
chelte Linie, Gesamtproteinkonz. laut Herstellerangaben: 34 uyg mL-1) (C) und (D) zeigen jeweils vergroRerte
Ausschnitte der oberen Graphen zur besseren Veranschaulichung der verdnderten Peakmaxima nach Zugabe
von ZKM.

Ebenso wie die UV-Vis Daten nach der A4F-Trennung zeigten die Brechungsindexmessun-

gen Unterschiede zwischen den beiden Partikelsorten sowohl was ihr Verhalten im A4F
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Eluenten als auch ZKM-Dispersion betraf. Die AgPure-Partikel in A4F Dispersion eluierten
zwischen Minute 13 und 23, also mit einer um ca. eine Minute vorgezogenen und verkirzten
Retentionszeit verglichen mit den UV-Vis Daten. Dies lie} sich ebenso fir die Nanocomposix
Partikel zwischen Minute 13.5 und 22 und ZKM ohne NP zwischen Minute 9 und 10 be-
obachten, was auf die Lage der Detektoren im Versuchsaufbau zurlckzufihren war. Zu-
nachst durchlief das Eluat den Brechungsindexdetektor und erst danach den UV-Detektor,
wodurch die unterschiedlichen Elugramme erklart werden konnten. Die bei AgPure in A4F
Dispersion zusatzlich verringerte Gesamtelutionsdauer von zehn Minuten, im Gegensatz zu
13 Minuten bei der UV-Vis Messung, war der Detektorempfindlichkeit geschuldet, denn das
UV-Signal ab Minute 25 war bereits schwach und die Empfindlichkeit des RI-Detektors bei
dem gewahlten Analyten und Laufmittel deutlich geringer, als die des UV-Detektors [88]. Die
Elutionsdauer von Nanocomposix im RI-Detektor veranderte sich nicht im Vergleich mit den

UV-Vis Elugrammen.

Die Elugramme der Brechungsindexanderung zeigten bei den ZKM-Dispersionen einen Un-
terschied zu den UV-Vis Messungen. Da bei der UV-Vis Detektion eine bestimmte Wellen-
lange (bei AgPure 430 nm und bei Nanocomposix 400 nm) gewahlt wurde, waren freie Pro-
teine kaum als Elutionspeak zu erkennen. Bei der RI-Detektion wurden diese erkannt und
waren als erster Peak nach dem Voidpeak zu erkennen. Die Elution der ungebundenen Pro-
teine in der ZKM-Dispersion der NP ab 8.5 Minuten erfolgte friher als im verdinnten ZKM
ohne NP bei 9.5 Minuten (Abbildung 27 A und B). Da die NP mit einer hohen Konzentration
in den Trennkanal injiziert wurden, waren ihre Konzentration und die der Proteine in dem
sich ausbildenden Partikelband wahrend der Fokussierung sehr hoch. Dadurch kann es nach
dem Herunterfahren des Fokusflusses zu einer verfrihten Elution der kleineren Proteinmole-
kile kommen, die aus diesem Band herausgedriuckt wurden. Die Elution der NP-Protein-
Konjugate erfolgte ab Minute 17.5 bei AgPure und ab Minute 20 bei den Nanocomposix Par-
tikeln. In beiden Fallen lag die Gesamtelutionsdauer der Partikel unter denen der UV-Vis
Messungen (13 Minuten bei AgPure und 16 Minuten bei Nanocomposix), was mit der gerin-

geren Empfindlichkeit des RI-Detektors erklart werden konnte.

Zusammenfassend kann zu den UV-Vis Messungen bei der A4F-Trennung gesagt werden,
dass AgPure-NP bereits in ihrer Stammdispersion Aggregate enthielten und dies durch eine
Schulter im Elugramm bei ca. 20 Minuten zu erkennen war [55]. Nanocomposix NP zeigten
keine sichtbare origindre Aggregation. Diese Ergebnisse werden auch durch die SAXS-
Analytik bestatigt (siehe Kapitel 5.1.4). Beide Partikel wiesen nach Dispersion in ZKM ein
spateres Einsetzen der Elution auf, was auf eine VergroRerung des hydrodynamischen Ra-

dius der Partikel deutete [55]. Sowohl Nanocomposix NP als auch AgPure wiesen in ZKM
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Elutionspeaks hoherer Halbwertsbreite auf, was auf eine gréRere Polydispersitat hinwies

[89]. Die RI-Detektor-Signale zeigten qualitativ Gbereinstimmende Ergebnisse.

Sowohl von den NP in A4F Eluentendispersion als auch in ZKM-Dispersion wurden von Mi-
nute 17 bis Minute 41 Fraktionen von je zwei Minuten entnommen und anschlieRend alle mit

DLS, sowie die Fraktionen der ZKM Dispersionen zusatzlich mit 1-DE untersucht.

5.1.3 Dynamische Lichtstreuung

Exogene Stoffe, die in einem in-vitro Versuch wie dem Caco-2 Modell eingesetzt werden,
kommen dort zunachst mit ZKM oder ITS-Medium in Kontakt. Daher wurde vor allen anderen
Experimenten die Stabilitat der Dispersion von AgPure in ITS und ZKM untersucht. Das ZKM
wird vor der Zugabe der zu untersuchenden Partikel zu den Zellen normalerweise durch ITS
ersetzt, in welchem die NP dispergiert werden. Da die Auswertung der DLS Daten fir AgPu-
re in ITS eine Zunahme des Maximums des Ry von 15.5 nm zu 65.0 nm nach 10 Minuten
aufwies (siehe Abbildung 28), und die Dispersion sichtbar ausflockte, wurde auf den Wech-
sel des Mediums vor Zellexposition verzichtet. AgPure wurde aufgrund dieser Erkenntnisse
ausschlief3lich in ZKM dispergiert. Nanocomposix wurde flr die Zellkulturexperimente nicht

verwendet und daher nicht untersucht.
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Abbildung 28: DLS Daten von AgPure als Dispersion in ITS-Medium mit einer Ag-Konzentration von 25 ug mL”
bei 37°C nach 10, 20, 40 und 60 Minuten.

Alle A4F-Fraktionen beider NP wurden mittels der DLS untersucht, um die zeitliche Gro-
Renanderung der NP zu dokumentieren (Abbildung 29). Die DLS-Messungen zeigen einen
deutlichen Anstieg des Partikeldurchmessers mit steigender Retentionszeit, was auf ver-
starkte Aggregation der Partikel oder die Bildung einer Proteinkorona zurtickzufiihren ist. Bei

AgPure ist ab Minute 31 eine Peakverbreiterung zu erkennen, was auf eine héhere Polydis-
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persitat hindeutet. Nanocomposix zeigt innerhalb des betrachteten Elutionszeitraumes keine

signifikante Anderung der Halbwertsbreite.
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Abbildung 29: Intensitatsgewichtete DLS-Daten im zeitlichen Verlauf der Fraktionen der A4F Trennung von A1gPu-
re (A) und Nanocomposix (B) nach 24 h Exposition bei 37°C in ZKM mit einer Ag-Konz. von 500 yg mL™". Zu
erkennen ist ein zeitlich abhangiges Partikelwachstum, welches mit der erhdhten Polydispersitdt und spateren
Retentionszeiten der A4F-Trennung korrespondiert.

Bei AgPure wurden die Fraktionen a und b aus Abbildung 26 A fir weitergehende Untersu-
chungen mit DLS und TEM gewahlt, da sie zum einen die hochsten NP-Konzentrationen
(Fraktion a) aufwiesen und zum anderen nur in Fraktion b eine Proteinmenge enthielten, die
fur TEM-Aufnahmen mit EDX und MALDI-MS-MS Untersuchungen ausreichend waren (sie-
he Abschnitt 5.1.7). Aus Griunden der Vergleichbarkeit wurden die Fraktionen mit den héchs-
ten Peakintensitaten bzw. Proteinmengen auch bei Nanocomposix fir weitere Auswertungen
genutzt (Fraktionen ¢ und d aus Abbildung 26). Die Ergebnisse der DLS Messungen der
A4F-Fraktionen von Minute 16-18 der AgPure-A4F Eluent-Dispersion und Minute 21-23 der

AgPure-ZKM-Dispersion sind in Abbildung 30 zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung 30: (A) intensitatsgewichtete und (B) volumengewichtete Ergebnisse der DLS Messung der Fraktionen
a (durchgezogene Linie) und b (gepunktete Linie) aus Abbildung 26 A der A4F Trennung der beiden Dispersionen
von AgPure in A4F Eluent sowie ZKM mit einer jeweiligen Ag-Konz. von 500 pg mL™".

Abbildung 30 A zeigt einen Anstieg der Maxima der intensitatsgewichteten Ry der NP-ZKM-
Dispersion nach A4F-Trennung bei 14.1 £ 0.1 nm zu 25.4 £ 0.3 nm. Ebenfalls war eine
Peakverbreiterung zu erkennen, was mit der grofderen Polydispersitat der Partikel, wie sie
schon in den A4F-Elugrammen erkennbar war, zu erklaren war. Zudem wurde der z-average
Radius D, bestimmt, welcher sich aus der Summe Uber alle Intensitaten S; der Partikelsorte i

und den dazugehdrigen Partikelradien D; folgendermalen ergibt:

Der z-average ist damit das intensitatsgewichtete harmonische Mittel der DLS Daten. Fir
AgPure in A4F Dispersion ergab er sich zu 12.4 nm und in ZKM Dispersion zu 21.9 nm, was
jeweils leicht unter den Werten der Peakmaxima lag. Da die Intensitatsgewichtung stark par-
tikelgroRenabhangig ist, die Intensitat ist proportional zur sechsten Potenz des Radius, wur-
den die Daten zusatzlich volumengewichtet dargestellt. Dabei zeigte sich, dass das Peak-
maximum des Ry der NP in A4F Dispersion signifikant zwischen beiden Auswertemethoden
variierte: 14.1 £ 0.1 nm intensitatsgewichtet zu 9.1 £ 0.1 nm volumengewichtet. Die ZKM-
Dispersion von AgPure hatte ihr Peakmaximum volumengewichtet bei (1.6 £ 0.1) nm und
zeigte einen zweiten, deutlich schwacheren Peak, bei (14.1 £ 0.1) nm. Der Peak bei 1.6 nm
mit einer Halbwerstbreite von 0.8 nm deutet auf den Einfluss freier Proteine aus dem ZKM
bzw. Stabilisatormaterialen hin, die sich in diesem GroéRenbreich befinden [90]. Hier war
ebenfalls ein deutlicher Unterschied zu den intensitatsgewichteten Daten festzustellen, die

inr Peakmaximum bei 25.39 nm hatten. Diese Daten deuteten darauf hin, dass freie Proteine
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bzw. freies Stabilisatormaterial die Probe dominieren, wahrend die eigentlichen NP inklusive
ihrer Proteinkorona anteilsmaRig gering ausfielen. Auch die RI-Daten deuteten darauf hin, da
das Detektorsignal fur die freien Proteine zwischen Minute acht und neun im Gegensatz zu
den ab Minute 16 eluierenden AgPure NP mit Korona sehr ausgepragt war (Abbildung 27 A
und C).
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Abbildung 31: (A) Intensitatsgewichtete und (B) Volumengewichtete DLS Messung von Fraktion ¢ (durchgezoge-
ne Linie) und d (gepunktete Linie) aus Abbildung 26 B der A4F Trennung der beiden Dispersionen von Nanocom-
posix Partikeln in A4F Eluent sowie ZKM mit einer jeweiligen Ag-Konz. von 500 ug mL™.

Ahnlich wie AgPure verhielten sich auch die Nanocomposix Partikel. Das Maximum des Ry
lag bei der intensitatsgewichteten A4F Dispersion bei (16.3 £ 0.2) nm und bei 39.4 £ 1.1 nm
fur die ZKM-Dispersion. Die Unterschiede zwischen den beiden Dispersionen fielen bei den
Nanocomposix Partikeln damit deutlich starker aus, als bei AgPure. Dies spiegelte sich auch
in den UV- und RI-Daten der A4F-Trennung wider (Abbildung 26 und 27), die wesentlich
breiterte Elutionspeaks als die AgPure-Partikel aufwiesen. Der z-average Radius der Nano-
composix Partikel lag bei 13.1 nm fir die wassrige Dispersion und bei 47.2 nm fir die ZKM-
Dispersion. Bei der volumengewichteten Auswertung lag das Maximum der A4F Dispersion
bei 7.8 £ 0.1 nm, das erste Maximum der ZKM-Dispersion bei 1.8 £ 0.1 nm sowie deren

zweites bei 12.2 £+ 0.1 nm.

Die A4F-Elugramme und die davor aufgenommenen UV-Vis-Spektren zeigten, dass AgPure
bereits in der Stammdispersion Aggregate enthielt, die Ry der NP nach Dispersion in ZKM
zunahmen und damit die Polydispersitat beider NP-Dispersionen zunahm. Diese Beobach-
tungen wurden von den DLS-Daten unterstitzt. Beide Partikel zeigten bei der Betrachtung
der zeitaufgeldsten Analyse ihrer A4F Fraktionen eine Zunahme des Ry und der Polydisper-
sitat. Der Vergleich der intensitatsgewichteten z-average des Ry der Fraktionen der jeweili-

gen Peakmaxima der A4F-Trennung, die Fraktionen a-d aus Abbildung 26, zeigte fur die A4F
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Dispersion nur einen geringen Unterschied (12.4 nm bei AgPure zu 13.1 nm bei Nanocom-
posix). Dieses Ergebnis entsprach den sehr dhnlichen Retentionszeiten der beiden NP in der
A4F. Die intensitatsgewichteten z-averages beider NP in ZKM-Dispersion wiesen deutliche
Unterschiede auf (21.9 nm bei AgPure zu 47.2 nm bei Nanocomposix). Die volumengewich-
teten Daten zeigten nur geringe Unterschiede (13.0 nm bei AgPure zu 14.1 nm bei Nano-
composix) und wiesen einen ausgepragten Peak bei ca. 1.6 — 1.8 nm auf, der fir ungebun-
dene Proteine steht [91]. Diese Ergebnisse belegten, dass nur ein geringer Teil der Partikel
eine Corona besitzt oder aggregiert vorlag, was sich auch in den ahnlichen Elutionszeiten
der NP in der A4F widerspiegelt. Der Einfluss des ZKM auf die Partikelaggregation und damit

die moégliche Toxizitat ist daher als gering einzuschatzen [92, 93].
5.1.4 Rontgenkleinwinkelstreuung

Die bisherigen Analysemethoden dienten der Untersuchung des Ry, welcher jedoch keine
direkte Aussage Uber Aggregation der Partikel liefert, sondern ebenso durch Adsorption von
Molekilen aus dem Solvens wachsen kann. Auch ein Quellen der Detergentien, die als Par-
tikelstabilisatoren dienen, ware eine mogliche Erklarung fur den Anstieg des Ry [94]. Um eine
Aggregation der Partikel zu untersuchen, wurde SAXS verwendet, da das Messprinzip vor
allem auf dem Elektronendichteunterschied zweier Medien beruht und damit die elektronen-
reichen Silberkerne sehr gut von umgebendem Medium und Stabilisatormolekllen unter-
schieden werden kdnnen. Fur diese Auswertung konnten die A4F-Fraktionen nicht genutzt
werden, da die Konzentration der NP in den Dispersionen fir SAXS-Messungen nicht aus-
reichte. Eine Aufkonzentrierung der A4F-Eluate wurde vermieden, um dadurch bedingte Ag-
gregation bzw. Veranderung der NP-Korona zu verhindern [39]. Fur die Messungen wurden
stattdessen NP-Dispersionen, zum einen in ZKM und zum anderen im A4F Eluenten, mit
einer Ag-Konzentration von 100 ug mL™" angesetzt. Die experimentellen Daten der SAXS-
Messungen fur AgPure und Nanocomposix Partikel sowie die Anpassung simulierter Streu-
kurven fur spharische Partikel mit einer Gaul3-Verteilung an diese Daten zeigen Abbildung
32 und 33.
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Abbildung 32: (A) SAXS-Kurven von AgPure in Dispersion mit dem Laufmittel der A4F (obere Kurve) und in ZKM-
Disperison (untere Kurve) bei einer Ag-Konz. von jeweils 100 g mL™". Die experimentellen Daten sind jeweils mit
einer durchgezogenen Linie gekennzeichnet. Die gestrichelte Linie zeigt die simulierten Anpassungskurven fir
eine Kugel mit einer gaulRschen Groflenverteilung mit dem Radius 7.5 £ 0.1 nm (in A4F Eluent) und 7.8 £ 0.1 nm
(in ZKM), die die bestmégliche Ubereinstimmung mit den Originaldaten ergaben. Die Daten der NP in ZKM sind
mit 103 multipliziert, um eine bessere Ubersichtlichkeit zu gewéhrleisten. (B) und (C) zeigen die Guinier-
Anpassungen fir die NP inA4F Eluent (B) bzw. in ZKM (C), aus denen sich die Gyrationsradien der Partikel ablei-
ten lassen. Die roten Linien zeigen die Anpassung einer Gerade an die experimentellen Daten. Das Quadrat des
Korrelationskoeffizienten (R?) betrug 0.998 (B) und 0.996 (C).

Die experimentellen Daten zeigten eine gute Ubereinstimmung mit simulierten Kurven fir
eine spharische Partikelform bei g-Werten von >0.2 nm™. Die Anpassung an eine Kugel wur-
de gewahlt, da die Herstellerangaben diese Form benennen und eigene TEM Aufnahmen
(siehe Kapitel 5.1.5) diese Angaben bestatigten. Die beste Anpassung gelang dabei fir ei-
nen simulierten Kugelradius von 7.5 £ 0.1 nm fUr die Dispersion im A4F Eluenten und einem
Kugelradius von 7.8 + 0.1 nm fiir die ZKM-Dispersion. Im vorderen g-Bereich (g < 0.2 nm™)
zeigten beide Kurven im Vergleich zu den Originaldaten einen steileren Kurvenverlauf, der
ebenfalls ein Indiz fir eine leichte Aggregation ist [95]. Dieser Anstieg war in beiden Disper-
sionen ahnlich grof3, was auf eine Aggregation der urspriinglichen Teilchendispersion deute-

te und belegte, dass der Einfluss des ZKM auf die Aggregation kaum Einfluss hatte. Dies war
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auch aus der Schulter der UV-Vis Absorption der A4F-Trennung flr AgPure in A4F Dispersi-
on ersichtlich (Abbildung 26 A). Die Auswertung der SAXS-Daten der Nanocomposix Partikel
zeigte ein ahnliches Bild (Abbildung 33). Die Anpassung der Originaldaten der Nanocompo-
six Partikel an eine simulierte Kugel mit einem Radius von 9,6 £ 0.1 nm fur die A4F Dispersi-
on und 9,7 £ 0.1 nm fir die ZKM-Dispersion ergab fur die A4F-Dispersion eine sehr gute
Ubereinstimmung beider Kurven iiber den gesamten q Bereich. Bei der ZKM-Dispersion
zeigte sich wie auch bei AgPure eine Abweichung der simulierten Kurve von den experimen-
tellen Daten. Da diese Abweichung jedoch nicht wie bei AgPure schon vor der Zugabe von
ZKM vorhanden war, ist bei NC von einer Beeinflussung der Partikeldimensionen durch das
Medium auszugehen. Im vorderen g-Bereich, dem Guinierbereich, wurde daher fur beide
Partikel mit den Originaldaten eine Guinieranpassung durchgeflihrt, aus deren Geradenstei-
gung ihrer Kurvenanpassung der Gyrationsradius errechnet werden kann (Abbildung 32 B
und C). Dieser ergab sich flir AgPure in A4F-Dispersion zu 10.1 £ 0.1 nm und fir die Partikel
in ZKM-Dispersion zu 9.9 £ 0.1 nm. Fiur die Nanocomposix Partikel wurden Guinierradien

von 8.8 £0.01 nm in der A4F-Dispersion und 8.9 £0.1 nm fir die ZKM-Dispersion erhalten.
Nach Rg2 = %RZ (siehe Kapitel 3.2.1) ergibt sich das Volumen einer Kugel, welches durch

den Guinierradius bestimmt wird, zu 9290 nm® fir AgPure in A4F Dispersion und zu
8746 nm® in ZKM-Dispersion. Fiir die Nanocomposix Partikel ergaben sich Partikelradien von
6143 nm® in A4F-Dispersion und 6356 nm® in ZKM-Dispersion. Allen SAXS-Kurven gemein
war die Steigung im Guinier-Bereich, die bei allen Kurven im Bereich von q° liegt, was auf
eine kugelférmige Partikelform hinwies [58]. Der Porod-Bereich zeigte eine Steigung von
etwa q”, was auf eine komplexere Oberflachenstruktur und keine klaren Grenzflachen zwi-

schen den Partikeln und dem Medium hinwies [58].
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Abbildung 33: (A) SAXS-Kurven von Nanocomposix in Dispersion mit dem Laufmittel der A4F (obere Kurven) und
in ZKM-Dispersion (untere Kurven) bei einer Ag-Konz. von jeweils 100 ug mL™". Die mit SAXSQuant bearbeiteten
sind jeweils mit einer durchgezogenen Linie gekennzeichnet. Die gestrichelte Linie zeigt die simulierten Anpas-
sungskurven fir eine Kugel mit einer gaulschen GréRenverteilung mit dem Radius 9.6 + 0.1 nm (in A4F Eluent)
und 9.7 £ 0.1 nm (in ZKM), die die bestmdgliche Ubereinstimmung mit den SAXSQuant-Daten ergaben. Die Da-
ten der der NP + ZKM sind mit 103 multipliziert, um eine bessere Ubersichtlichkeit zu gewahrleisten. (B) und (C)
zeigen die Guinier-Anpassungen die NP in A$F Eluent (B) und in ZKM (C), aus denen sich die Gyrationsradien
der Partikel ableiten lassen. Die gestrichelten Linien zeigen die Anpassung einer Gerade an die experimentellen
Daten. Das Quadrat des Korrelationskoeffizienten (R2) betrug 0,999 bei (B) und 0,999 bei (C). Die Kurvenanpas-
sung in Abbildung 33 C war optisch nicht von den Rohdaten zu unterscheiden.

Zusatzlich zur Anpassung simulierter Streukurven an die experimentellen Daten mittels der
Software SASfit [70] wurde eine Anpassung durch eine Monte-Carlo-Simulation durchge-
fuhrt, die als rote Kurve in den jeweiligen Insets der Grafiken in Abbildung 34 zu erkennen
ist. Die Monte-Carlo Anpassungen waren im Kurvenverlauf denen der SASfit Anpassung bis
g = 0.3 nm™ &hnlich, zeigten bei kleineren g-Werten aber eine wesentlich gréRere Uberein-
stimmung mit den Originaldaten. Die sich aus den Anpassungen ergebenden Partikelradien
waren, zumindest im Fall von AgPure, voneinander abweichend. So ergaben sich fur AgPure
aus der volumengewichteten Verteilung, die aus der Monte-Carlo-Simulation fur ein Kugel-
modell Partikelradien von 6.5+0.1 nm

6.9+ 0.1 nm fir die ZKM-Dispersion.

hervorging, in A4F-Laufmittel-Dispersion und

Fur Nanocomposix NP ergaben sie sich zu
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9.6 £ 0.1 nm in A4F-Laufmittel-Dispersion und 9.3 £ 0.1 nm in ZKM-Dispersion. Man erkennt
in der volumengewichteten Verteilung von AgPure in A4F-Laufmittel (Abbildung 34 A) einen
Anteil von Partikeln mit einem Radius von 10 nm und mehr, was die schon bei der A4F-
Auswertung angesprochene Polydispersitat bestatigte. Es ist ebenso erkennbar, dass die
Polydispersitat nach Zugabe von ZKM abnimmt (Abbildung 34 B). Dieser Effekt war bei den
Nanocomposix NP nicht zu beobachten. Hier war eher das Gegenteil der Fall. Die Partikel in
A4F-Laufmittel wiesen eine enge GroRenverteilung auf, wahrend die Partikel in ZKM sowohl
eine breitere GroRenverteilung, als auch neu entstandene Anteile an Partikeln mit Radien
Uber 25 nm aufwiesen (Abbildung 34 C und D).
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Abbildung 34: Volumengewichtete GréRenverteilungen ermittelt durch eine Monte-Carlo-Anpassung eines Ku-
gelmodells an die SAXS-Kurven der verschiedenen NP-Dispersionen. (A) und (B) zeigen die Anteile der jeweili-
gen PartikelgréRenfraktionen fir AgPure in A4F-Laufmitteldispersion (A) und in ZKM (B) sowie die dazugehérige
Verteilungsfunktion als blaue Kurve (AgPure) bzw.rote Kurve (Nanocomosix). Die Insets sind die jeweiligen
SAXS-Kurven mit den Originaldaten (schwarze Linie), der Monte-Carlo-Anpassung eines Kugelmodells (rote
Linie), sowie der Anpassung eines Kugelmodells mit einer Schulz-Zimm-Verteilung durch SasFit (blaue Linie). (C)
und (D) zeigen dies fiir die Nanocomposix NP.

Die Daten der SAXS-Messungen zeigten, dass der bisher in UV-Vis-, A4F- und DLS-Daten
ermittelte Anstieg des Ry beider Partikelsorten nicht vornehmlich einer Aggregation der Par-

tikel geschuldet sein konnte. AgPure zeigte, wie auch schon in den UV-Vis-Daten und A4F-
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Daten zu erkennen war, eine leichte Aggregation schon in der Stammdispersion, was in der
SAXS als erhdhte Steigung einer Kurvenanpassung an die Originaldaten im Guinierbereich
sichtbar wurde. In ZKM-Dispersion zeigte AgPure keine signifikante Veranderung in diesem
Bereich, was auf keine verstarkte Aggregation, hervorgerufen durch ZKM, deutete. Die zah-
lengewichtete Partikelverteilung aus der Monte-Carlo Simulation zeigten eher eine Stabilisie-
rung der Partikel und eine Reduktion des Anteils der Aggregate bei 20-25 nm, welches in
Ubereinstimmung mit Literaturdaten steht, die dies aufrund sterischer Abschirmung durch
Serum Albumin aus dem ZKM erklart [96]. Nanocomposix NP zeigten eine sehr gute Uber-
einstimmung der experimentellen und simulierten Daten in A4F-Dispersion und keinen er-
hohten Anstieg der Kurve im Guinierbereich. In ZKM-Dispersion bildete sich eine leichte Ab-
weichung der experimentellen Daten von der Simulation aus. Die zahlengewichteten Vertei-
lung der Partikel aus der Monte-Carlo Simulation zeigte dementsprechend einen Anstieg der
Zahl der Partikel im Bereich 25-30 nm. Dieser Anteil war jedoch im Vergleich zu den unag-
gregierten Partikeln sehr gering (etwa 5 %). Eine Ubersicht Uber die physikalisch-

chemischen Untersuchungsergebnisse ist in Tabelle 3 angegeben.
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Tabelle 3 Ubersicht der Ergebnisse der verschiedenen Analysemethoden, mit denen die NP AgPure und Nano-

composix untersucht wurden.

AgPure Nanocomposix
in A4F Eluent in ZKM in A4F Eluent in ZKM
Zetapotential nicht .
(bei pH 6.8 — pH 6.9) -19 mV messbar -23mV nicht messbar
A4F
Retentionszeitspanne (Minuten) 14.6 — 28.1 14.7 - 39.0 14.2-22.4 156.5-40.2
Peakmaximum (Minuten) 17.5 22.8 17.5 23.6
DLS
Peakmaximum R, (25°C) 14.1 25.4 16.3 39.4
Intensitatsgewichtet (nm)
Peakmaximum Ry, Volumenge-
wichtet (25°C) 9.1 1.6, 14.1 7.8 1.8,12.2
Hauptpeak, Nebenpeak (nm)
Z-Average Ry (25°C) 12.4 21.9 13.1 47.2
Intensitatsgewichtet (nm) (PDI: 0.18) (PDI: 0.20) (PDI:0.13) (PDI: 0.19)
Z-Average Ry (25°C)
Volumengewichtet 12.4 1.7,13.0 13.1 2.2,14.1
Hauptpeak, Nebenpeak (nm)
SAX
Partikelkernradius (21°C)
(SasFit Auswertung, nm) 75 8 9.6 9.7
Partikelkernradius (21°C)
(Monte Carlo Simulation, nm) 6.5 6.9 9.6 9.3

Die Partikeleigenschaften zeigten gute Ubereinstimmung mit den Herstellerangaben. AgPure

hat laut Hersteller einen Partikeldurchmesser von < 15 nm, was auch aus der SAXS-Analyse

dieser Arbeit hervorging. Angaben zum hydrodynamischen Radius oder dem Zeta-Potential

macht der Hersteller in seinem Datenblatt nicht. Nanocomposix NP haben laut Hersteller ein

Zeta-Potential von -24.9 mV (eigene Daten: -23 mV), einen hydrodynamischen Durchmesser

in Stammdispersion von 40.7 nm (eigene Daten: 39.4 nm) und einen Partikelkerndurchmes-
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ser von 20.4 nm (eigene Daten: 19.2 nm); die Herstellerangaben konnten bei beiden Parti-

keln durch eigene Analysen bestatigt werden [97, 98].
5.1.5 Transmissionselektronenmikroskopie

Die bisherigen Daten zeigten, dass die Aggregation der Partikel in ZKM nicht allein zu dem
unerwartet erhdhten Ry beitragen kann. Um die mogliche Ausbildung einer Proteinkorona zu
untersuchen, wurden TEM-Bilder der AgPure Partikel in A4F-Dispersion (Abbildung 35, Ab-
bildung 36 A) und von AgPure und Nanocomposix Partikeln in ZKM-Dispersion (Abbildung
36 B und Abbildung 37 A) mit dazugehdrigen EDX-Spektren (Abbildung 36 C und Abbildung
37 B) aufgenommen. Die Bilder zeigten, dass beide Partikelsorten, in Ubereinstimmung mit
den SAXS-Daten (SAXS-Kurven fallen im Gunier-Bereich mit g° ab), sphérische Strukturen
aufweisen. Die AgPure NP besitzen eine Stabilisatorschicht von ca. 2-3 nm, die Nanocom-
posix NP von etwa 3-4 nm (Abbildung 35 A und B). Nach der Inkubation in ZKM zeigten bei-
de Partikelsorten eine Akkumulation von Schwefel-Atomen in der Nahe der Oberflache (Ab-
bildung 36 C, Abbildung 37 B), wahrend die Partikeldurchmesser nur geringflgig zunahmen
(Abbildung 36 B, Abbildung 37 A). Allerdings gelang es, bedingt durch die Probenpraparati-
on, nicht, einzelne Nanocomposix Partikel sichtbar zu machen, sondern nur Agglomerate wie
sie in Abbildung 37 A und B zu erkennen sind. Auch andere lonen die eine Affinitat zu Silber
aufwiesen und im ZKM zu finden sind, wie z.B. Chlorid, waren in der erweiterten Korona der

Partikel zu finden (Bilder nicht dargestellt).

Die Schwefelatome sprechen dafir, dass Proteine oder Aminosauren, die die einzigen Kom-
ponenten im ZKM sind, die Schwefel enthalten, an die Partikel adsorbiert wurden. Die Bin-
dung dieser Proteinkorona an die Partikel kann Uber Adsorption an die Stabilisatoren erfol-
gen, wenn die Oberflache der Partikel dicht mit Stabilisatormolekulen besetzt ist. Durch die
hohe Stabilisatorkonzentration (Tween20: 32.6 mM, Tagat TO V: 20.1 mM) war eine dicht
gepackte Oberflachenbelegung und eine Anordnung der Polyethylenoxid (PEO)-Ketten in
Blrstenform bedingt durch osmotische AbstoRung anzunehmen (Abbildung 38a) [93, 99-
101]. Die Kettenlange der bei AgPure verwendeten Stabilisatoren lieRe auch eine pilzférmige
Anordnung an der Oberflache zu (Abbildung 38c), wobei durch die Stabilisatorkonzentration
in diesem Fall eine blrstenartige Struktur bevorzugt ware [93]. Bei AgPure bildeten der Sau-
erstoff des Sorbitolringes von Tween20 und der Sauerstoff der Carbonylgruppen der Ester in
Tagat TO V Dipol-Dipol Wechselwirkungen zum Silberkern aus [102, 103]. Die hydrophilen
PEO-Ketten waren demzufolge zum Wasser bzw. in das umgebende Medium gerichtet [104].
Die PEO-Ketten der AgPure Stabilisatoren weisen eine mittlere Masse von 221 Da

(Tween20) bzw. 370 Da (Tagat TO V) auf, was eine geringe Dicke der Stabilisatorschicht
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von ca. 2-3 nm erklart (Abbildung 35). Die Proteinkorona um die AgPure-Partikel war schma-
ler als um die Nanocomposix Partikel, was daran lag, dass sich um die polaren Endgruppen
der Stabilisatoren zunachst Wassermolekile mittels Wasserstoffbriickenbindungen gruppier-
ten. Diese Wasserschicht musste von den Proteinen vor ihrer Annaherung Uberwunden wer-
den, wahrend der Stabilisator PVP bei den Nanocomposix Partikeln nicht solch eine Schicht
ausbildete [94]. Die burstenférmige Anordnung der Stabilisatoren von AgPure und Nano-
composix erschwerte ebenfalls eine Annaherung der Proteine an die Partikeloberflache
durch sterische Abstofung, wahrend Anziehungskrafte zwischen der NP-Oberflache und den
Proteinen wirkten. Dabei war zu beachten, dass der Abfall der freien Energie der attraktiven
van-der-Waals Wechselwirkungen (F,) klein im Vergleich zum Anstieg der freien Energie der
AbstoRung (Fgr) ist [105]. Das Massenverhaltnis von Stabilisator zu Gesamtpartikel (fur
AgPure 7.2 %, fir Nanocomposix: 5.2 %), welches fur beide AgPure mit der Ausbildung ei-
ner burstenférmigen Struktur einherging, sprach ebenso fur eine verstarkte AbstoRung der
Partikel gegenliber den Proteinen.[106] Trotz dieser abschirmenden Wirkungen der NP-

Stabilisatoren, kam es nachweislich zur Ausbildung einer Proteinkorona.

A B

Abbildung 35: S-TEM Aufnahme von AgPure (A) und Nanocomposix (B) in A4F-Dispersion. Der Bereich zwischen
den schwarzen Pfeilen gibt die Breite der Stabilisatorschicht wieder. Die Partikel weisen in diesem Bereich bei
EDX-Messungen einen hohen Sauerstoffanteil auf, was auf Stabilisatormolekiile hinweist. Die rote Umrandung in
(B) gibt die Partikelform eines Partikels wieder, die von weiteren Partikeln in der Umgebung Uberlagert wird.
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20 nm

Abbildung 36: TEM-Aufnahme von AgPure Partikeln in A4F- Dispersion (A), AgPure Partikel nach 24 h bei 37°C
in ZKM-Dispersion (B), S-TEM Aufnahme mit EDX-Spektrum der AgPure-Partikel der ZKM-Dispersion (C).
Schwefelatome sind rot, Silberatome griin eingefarbt.

Abbildung 37: (A) TEM Aufnahme von Nanocomposix Partikeln nach 24 h in ZKM bei 37°C, (B) S-TEM Aufnahme
von Nanocomposix Partikeln nach 24 h in ZKM bei 37°C. Silberatome sind rot, Schwefelatome griin eingefarbt.

Eine Bindung an die Stabilisatoren kann Uber die Ausbildung von van-der-Waals Kraften
zwischen den hydrophoben Teilen der Proteine (a-Helices) und z.B. den langkettigen Lauryl-
saurerestern ausgebildet werden. Diese hydrophoben Teile des Proteins sind in wassriger
Umgebung eigentlich durch die Tertiarstruktur verborgen, jedoch haben insbesondere Edel-
metall-NP die Eigenschaft, fir eine Konformationsanderung der Proteine und damit einer
Freisetzung dieser Teilbereiche zu sorgen [23]. Bei diesem endergonischen Prozess mussen
jedoch erst die Entropieverluste durch die Einschrankung der Proteinstruktur uberwunden
werden, was uber den Entropiegewinn durch den Verlust der Wassermolekule auszugleichen
ware [82, 107]. Ebenso kdnnen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Hydroxylgrup-
pen der Proteine und den Sauerstoffatomen der PEO-Ketten flir Chemisorption an die Parti-
kel sorgen [108, 109]. In stark salzhaltigem Medium wie ZKM verlieren die burstenartigen
PEO-Ketten einen Teil ihres zwischen ihnen gebundenen Wassers und gehen anschlieRend
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starkere attraktive Wechselwirkungen miteinander ein (Abbildung 38b) [104, 110]. Durch die-
se Anziehung entstehen Liicken in der birstenkopfférmigen Oberflache. Uber diese kdnnen
Proteine, wie z.B. BSA, welches in ZKM das héchst abundante Protein ist, in Richtung des
Partikelkerns Uber eine side-on Koordination zwischen die PEO-Ketten gelangen und an-
schlieffend eine, gegenuber der van-der-Waals Bindung zum Stabilisator energetisch bevor-

zugte, kovalente Bindung mittels der S-Atome der Cysteingruppen ausbilden [99].

a b g
Partikeloberflache

Abbildung 38: Stabilisatorkonfiguration an der Oberflache von Ag-NP abhangig von ihrer Konzentration. a) burs-
tenférmig, b) gekreuzt, c) pilzférmig, d) schleifenformig [94, 111].

Der Stabilisator PVP bindet ahnlich wie die Detergentien von AgPure Uber o-Bindungen der
freien Elektronen, in diesem Falle der Elektronen des N-Atoms, an die Partikeloberflache. Es
kommt nachfolgend jedoch nicht zur Ausbildung einer Birstenstruktur der Polyethylenketten,
sondern zu einer schleifenférmigen Anordnung (Abbildung 38d). Dabei steht der heterocycli-
sche Pyrrolidonteil bei entsprechend hoher Stabilisatorkozentration mit dem N- und O-Atom
rechtwinklig zur Partikeloberflache [112]. Dabei werden die N-Atome vom hydrophoben Rest
des PVP eingeschlossen und das O-Atom ist zum polaren Ldsungsmittel gewandt [113].
Diese Anordnung war durch den groRen Uberschuss an PVP bei der Herstellung der Partikel
wahrscheinlich. Innerhalb der Schleifenstruktur kommt es zu Wassereinlagerung und damit
zu einem Quellen der PVP-Schicht. Damit wird eine Annaherung von Proteinen an die NP-
Oberflache sowohl durch sterische Abstof3ung zwischen Polyethylenketten und mit Albumin
belegten Proteinen, als auch durch die groRere Ausdehnung der elektrochemischen Doppel-
schicht erschwert. Bei den Nanocomposix Partikeln war trotz der beschriebenen Hemmnisse
eine Proteinkorona nachweisbar. Diese war durch sogenannte ,weiche Wechselwirkungen®
mit dem Stabilisatormaterial zu erklaren. Da Proteine in ihrem naturlichen Zustand eine La-
dung tragen, ist ein polares Lésungsmittel, wie z.B. Wasser, fir ihre Stabilitat favorisiert.
Verdrangt das unpolare PVP-backbone einen grofden Teil des polaren Losemittels, so sinkt
die freie Energie der Proteinéffnung AGg,, welches zunachst fiir eine Offenlegung der unpo-
laren a-Helices bzw. B-Faltblattstrukturen der Proteine sorgt, die anschlieRend durch Wech-
selwirkungen mit dem hydrophoben PVP-backbone reagieren kdnnen [114, 115]. Es steht

also zu vermuten, dass PVP durch sein sterische Hinderung und den energetisch nicht be-
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vorzugten Entfaltungsprozess adsorbierender Proteine eine geringere Proteinadsorption bei

den Nanocomposix Partikeln im Vergleich zu AgPure hervorruft [23, 46].

Die TEM-Ergebnisse bestatigten die bisherigen Annahmen der Ausbildung einer Proteinko-
rona um beide Partikelsorten, durch die Akkumulation von Schwefel aus Cysteingruppen der
Proteine um die Partikel. Die Proteinadsorption erfolgte bei beiden Partikeln auf unterschied-
lichen Wegen. Bei Agpure Uberwog der Entropiegewinn durch die Freisetzung von Wasser
zwischen den PEO-Ketten den Entropieverlust der sich in den neu entstandenen Zwischen-
raumen anlagernden teilweise entfalteten Proteine. Bei Nanocomposix sorgen die hydropho-
ben Polyethylenketten fir eine Entfaltung der Proteine und eine Adsorption ihrer hydropho-

ben inneren Strukturen (a-Helices und pB-Faltblatt).
5.1.6 Induktiv gekoppeltes Plasma-Massenspektrometrie und Dialyse

Die lonenfreisetzung spielt in der Toxizitdt von Ag-NP eine wichtige Rolle [43, 116]. Diese
Freisetzung erfolgt durch die Oxidation elementaren Silbers an der Oberflache der NP (Glei-
chung 50). Dabei muss beachtet werden, dass diese Annahme fir Systeme ohne weitere
reduzierende bzw. oxidierende Bestandteile angenommen wurde. Gondikas et al. konnten
zeigen, dass die Anwesenheit von Cystein, welches in ZKM vorhanden ist, die Freisetzung

von Silberionen aus PVP-beschichteten NP durch Komplexierung verstarkt [87].
1 + +
24g, +502(aq) +2H gy > 24840 + H, Oy (50)

Um die lonenfreisetzung zu untersuchen, wurden Dispersionen beider NP sowohl in Wasser,
einer physiologischen Kochsalzlésung als auch ZKM mit einer jeweiligen Silberkonzentration
von 25 ug mL™" 24 h im Dunkeln dialysiert. Dabei ergaben sich nach ICP-MS Messungen fiir
die einzelnen Dialysate die in Tabelle 4 dargestellten Werte. AgPure zeigte ein sehr geringes
Lésungsverhalten in Wasser. Die im Vergleich dazu héhere lonenfreisetzung von Nanocom-
posix Partikeln in wassriger Dispersion konnte mit der Oberflachenbelegung durch die Stabi-
lisatoren erklart werden. Die Stabilisatoren Tween20 und Tagat TO V binden mit dem Sauer-
stoff des Sorbitol-Rings (Tween20) bzw. Uber den Sauerstoff der Carbonylgruppe der Ester
(Tagat TO V) an die Partikeloberflache und erzeugen so eine burstenférmige Anordnung der
PEO-Reste. Die hydrophilen Stabilisatoren sorgen somit durch Ausbildung von Wasserstoff-
brickenbindungen zu umgebendem Wasser fur eine Art ,water cloud“ (Vonarbourg et al.),
durch den weitere Wassermolekule daran gehindert werden kénnen, den Silberkern oxidativ
anzugreifen [94, 117]. Zum anderen kann die Konzentration freier Silberionen auch durch

Hydroxy- und Carbonyl-Gruppen der Stabilisatoren verringert werden, die in der Lage sind,
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Ag’-lonen zu binden [118]. Diese polaren Eigenschaften besitzt PVP, der Stabilisator der
Nanocomposix Partikel, nicht und flihrte so zu einer dreifach starkeren Freisetzung von Sil-
berionen in wassriger Dispersion als bei den AgPure Partikeln (15.0 £ 0.1 % (Nanocomposix)
gegen 5.4 + 0.2 % (AP)). Beide Partikel zeigten auch nach einer Woche unter den in Tabelle
4 angegebenen Versuchsbedingungen keine grol3e Veranderung der lonenfreisetzung, was
auf eine grundsatzlich hohe Partikelstabilitat schliefen liels. Wurden die Partikel in ZKM sus-
pendiert, anderten sich sowohl ihre kurzfristigen (24 h) als auch die langfristigen (168 h) lo-
nenfreisetzungen. Die Silberionen Konzentration von AgPure in ZKM-Dispersion stieg auf
15.1 £ 0.2 % nach 24 h und auf 23.6 £ 0.5 % nach einer Woche. Diese Ergebnisse zeigten,
dass die lonenfreisetzung in Medium nicht wie in wassriger Dispersion schon nach 24 h be-
endet war. Nanocomposix zeigte nach 24 h in ZKM-Dispersion nur eine geringe Verande-
rung der Silberionen Konzentration im Vergleich zu der wassrigen Dispersion. Ebenso fiel
der Anstieg nach einer Woche moderater als bei AgPure aus, wobei sich die finalen Kon-
zentrationen beider Partikel glichen. Vor allem das Salz aus dem ZKM hatte Einfluss auf die
lonenfreisetzung der Partikel, wie ein Vergleichsversuch von AgPure in nahezu isotonischer
(6.4 ug ml" anstatt 9 uyg mL™) NaCl-Losung zeigt. Die Konzentration von 6.4 ug mL™" NaCl
entsprach der Konzentration in ZKM. AgPure zeigte in diesem Fall eine nahezu identische

lonenfreisetzung wie in ZKM-Dispersion.

Tabelle 4 ICP-MS Ergebnisse der NP-Dialysate (auBerhalb der Dialysemembrane). Die Partikel mit einer Silber-
konzentration von 25 ug mL™" wurden jeweils 24 h bei 37°C im Dunkeln unter Rihren im jeweiligen Dispersions-
medium belassen.

Freigesetzte Silberionen nach:

Silber Partikel 24 h 168 h (1 Woche)
Koi‘z’gr?tr(ﬁ‘t?on_ Dispersionsmedium Anteil in % Anteil in %
25 pg mL") ' Konzentration von Aus- Konzentration von Aus-

[ug Ag / mL] gangs- [ug Ag/ mL] gangs-
konzentration konzentration

Wasser 1.4 +0.1 54+0.2 1.5+0.1 59+0.2
ZKM 3.8+0.1 15.1+0.2 59+0.2 23.6+0.5

AgPure.

-1
NaCl (6.4 pgmL) | 37,01 14.9 £ 0.1 5.8+0.1 23.4+0.1
— Ldsung

Nano Wasser 3.7+0.2 15.0+0.5 3.9+0.1 15.6+0.2
composix ZKM 43+0.1 16.8+0.4 55+0.1 22.0+0.3

Die Bildung von schwerléslichem AgCl, entweder in nanopartikularer Form oder als Agglo-
merat, in chloridhaltigen Losungen konnte die tatsachliche Silberionen Freisetzung beein-
flussen [86]. Ebenso kann die Reduktion des Silbers mittels Glukose aus dem ZKM stattfin-
den, was aber die ICP-MS Messungen nicht beeinflusst, da die Lésungen vor der Messung

mit HNO; angesauert werden und damit dieses Silber als SN wieder in Lésung ginge [119].
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Um die Umsetzung von Ag® zu AgCl und damit einhergehend mdgliche Minderbefunde an
Silber zu untersuchen, wurden zusatzlich zum Dialysat auch die ZKM-Dispersionen innerhalb
der Dialysemembranen vermessen (Tabelle 5). Nach Addition der Ag-Mengen im Dialysat
und innerhalb der Dialysemembran wiesen die Nanocomposix-Dispersionen nach 24 h und
nach einer Woche jeweils ca. 2.2 % weniger Silber auf, als in den Stammdispersionen
(25 ug Ag mI™") enthalten war. Bei AgPure kam es zu einer geringen Uberbestimmung von
Silber sowohl nach 24 h (2.3 %) als auch nach einer Woche (2.1 %). Inklusive der systemati-
schen Messungenauigkeiten beim Herstellen der Dialysedispersionen, die sich laut Angaben
des Pipettenherstellers auf + 1.3 % belaufen, lagen die Werte jedoch noch innerhalb der

Fehlertoleranz.

Tabelle 5 ICP-MS Ergebnisse der NP-Dispersionen innerhalb der Dialysemembran nach 24 h bei 37°C im Dun-
keln und unter Rihren.

Silber innerhalb der Dialysemembran nach
S"gg:t:?z;ke' o | 24 h 168 h (1 Woche)
Konzentrat_i1on ispersionsmedium Konzentration % von Aus- Konzentration % von Aus-
wremt) g Ag/mL] koniae:?rsa_tion g Ag/mL] konizr;?rsa_tion
AgPure ZKM 21.9+0.2 87.4+0.6 19.6 £ 0.1 785+0.2
Nanocomposix ZKM 20.3+0.2 81.0+£0.8 18.9+0.1 758104

Die starkere lonenfreisetzung in ZKM-Dispersion war zum einen auf die Komplexierung von
Ag" durch Cystein aus dem FKS zurlickzufiihren, welche das Gleichgewicht in Richtung lo-
nenfreisetzung verschiebt [87]. Zusatzlich kam es durch die hohe CI' Konzentration (120 mM)
zur Bildung l6slicher Silberkomplexe wie AgCl,” oder AgCI43', die das Gleichgewicht ebenfalls
in diese Richtung verlagerten, wie es auch bei Liu et al. und Huynh et al. beschrieben wird
[86, 120]. Die Bildung dieser l6slichen Komplexe war auch eine Erklarung dafir, dass die
Bildung von schwerldslichem AgCI nicht, oder nur in sehr geringem Male stattfand. Der
schnelle Transport von Ag” und CI" aus dem Innenvolumen der Dialysemembran in das Dia-
lysat sprach zudem gegen eine Bildung von AgCI innerhalb der Membran bzw. an deren
Oberflache [119]. Um die zellularen Effekte, die von Nanopartikeln ausgehen von denen des
freien Silbernitrats besser unterscheiden zu kénnen, wurde eine die Freisetzung von Silberi-
onen in einem weiteren Experiment zeitaufgeldst betrachtet. Dabei war der Versuchsaufbau
leicht unterschiedlich gegentiber dem eben beschriebenen. In diesem Fall betrug die Ag-
Konzentration innerhalb der Dialysemembran 75 ug mL™" und die Partikel wurden vor der
Dispersion in ZKM mit Wasser gewaschen, um nur von den wahrend der Versuchsdauer
freigesetzten lonen ausgehen zu kénnen. Die Ergebnisse dieser Dialyse sind in Abbildung
39 dargestellt. Es zeigte sich, dass die Partikel erst nach ca. 4 h beginnen, signifikant lonen

freizusetzen. Nach 24 h und einer Freisetzung von 15 % des Silbers in ionischer Form ist
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zwar noch nicht das Plateau, und damit der Gleichgewichtszustand, erreicht, aber von dort
steigt die Kurve nur noch sehr langsam an. Nach einer Woche sind 16.3 pg (22 %) des Sil-
bers in Losung. Ab ca. 300 Minuten zeigt sich ein Kurvenverlauf wie bei einer Reaktion erster
Ordnung (Gleichung 51), wobei das Lésungsverhalten der Ag-NP nur von ihrer eigenen Kon-
zentration abhangig ware.

A _ (51)

(4]

Da im ZKM etliche Bestandteile, vor allem Salze, enthalten sind, die malRgeblichen Anteil am
Losungsverhalten der NP haben (vgl. Tabelle 4) und auch reduzierende Zucker bzw. Stabi-
lisatoren enthalten sind, kann diese Annahme nur stark vereinfacht gelten, was durch die
nicht optimal lineare Funktion der Auftragung von In[A]/[A¢] gegen die Zeit in Abbildung 39 C
zu erkennen ist [121, 122].

A B

104 ——AgPure in ZKM / 76 —— AgPure in ZKM
= (Ag in Dialysat) / S 74 Ag innerhalb der Dialysemembran
= 16.3 g bei
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o 15
8
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Abbildung 39 Dialyse von 75 ug Ag als AgPure in ZKM gegen 300 mL Wasser. Zeitlicher Verlauf der Silberkon-
zentration im Dialysat (A) und die daraus errechneten Werte fiir das Innenvolumen der Dialysemembran (B).
Auftragung des In des Quotienten aus der Silberkonzentration an einem bestimmten Zeitpunkt ([A]) und der origi-
naren Silberkonzentration von 75 pg ([Ao]) gegen die Zeit. Aus der Steigung der Geraden kann direkt die negative
Geschwindigkeitskonstante entnommen werden.
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Aus der Auftragung des In des Quotienten aus der Ag-Konzentration zu einer bestimmten
Zeit [A] und der Ag-Ausgangskonzentration [Ao] gegen die Reaktionszeit konnte die Ge-
schwindigkeitskonstante k aus der Geradensteigung erhalten werden. In diesem Fall betrug
k=1.1x10" Minute™ (£ 2.52x107). Dieser relativ hohe Fehler von 22.9 % war auf das nicht
ideale Verhalten 1.0rdnung zurlickzuflihren. Vergleicht man diese Werte mit denen von Kitt-
ler et al., die Dialysen von PVP- und Zitrat-beschichteten Ag-NP durchgeflihrten, fallt auf,
dass die Freisetzung innerhalb der ersten 24 h ahnlich verlauft [123]. Bei einer Ag-
Konzentration von 100 pg mL™" konnten Kittler et al. eine Silberfreisetzung von ca. 50 % bei
den PVP-beschichteten und ca. 6 % bei den Zitrat-beschichteten bei 37°C feststellen. Im
Unterschied zu dieser Arbeit zeigten die AgPure-Partikel jedoch kein so ausgepragtes L6-
sungsverhalten nach einer Woche wie die dort untersuchten Partikel. Die Zitrat-
beschichteten Partikel hatten nach einer Woche Versuchsdauer bei Kittler et al. 50 % ihres
Silbers in ionischer Form verloren. Bei den PVP-beschichteten waren es nach 200 h schon
Uber 80 %. Bei beiden Partikeln steigen die Werte nach diesen Zeiten nicht weiter an. AgPu-
re scheint schon friher die Sattigungskonzentration zu erreichen, da zwischen 24 h und ei-
ner Woche nur noch ein sehr geringer Anstieg der Werte stattfindet. Auch die Freisetzung in
den ersten 200 Minuten ist unterschiedlich von denen bei Kittler et al., da beide Partikel dort
nahezu sofort mit der Freisetzung von Silberionen beginnen. Die verzbgerte Freisetung bei
AgPure in ZKM kann auf die reduzierende Wirkung der PEG-Ketten der Stabilisatoren sowie
die reduzierende Wirkung der Glukose aus dem ZKM zurlickgeflihrt werden, die anfanglich
entstehende Silberionen in Ag® umwandeln. Die Dispersion innerhalb der Dialysemembran
wurde nicht untersucht, so dass dieser Faktor nicht in die Berechnung aufgenommen werden
konnte. Vergleicht man jedoch die prozentualen Silberionen Freisetzungen der zeitaufgelos-
ten Dialyse mit der vorhergehenden (vgl. Tabelle 4 und 5), kann eine starke Ubereinstim-

mung beobachtet werden, was gegen den Verlust durch Ag°-Bildung spricht.
5.1.7 Ein- und zweidimensionale Gelelektrophorese sowie MALDI-MS-MS

Nachdem die bisherigen Analysemethoden schon Hinweise auf eine vorliegende Proteinko-
rona um beide Partikel lieferten, wurden mit den A4F-Fraktionen von Minute 17-41 (AgPure)
und 19-39 (Nanocomposix), 1-DE-Experimente durchgefuihrt (Abbildung 40). Durch diese
sollten Fraktionen mit Proteinkorona identifiziert werden. Dabei zeigte sich, dass AgPure nur
in der Fraktion von Minute 19-21 ausreichend Proteine flr eine weitere massenspektrometri-
sche Untersuchung enthielt. Nanocomposix wies in mehreren Fraktionen auswertbare Pro-
teinbanden auf (Minuten 19-21, 21-23, 23-25, 35-37 und 37-39). Die Fraktionen 19-21 von
AgPure und 23-25 von Nanocomposix wurden fur die MALDI-MS-MS Auswertung genutzt,

da diese die hochsten Konzentrationen an Proteinen aufwiesen.
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Abbildung 40: 1-DE Gel-Ausschnitt nach UV-Belichtung der A4F-Fraktionen von Minute 17-41 (jeweils 2 Minuten
bei einem Detektorfluss von 0.5 mL min” gesammelt) von AgPure (A) und Nanocomposix (B) jeweils in ZKM. Die
Banden an der linken Gelseite stammen vom Proteinmarker. Zu erkennen ist fir AgPure bei Minute 19-21 eine
schmale Proteinbande, die fiir alle Fraktionen einzigartig ist. Schwarze Farbungen in weiteren Fraktionen konnten
nicht als Proteine identifiziert werden und sind Farbstoffagglomeraten geschuldet. Nanocomposix Partikel weisen
in mehreren Fraktionen Proteinbanden auf, die jedoch nahezu identische Strukturen aufweisen.

Die Nanocomposix Partikel enthielten zwar mehr als eine signifikante Bande, jedoch waren
in der Bande von Minute 23-25 alle Unterbanden der anderen Fraktionen enthalten. Die
sichtbaren Banden von AgPure und Nanocomposix befanden sich im Proteinmassenbereich
von 60-80 kDa (AgPure) und 45-80 kDa (Nanocomposix). Fur die Auswertung wurden jedoch
auch hoéhere und tiefere Massenbereiche aus dem Gel entnommen. Bei beiden Partikeln
ergab die MS-Auswertung nur das Protein BSA. Da aber vor allem die 1-DE-Daten der Na-
nocomposix Partikel mehr als ein Protein in der Korona vermuten liefien, wurden zusatzlich
sensitivere zweidimensionale Gelelektrophorese (2-DE)-Experimente mit den gleichen A4F-
Fraktionen durchgeflhrt (Abbildung 41 A und B). Beide Partikel wiesen vor allem Proteine im
pH-Bereich von 5-7 auf, wobei drei gemeinsame Proteine ermittelt wurden (BSA, Protein
S100A und Serpin B6). Die Ausdehnung einiger Spots Uber einen breiteren pH-Bereich war
zum einen auf unterschiedlich oxidierte Formen desselben Proteins und/ oder auf den Ein-
fluss von CO, zuriickzuftihren. Die rot markierte Bande 1 wurde durch BSA verursacht und
war nach Auswertung der Pixelintensitat das Protein mit der hochsten Konzentration. AgPure
zeigt insgesamt mehr Banden, was ausgehend von den 1-DE-Daten nicht zu erwarten war

und die héhere Empfindlichkeit der 2-DE Versuche unterstrich.
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Abbildung 41: 2-DE-Gel Ausschnitte der A4F Fraktionen von Minute 19-21 von AgPure (A) und Minute 21-23 von
Nanocomposix (B) jeweils in ZKM. Von beiden Fraktionen wurden fiinf Elutionen addiert, anschlieBend zentrifu-
giert und der Uberstand vor der Gelvorbereitung entfernt. Rot markiert sind die Proteinspots, die mittels MALDI-
Analytik identifiziert werden konnten. Diese Proteine sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Die Liste aller mittels MALDI-MS-MS Analytik nachgewiesenen Proteine flir AgPure und Na-
nocomposix sind in Tabelle 6, bzw. Tabelle 7 ersichtlich. Dabei sind die von der Proteiniden-
tifikationssoftware Mascot erhaltenen Ergebnisse aufgelistet, wobei die Proteine auf dem Gel

als Isoformen vorliegen kdnnen [124].

Tabelle 6 Proteinidentifikation mittels Maldi-MS-MS nach 2D-Gelektrophorese von AgPure-Partikeln nach 24 h in
ZKM und anschlieBender Aufreinigung durch die A4F.

Peptid-
. Mowse Funktion des . .. o
Protein MW (kDa) score Proteins Swissprot ID | {ibereinstimmung
(%)
Serum Albumin 69.293 191 Metallionen- P02769 26
(1) bindung
i Kalzium-
Protein S100A4 1 44 07 48 aizium P35466 34
(2) bindung
KIF 15 (3) 160.272 58 ATP-Bindung E1BC41 15
Actin (4) 42.108 124 Zellstruktur P60712 38
ERC-2 (5) 79.171 57 Ze"'zﬁgg::‘terak' ABQNV7 28
Transferrin (6) 77.753 46 lonentransport Q29443 21
Serpin B6 (7) 42561 45 Proteaseinhibitor 002739 17
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Bei beiden Tabellen fallt die ingesamt hohe Zahl (fiinf von 11) an metallionenassoziierten
Proteinen ins Auge. Dennoch handelte es sich nicht wie bei Bouwmeester et al. um Me-
tallothioneine, obwohl das gleiche Zellsystem und ebenfalls Nanocomposix-Partikel einge-
setzt wurden [32]. Dies hing wahrscheinlich mit der kirzeren Expositionsdauer von 4 h bei
Bouwmeester zusammen, da die Ausbildung einer Proteinkorona unterschiedliche Stadien
durchlauft [42].

Tabelle 7 Proteinidentifikation mittels Maldi-MS-MS nach 2D-Gelektrophorese von Nanocomposix-Partikeln nach
24 h in ZKM und anschlieRender Aufreinigung durch die A4F.

. . Peptid-
Protein MW (kDa) Mowse Funkt|or_1 des Swissprot Ubereinstimmung
Score Proteins ID (%)
Serum Albumin (1) | 69.293 130 Metallionen- P02769 26
bindung

5 Aminolevulinat Phosphat-
synthase (2) 71.986 40 bindung A6QLI6 10
Myotrophin (3) 12.895 22 Zellwachstum Q3TOF7 17
Serpin B6 (4) 42.561 40 Proteaseinhibitor 002739 14
PrOte'”g;OO'M 10.893 46 Kalziumbindung | P10462 33
Arylacety-COAN- | 35 g47 47 Transferase 077512 10

acyltransferase (6)

BSA war das Protein mit der h6chsten Konzentration auf den Partikeln. Durch Vergleich der
Spotintensitaten konnte ein Verhaltnis von Albumin zu der Summe aller weiteren detektierten
Proteine von 1,6 zu 1 (AgPure) und 3,4 zu 1 (Nanocomposix) festgestellt werden. Beiden
Partikeln gemeinsam waren die Proteine Serpin B6 und jeweils ein Protein der S100-A
Gruppe. Auch nach 24 h Exposition in ZKM ist Albumin das am héchsten abundante Protein,
was im Gegensatz zu anderen Publikationen zu diesem Thema steht [37, 125]. Es wird ver-
mutet, dass Albumin, aufgrund seiner Abundanz in ZKM, als erstes an die Partikel bindet,
spater jedoch durch andere Proteine mit einer langsameren Bindungskinetik aber hoheren
Bindungsstarken ausgetauscht werden [126]. Im Gegensatz dazu zeigten Gessner et al.,
dass an hydrophile Oberflachen, welche die Stabilisatoren von sowohl AgPure als auch Na-
nocomposix reprasentieren, vor allem Serum Albumin, Immunoglobulin und Fibrinogen ad-
sorbieren [108], von denen auf den in dieser Arbeit untersuchten Partikeln jedoch nur Al-
bumin gefunden werden konnte. Die Arbeiten von Shannahan et al. und Maiorano et al., die
die NP-Korona nach Inkubation in ZKM beschreiben, zeigen Ubereinstimmungen mit weite-
ren Proteinen, i.e. Proteine der S-100 Gruppe sowie Serpin B3 und Transferrin [41, 127].

Maiorano et al. verwendeten im Gegensatz zu dieser Arbeit jedoch Gold-NP und Shannahan
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et al. setzten die NP nur fir 1 h dem ZKM aus. Eine solch kurze Inkubation fuhrt allein durch
den Faktor Zeit zu einer anderen Korona als eine 24 h Inkubation, die in dieser Arbeit unter-
sucht wurde [125]. Unter den identifizierten Proteinen bei AgPure und Nanocomposix fanden
sich mehrere Metallionentransporter. Der hydrodynamische lonenradius von Kalzium
(ca. 600 pm) und Silber (250 pm) ermdglicht es Silberionen in die Kalziumtaschen der Metal-
lionentransporter zu gelangen und dort méglicherweise an Thiolgruppen zu binden [128]. Da
Transportproteine haufig nach dem Schlissel-Schloss Prinzip funktionieren ist ein Austausch

von Kalzium zu Silber aufgrund der vergleichbaren Radien also denkbar.

Generell war die Proteinkorona beider Partikel durch die hohe Konzentration von Serum Al-
bumin, der Ubereinstimmung von Serpin B6, Protein S100-A und nur geringen anderen An-
teilen relativ ahnlich. Die sterische Abschirmung von BSA trug zur geringeren Polydispersitat
der Nanocomposix Partikel in ZKM verglichen mit A4F Eluent bei. BSA als Hauptprotein der
Korona und seine sterische sowie Coulombsche Abschirmung kann auch als eine Erklarung
fur die Hinderung der Aufnahme von AgPure in Caco-2 Zellen in einer Arbeit von Bohmert et

al. gesehen werden [46, 129].

5.1.8 Vergleich der Koronae nach Asymmetrischer Fluss Feldflussfraktionierung

und Zentrifugation

In dieser Arbeit wurde die A4F zur GrélRentrennung und Separation der NP von freien Prote-
inen angewandt. In etlichen Publikationen wird hierfir die Ultrazentrifugation verwendet, wel-
che aber zu Akkumulation von ungebundenen Proteinen flihren kann [126, 130]. Nach der
Zentrifugation kénnen in dem entstandenen NP-Proteinpellet Agglomerate aus NP und Pro-
teinen entstehen, die auch durch wiederholtes Waschen nicht entfernt werden konnen. Zu-
dem erhdhen vielfache Waschschritte die Moglichkeit der Modifikation der Korona, die ohne
die Behandlung wahrscheinlich nicht erfolgen wirde. Aus diesem Grund wurden, wie im
Punkt Zentrifugation beschrieben, 2-DE-Gele von NP-ZKM Dispersionen angefertigt, die den
Ag-Konzentrationen der A4F-Versuche entsprachen. Die Gele der zentrifugierten Dispersio-
nen zeigten sowohl eine wesentlich hdhere Konzentration an Proteinen, was sich in den brei-
teren Spots erkennen lasst, als auch wesentlich mehr Spots, was auf zusatzliche Proteine
schliel®en lieR (Abbildung 42).
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Abbildung 42: 2-DE-Gel von einer AgPure ZKM-Dispersion (500 pg Ag mL-1) nach dreimaliger Zentrifugation bei
2000 x g fur 20 min und Waschen mit PBS nach jedem Zentrifugationsschritt.

Auf eine qualitative Auswertung der Proteine wurde verzichtet, da eine erhéhte Spotzahl in

Bezug auf die Gele in Abbildung 41 ausreichend war.
5.1.9 Oberfliachenbelegung der Nanopartikel

Um die Anzahl der Proteinmolekule an der Oberflache der Partikel abzuschatzen, wurden
bestimmte Gegebenheiten vorausgesetzt. Da Serum Albumin das héchst abundante Protein
in beiden Partikelkoronae ist, wurde modellhaft von einer reinen Albuminkorona ausgegan-
gen. Die MalRe des Proteins wurden aus den Annahmen von He et al. und Ferrer at al. Gber-
nommen, wobei Serum Albumin in einer Umgebung mit einem pH-Wert von 7 die Form eines
gleichseitigen Dreiecks mit einer Seitenlange von 8 nm und einer Tiefe von 3 nm aufweist

[91, 131]. Der pH-Wert der Partikeldispersion im ZKM betrug 7.4 und nach der A4F Tren-

nung 6.6. Zunachst wurde das von den Proteinen maximal eingenommene Volumen V_ um

max

die Partikel ermittelt.

Vmax =5 ”(RH,PMP - RH,POP )3 (52)

Ry pmp UNd Ry pop sind die mittleren intensitatsgewichteten Ry der Partikel mit bzw. ohne
Proteinkorona. Fiir AgPure ergab sich ein Volumen von 84714.15 nm® und fiir Nanocompo-
six von 421758 nm® Die Masse der Gesamtproteine, in denen die Partikel vor der A4F-
Trennung suspendiert wurden, betrug 2.12 mg. Zur Berechnung des Albumingehaltes wur-
den die Angaben des Herstellers des ZKM genutzt (ca. 85 % Albuminanteil an Gesamtpro-
tein).
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Bei einer Molekilmasse von 69.293 kDa fir Serum Albumin ergab sich die Anzahl der ma-

ximal zur Verfiigung stehenden Albumin-Molekile zu:

2.12mg

—— =2 %N, =1.93%10" Molekiile BSA (53)
66293000mg

Zur weiteren Berechnung wurde mit den Integralen der UV-Absorptionen der A4F-Trennung
gearbeitet. Zunachst wurden die Integrale der Signale der gesamten verfligbaren Proteine,
die in der Injektion von 100 uL einer ZKM-NP Dispersion enthalten sind, gemessen. Dann
wurden bei den Elugrammen der NP-ZKM Dispersionen die Integrale der Peaks bei der glei-
chen Retentionszeit gebildet, und von den Integralen der gesamten freien Proteine abgezo-
gen. Die sich ergebende Differenz entsprach der Menge an Protein, die als Korona um die
NP verteilt waren. Aus den Daten ergab sich, dass auf den AgPure-Partikeln eine Protein-
masse von 0.101 mg (= 2+10™° mol Albumin) adsorbiert wurde und bei den Nanocomposix
Partikeln eine Masse von 0.09 mg (= 1¥10° mol). Es wurden jeweils 100 pL einer NP-
Dispersion mit einer Gesamtsilberkonzentration von 500 ug mL™ und damit jeweils 50 ug
Silber in die A4F injiziert. Mit Hilfe der SAXS-Ergebnisse fur die Partikelkernradien und der
Dichte von Silber ergeben sich die Gesamtpartikelanzahl in der injizierten AgPure Dispersion
zu 3.7%10" (AgPure) und 1.32+10" (Nanocomposix). Fiir die AgPure-Partikel ergab sich
daraus zusammen mit dem Volumen der Proteinkorona eine maximale Belegung mit ca. 769
Albumin-Molekilen und fir Nanocomposix eine von ca. 4744. Die Masse tatsachlich adsor-
bierten Albumins zeigte, dass AgPure mit maximal 248 und Nanocomposix mit 612 Al-
buminmolekilen belegt sein kann, was bei AgPure etwa 33 % und bei Nanocomposix etwa
13 % bedeutet. Diese Annahmen sahen jedoch weder bestimmte Molekllanordnungen vor,

noch berlcksichtigten sie interpartikulare Wechselwirkungen.

Eine Schlussfolgerung dieser Ergebnisse war, dass die Molekule in der AgPure-Korona dich-
ter gepackt vorliegen kénnen, da die Proteinmasse auf beiden Partikeln relativ identisch war.
Dieses Ergebnis ist aufgrund der Struktur der Stabilisatoren der beiden Partikel zu erwarten,
da PVP eine viel starkere Verflechtung der Polyethylenketten aufweist, was zu unzugangli-
chen Hohlrdumen und damit mehr ungenutzter Adsorptionsflache fuhrt als bei den Strukturen

an der Oberflache von AgPure (siehe Kapitel 5.1.5).
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5.2 Proteomik

Bei der oralen Aufnahme von NP gelangen diese nach der Passage des Mundes, der Spei-
serdhre und des Magens in den Dinndarm. In diesem erfolgt die Resorption der in der Nah-
rung enthaltenen Nahrstoffe tber die Darmwand. Diese Barriere wurde mittels differenzierter
humaner Caco-2 Zellen mit einigen Einschrankungen (siehe Kapitel 3.4) simuliert und die
Veranderung des Proteoms der Zellen nach Exposition mit NP bzw. SN analysiert. Dazu
wurde die Anzahl deregulierter Proteine ermittelt und ihre mdglichen Auswirkungen auf zellu-

lare Prozesse mittels Ingenuity® Pathway Analyse ausgewertet.

Bei der Interpretation der proteomischen Daten muss zunachst auf die Bestimmung der Sil-
berionenfreisetzung der NP hingewiesen werden (siehe Kapitel 5.1.6), da den lonen eine
wesentliche Rolle in der von NP ausgehenden Toxizitat zugesprochen wird [32, 43, 123]. Die
vorliegende Arbeit zeigte eine vom Medium abhéngige Freisetzung der lonen, welche in
Kontrast zur Arbeit von Stebounova et al. stand [132], die keinen signifikanten Einfluss des
Mediums beschreibt. Der Anteil der aus den NP freigesetzten Silberionen binnen 24 h in
ZKM war vergleichbar mit den in den Zellkulturexperimenten eingesetzten Silberkonzentrati-
onen der SN-Lésungen (3.8 ugAgmL' fir AP25 bezogen auf 5ugmL’ SN und
0.38 uyg Ag mL™ fir AP2.5 bezogen auf 0.5 ug mL™" fir SNO.5). Zusatzlich wiesen die NP
einen vergroRerten Ry bei unverandertem Partikelkerndurchmesser auf, was durch TEM-
Aufnahmen, EDX und 2-DE Experimente mit der Ausbildung einer Proteinkorona erklart wer-
den konnte [38]. Dementsprechend kamen die Caco-2 Zellen nicht nur mit den Oberflachen-
stabilisatoren der vergroferten NP, sondern auch mit einer Proteinschicht in Kontakt, deren
Bestandteile wahrscheinlich eine Konformationsanderung durch die Adsorption an die NP
erfahren haben [82]. Die Behandlung der Zellen fand nur mit AgPure-NP statt, da die Nano-
composix Partikel erst im Nachhinein angeschafft wurden, um die physikalisch-chemischen
Charakteristika zweier Partikel mit gleichem Kernmaterial und ahnlichem Kernradius zu ver-
gleichen. Die in den Zellkulturexperimenten eingesetzten Konzentrationen beider Partikel
wurden vor den Zellkulturexperimenten den Ergebnissen von Bohmert et al. enthommen
[35]. Ausgehend von dieser Studie, in der ebenfalls AgPure und Nanocomposix Partikel ein-
gesetzt wurden, konnten die relevanten Konzentrationsgrenzen auf 0.5 yg Ag mL™" und
5 ug Ag mL™" fir SN und 2.5 yg Ag mL™ sowie 25 ug Ag mL™" fiir AgPure ermittelt werden
(siehe Abbildung 43). Bei den genannten Konzentrationen zeigte sich bei der geringen Kon-
zentration noch keine signifikante Verringerung der Zellviabilitat und bei den hohen Konzent-
ration ein maximaler Abfall auf 80 %. Die Behandlung der Zellen mit dem Stabilisatormaterial

der NP zeigte bei keiner untersuchten Konzentration Einschrankungen der Zellviabilitat.
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Abbildung 43: Bestimmung der Konzentrationen beider Nanopartlkelspe2|es ab denen Zytotoxizitat eintritt (Zell-
viabilitdt < 80%). (A) Fir AgPure liegt diese Grenzen etwa bei 25 ug mL™ (durchgezogene und gepunkteteLinie).
Die Stabilisatoren von AgPure zeigen ebenso wie das PVP der Nanocomposix Partikel keine Beeinflussung der
Zellen. Nur die Ergebnisse der AgPure-Stabilisatoren sind hier gezeigt (gestrichelte Linie). (B) Verhaltnis der
Zellviabilitat zur SN Konzentration. Zytotoxizitat setzt hier bei etwa 5 pg Ag mL-1 ein [35].

Nachdem die Zellen, wie in Kapitel 4.10 beschrieben, behandelt wurden, konnten mit ihren
Lysaten 2-DE Experimente durchgefiuhrt werden (Abbildung 44) und die Proteinderegulation
anhand ihrer Spotintensitaten auf den Gelen berechnet werden. Eine vertikale Verschmie-
rung der Spots entstand durch posttranslationale Modifikationen der Proteine, eine horizonta-
le durch unterschiedliche Oxidationsstufen des Proteins bzw. unregelmaRigen Stromfluss
wahrend der Elektrophorese. Diese Abweichungen wurden bei der Spotintensitatsberech-
nung durch die Bildbearbeitungssoftware einbezogen. Deregulierte Proteine wurden an-

schlieend mit Hilfe eines MALDI-MS-MS Massenspektrometers qualitativ ausgewertet.
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Abbildung 44: Beispiel eines 2D-Polyacrylamidgels aus dem Zelllysat mit AgPure behandelter Caco-2 Zellen.
Jeder schwarze Punkt auf dem Gel ist einem Protein zugehdrig. Eine Verschmierung der Spots in vertikaler Rich-
tung kann durch verschiedene posttranslationale Modifikationen entstehen, eine horizontale durch unterschiedli-
che Oxidationsstufen eines Proteins, bzw. Unregelmafigkeiten im Stromfluss wahrend der Elektrophorese. Zu-
satzlich kdnnen Farbstoffagglomerate und eine nicht vollkommen korrekt gewahlte Fokussierungsdauer wahrend
der Elektrophorese dazu beitragen.

82



Bei der Auswertung der Gelspots der verschiedenen Behandlungsgruppen mittels der Bioin-
formatiksoftware Delta2D™ und ProteinMine wurden signifikante Unterschiede der deregu-
lierten Proteine sowohl zwischen den Silberbehandlungsgruppen (AgPure, SN) als auch zwi-
schen den jeweiligen Konzentrationen (25 ug mL™", 2.5 ug mL™ fiir AgPure bzw. 5 ug mL™,
0.5 yg mL™ fiir SN) festgestellt. Diese Unterschiede waren in den NP-Behandlungsgruppen
ausgepragter als bei SN, da die NP-Gruppen die meisten deregulierten Proteine enthielten.
Abbildung 45 zeigt die Anzahl der deregulierten Proteine, die einen FC von 2 1.4 fur die

hochregulierten bzw. < -1.4 fir die herunterregulierten Proteine aufweisen.

450 416
400 -
300 -

250 -
200 181 m Gesamtspots

150 - m hochreguliert

100 - 10 34 20 ® herunterreguliert
26 28

50 51
o | N

Alle AP25 AP25 SN5 SNO0.5
Gruppen

Anzahl deregulierter Spots

Behandlungsgruppen

Abbildung 45: Visualisierung der deregulierten Proteinspots der verschiedenen Behandlungsgruppen. Es wurden
nur Proteine gezahlt, deren FC 21.4 bzw. < -1.4 war. Uber alle Behandlungsgruppen ware 416 Proteine deregu-
liert, davon 130 hoch- und 286 herunterreguliert. AP25 wies 66, AP2.5 10, SN5 34 und SNO.5 20 hochregulierte
Proteine auf. Bei den gleichen Gruppen waren 181, 51, 26 sowie 28 Proteine heruntereguliert.

Bemerkenswerterweise wiesen die NP-Behandlungsgruppen mehr als dreimal so viele dere-
gulierte Proteine auf wie die SN-Gruppen (308 bei den NP zu 108 bei SN). Diese Unter-
schiede zwischen den Behandlungsgruppen stehen im Gegensatz zu der Arbeit von
Bouwmeester et al., die nach 4 h Exposition von Caco-2 Zellen mit Ag-NP und SN keine sig-
nifikanten Unterschiede der Anzahl deregulierter Proteine je Behandlungsgruppe feststellen
konnten [32]. Auch die in der beschriebenen Arbeit gefundene Gruppe der am starksten de-
regulierten Proteine, i.e. Metallothioneine, konnten in dieser Arbeit nicht gefunden werden.
Ein Grund fur diese Unterschiede ist in der unterschiedlichen Inkubationszeit der Zellen zu

suchen (4 h bei Bouwmeester et al. zu 24 h in dieser Arbeit).
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Die héheren Konzentrationen der Behandlungsgruppen (AP25 und SN5) zeigten auch star-
kere Auswirkungen auf die Anzahl deregulierter Proteine. Die NP-Behandlungsgruppen wie-
sen zudem wesentlich mehr herunterregulierte als hochregulierte Proteine auf, wahrend die-
ser Unterschied bei den SN-Gruppen nicht so stark ausgepragt war. Von den 286 herunter-
regulierten und 130 hochregulierten Proteinen konnte nur etwa die Halfte massenspektro-
metrisch ausgewertet werden (Abbildung 46). Dies lag zum einen daran, dass die Empfind-
lichkeit der Kamera des Spotpickers nicht so hoch war, wie diejenige der Kamera, die zur
Auswertung der Spotintensitaten genutzt wurde und somit zuvor klar identifizierte Spots nicht
ausgeschnitten werden konnten. Zum anderen konnten einige Spots bei der MALDI-Analytik
nicht eindeutig einem Protein zugeordnet werden (Mowse-Score zu gering oder falsche Spe-

zies).

Hoch reguliert Herunter reguliert
(130 Proteine) (286 Proteine)

mgepicktund identifiziert mungepickt munidentifiziert Mgepicktundidentifiziert MBungepickt unidentifiziert

Abbildung 46: Ubersicht der mittels Delta 2D-Software identifizierten Proteine mit einem fold change von =1.4
bzw. < -1.4 und deren prozentuale Wiederfindung im Spotpicker (blaue und griine Bereiche) sowie der endgiiltig
massenspektrometrisch identifizierten Proteine (blaue Bereiche). Rote Bereiche kennzeichnen Spots, die nicht im
Spotpicker wiedergefunden werden konnten.

Nach der MALDI-MS-MS Auswertung wurden die Proteine der einzelnen Behandlungsgrup-
pen mittels Venn-Diagramm eingeteilt (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Venn-Diagramm der in Abbildung 46 als ,gepickt und identifiziert* gekennzeichneten Proteine aller
Behandlungsgruppen und deren Uberlappungen. (A) Gesamtiibersicht, griin markiert sind Proteine, die behand-
lungsgruppenspezifisch dereguliert wurden, blau solche, die Uberschneidungen innerhalb ihrer Behandlungs-
gruppe aufweisen. (B) Kennzeichnung der ,unspezifisch“ deregulierten Proteine, die sowohl in einer AP als auch
einer SN Gruppe dereguliert wurden (rote Umrandungen).

Die SN-Gruppen besitzen weniger behandlungsgruppenspezifische Proteine im Vergleich zu
den NP-Gruppen (14 und 10 bei den SN-Gruppen zu 81 und 20 bei den NP-Gruppen, Abbil-
dung 47 A). Die SN-Gruppen zeigen eine starkere Uberlappung von Proteinen der hoch do-
sierten und niedrig dosierten Behandlungsgruppe als die NP-Gruppen (21 Proteine bei SN
gegen 14 bei den NP, Abbildung 47 A). Die Uberlappung von Proteinen, die sowohl in NP-
Gruppen dereguliert sind, als auch in SN-Gruppen ist im Vergleich zu den gruppeninternen
Ubereinstimmungen eher gering. Es gibt insgesamt 24 Proteine die mindestens von einer
SN- als auch einer NP-Gruppe dereguliert wurden im Gegensatz zu 115 Proteinen, die durch
NP-Behandlung bzw. 45, die durch SN-Behandlung dereguliert wurden (Abbildung 47 B).
Etwa 50 % der gesamten deregulierten Proteine gehdren behandlungsgruppenibergreifend
zur Klasse der Enzyme, aber die Identitaten der Proteine der einzelnen Gruppen unterschei-
den sich dennoch signifikant voneinander (Tabelle 10-12). Diese Beobachtungen lassen eine
erste Vermutung auf unterschiedliche molekulare Effekte durch NP-Behandlung und SN-

Behandlung zu.
5.2.1 Ingenuity Pathway Analyse

Um Einblicke in die veranderten biologischen Mechanismen nach NP-Behandlung zu erlan-
gen, wurde mittes IPA eine Auswertung der deregulierten Proteine durchgefiihrt. Diese flihrte
zu einem Vergleich der von IPA prognostizierten biologischen Prozesse und bestimmter Sig-
naltransduktionswege in Abhangigkeit von der Behandlungsgruppe. Bei einer ausreichenden

Ubereinstimmung von experimentell ermittelten Proteinen und den Proteinen der jeweiligen

85



Signaltransduktionswege berechnet IPA deren Aktivierung bzw. Inhibierung anhand der vor-
handenen experimentellen Proteinderegulation. Die Interpretation der Signaltransduktions-
wege bzw. ihrer Aktivierung oder Inhibierung erfolgt in den kommenden Kapiteln. Zusatzlich
zu den Signaltransduktionswegen und zellularen Prozessen schlagt IPA auch Netzwerke aus
Proteinen vor, die untereinander eine Beziehung aufweisen und entweder direkt oder indirekt
Uber von IPA ermittelte Verbindungsproteine verknlpft sind. Diese Netzwerke kénnen dann
von IPA, aufgrund uUbergeordneter Proteinfunktionen, bestimmten biologischen Prozessen
(wie z.B. Fettstoffwechsel, Krebs etc.) zugeordnet werden (siehe Tabelle 8). Die Gute dieser
Netzwerke wird durch ihren Score wiedergegeben (siehe Kapitel 4.14). Die Auswertung der
Netzwerke der hier vorliegenden Daten zeigte eine Konzentrationsabhangigkeit in Bezug auf
spezifische biologische Prozesse. Beide niedrig dosierten Gruppen zeigten einen Einfluss
auf die Zellproliferation, wahrend die hoch dosierten Gruppen veranderte Funktionen in Ver-
bindung mit der Zellviabilitat aufwiesen. Diese vorhergesagten Funktionen kénnen aktiviert
oder inhibiert sein, was sich erst aus der Betrachtung der Deregulation der einzelnen invol-

vierten Proteine ergibt.

Tabelle 8 Von IPA erzeugte Proteinnetzwerke und ihre zugeordneten biologischen Funktionen fiir die jeweiligen
Behandlungsgruppen. Gezeigt werden in diesem Fall jeweils nur die beiden Netzwerke mit dem hdchsten Score,
da diese zur weiteren Datenauswertung herangezogen wurden. Das jeweils erste Netzwerk jeder Behandlungs-

gruppe ist in Abbildung 48 bis Abbildung 51 dargestellt.

Behandlungsgruppe Score Netzwerkfunktionen

Digestive System Development and

AP2.5

26
(dargestelltin Abb. 48)

Function, Gastrointestinal Disease,
Hepatic System Development and
Fundtion

21

Cellular Development, Cellular Growth
and Proliferation, Embryonic
Development

AP25

32
(dargestelltin Abb. 49)

Post-Translational Modification,
Protein Folding, Cell Marphology

25

Cell Death and Survival

SNO0.5

28
(dargestelltin Abb. 50)

Cellular Development, Cellular Growth
and Proliferation, Cancer

Inflammatory Response, Cell
Marphology, Cellular Function and
Maintenance

SN5

21
(dargestelltin Abb. 51)

Cell Death and Survival, Post-
Translational Modification, Protein
Folding

21

Protein Synthesis, Cell Death and
Survival, Dermatological Diseases and
Conditions
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IPA ermittelt zudem Transkriptionsregulatoren, in IPA Upstream Regulators (UR) genannt,
und ihre vermutete Aktivierung bzw. Inhibierung auf Basis der experimentell gefundenen de-
regulierten Proteine. In dem vorliegenden Proteindatensatz konnte kein signifikant (-2 < z-
score = +2) induzierter UR ermittelt werden. Nur der Transkriptionsregulator Cellular Tumor
Antigen p53 (TP53) war bei AP2.5 leicht inhibiert vorhergesagt, jedoch nur mit einem z-score
von 0.5. IPA prognostiziert weitere URs, die nicht signifikant induziert wurden, jedoch in die
in Tabelle 8 aufgelisteten Netzwerkfunktionen eingeordnet werden konnten. Unter Einbezie-
hung dieser URs zeigen sich weitere Unterschiede zwischen NP- und SN-Gruppen. So ist
der Glukokortikoidrezeptor Nuclear Receptor Subfamily 3 Group C Member 1 (NR3C1) bei
beiden NP-Gruppen inhibiert, wahrend er bei beiden SN-Gruppen aktiviert ist (siehe Abbil-
dung 48 bis 51). Dieser Glukokortikoidrezeptor ist flr die Antwort auf inflammatorische Pro-
zesse zustandig, eine Inhibierung also mit einem niedrigen Niveau inflammatorisch wirksa-
mer Proteine verbunden [133]. Die vorhergesagte Aktivierung des Tumor Necrosis Factor-a
(TNF) fur alle SN-Behandlungsgruppen im Gegensatz zur Inhibierung bei der AP2.5-Gruppe
und nur einer sehr schwachen Aktivierung der AP25-Gruppe unterstiitzt diese Beobachtun-
gen (siehe Abbildung 48, 49, 51 und 52 A). Der Zustand des TP53 Regulators konnte nur fir
die AP2.5, AP25 und SN5 Behandlungen vorhergesagt werden, in welchen er bei den NP-
Gruppen jeweils inhibiert ist, bei der SN5 Gruppe jedoch aktiviert (Abbildung 52 B bis D). Da
TP53 bei der Tumorrepression oder bei Einwirkung von auf3eren Stressfaktoren wie UV-Licht
aktiviert wird, ist eine Inhibierung mit der Aufrechterhaltung der Zellproliferation und damit
des Tumorcharakters verbunden, eine Aktivierung spricht flr die Induktion von Apoptose
bzw. Unterbrechung des Zellzyklus [134]. Nuclear Factor Kappa Light Chain Enhancer of
Activated B-Cells (NFkB) ist in beiden NP-Gruppen inhibiert, in beiden SN-Gruppen jedoch
aktiviert (siehe Abbildung 48 bis 51). Die Aktivierung von NFkB spricht fur die Antwort auf
zellulare Stresssymptome, eine Inhibierung fir die Aufrechterhaltung des Tumorcharakters
der Zellen [135]. Die zellulare Antwort auf oxidativen Stress, der z.B. mit der Aktivierung von
NFkB in Verbindung steht, aktiviert den Signalweg Glutathion-mediated Detoxification. Die
Aktivierung dieses Abwehrmechanismus konnte bei allen Gruppen aufder AP2.5 beobachtet
werden. Signalwege, die nur bei den SN-Gruppen aktiviert werden beinhalten Gap Junction
Signaling, Acyl-CoA Hydrolysis oder Signalwege die in den Zuckerstoffwechsel involviert

sind wie z.B. Glycolysis und Gluconeogenesis.

Die nach der NP-Exposition angestol3enen Prozesse flhrten zu einer starken Deregulation
von Proteinen in den Caco-2 Zellen und ebenfalls zu stark unterschiedlichen Reaktionen der
Zellen auf NP und Silberionen. Dies ist umso bemerkenswerter, wenn man eine Aufnahme-
studie mit Caco-2 Zellen und AgPure NP betrachtet, in der keine Aufnahme der Partikel nach

24 h feststgestellt werden konnte aber dennoch Zytotoxizitat nachgewiesen wurde, die dann
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eher auf die ionischen Effekte zurlickzufihren ware [129]. Eine 21 tagige in-vivo Studie an
Swiss-albino-Mausen von Shahare et. al. konnte zeigen, dass die orale Aufnahme von Ag-
NP zu einer Beschadigung der Microvilli der Darmepithelzellen fuhrt, und damit eine Stress-
bzw. inflammatorische Antwort ausgelost werden kann, die in diesem Fall nur auf die NP
zurtckgefuhrt wurde [136].Da sich die molekularen Effekte nach NP- bzw. SN-Behandlung in
dieser Arbeit jedoch bei wichtigen vorhergesagten Effekten, wie z.B. der Aktivierung von
TNF-q, stark unterschieden, kann von einer alleinigen Wirkung durch die lonen eher abge-

sehen werden und stattdessen eine synergistische Wirkung als wahrscheinlich gelten.
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Abbildung 48 Von IPA vorhergesagtes Proteinnetzwerk fiir die Behandlungsgruppe AP2.5 (2.5 ug Ag mL-1, vgl.

Tabelle 8).
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Abbildung 49 Von IPA vorhergesagtes Proteinnetzwerk fiir die Behandlungsgruppe AP25 (25 ug Ag mL™, vgl.
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Abbildung 50 Von IPA vorhergesagtes Proteinnetzwerk fiir die Behandlungsgruppe SNO0.5 (0.5 ug Ag mL™, vgl.
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Abbildung 51 Von IPA vorhergesagtes Proteinnetzwerk fir die Behandlungsgruppe SN5 (5 ug Ag mL™, vgl. Ta-
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Abbildung 52: (A) zeigt die anhand experimentell deregulierter Proteine vorhergesagte Aktivierung von TNF bei
SNO0.5 und (B)-(D) zeigt eine Vorhersage der Effekte auf TP53 durch die Wechselwirkung mit experimentell ermit-
telten Proteinen fiir SN5 (B), AP2.5 (C) und AP25 (D). Fir SNO.5 war in diesem Fall keine Vorhersage moglich.

Die in Abbildung 48 bis Abbildung 52 dargestellten Proteinnetzwerke und darin enthaltene
deregulierte Proteine werden in den folgenden Kapiteln mit den von IPA prognostizierten

Signaltransduktionswegen und zellularen Prozessen in Verbindung gesetzt.

5.2.2 Inflammatorische Prozesse

Aufgrund der Anzahl deregulierter Hitzeschockproteine (insgesamt neun) in den Behand-
lungsgruppen (siehe Tabelle 10 bis Tabelle 13 im Anhang), sollten Entziindungsreaktionen
und Stress des Endoplasmatischen Retikulums (ER) eine Antwort der Zellen darstellen. Wie
erwartet waren inflammatorische Prozesse (/nflammatory Diseases und Inflammatory
Response) laut IPA in allen hoch dosierten, sowie der niedrig dosierten SN-

Behandlungsgruppe involviert. Die Behandlungsgruppen AP25, SN5 und SNO.5 enthalten
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das aktivierte proinflammatorische Zytokin TNF-a [137, 138], wobei die Aktivierung bei AP25
nur sehr schwach ausgepragt ist (siehe Abbildung 48 bis 51). Fir Ap2.5 ist eine Inhibierung
dieses Zytokins vorausgesagt. Weitere prognostizierte anti-inflammatorische Komponenten
sind das Zytokin Interleukin 10 (IL-10) sowie der Transkriptionsfakor Nuclear factor (eryth-
roid-derived-2) like 2 (NFE2L2) fur AP2.5 und der Komplex NFkB bei AP2.5 und AP25. Die
prognostizierte Inhibierung dieser inflammatorischen Komponenten spricht fir eine allgemein
anti-inflammatorische Wirkung der NP [139]. Bei AP25 und AP2.5 ist NR3C1, ein Suppressor
der Zytokinproduktion, inhibiert, was sich ebenfalls mit den Beobachtungen inhibierter in-
flammatorischer Prozesse deckt [140, 141]. Im Gegensatz dazu zeigen die SN-Gruppen mit
der prognostizierten Aktivierung von TNF-a (SN0.5 und SN5), NR3C1 (SN5 und SNO.5) so-

wie TP53 (SN5) deutliche Anzeichen pro-inflammatorischer Prozesse.

Solche behandlungsgruppenspezifische Effekte sind auch ersichtlich, wenn man sich die
Anzahl der experimentell identifizierten deregulierten Proteine ansieht, die pro-
inflammatorischen Prozessen zugeschrieben werden. AP2.5 und SNO.5 zeigen nur wenige
dieser Proteine auf, wozu z.B. das hochregulierte (1) Keratin 1 (KRT1) und das herunterregu-
lierte (|) G-Rich Sequence Factor 1 (GRSF1) fur die SNO.5 Gruppe und das herunterregu-
lierte Keratin 10 (KRT10) fur die AP2.5 Gruppe gehéren. Alle diese Proteine gelten aufgrund
ihrer Deregulation (hoch- bzw. herunterreguliert) als anti-inflammatorisch bzw. den Prozess
der Inflammation nicht unterstitzend [142, 143]. FUr AP2.5 decken sich diese Ergebnisse mit
den IPA-Prognosen verschiedener Regulatoren des Netzwerkes aus Abbildung 52 A (IL-10,
NFkB sind inhibiert). Die SNO.5-Gruppe zeigt einen Unterschied zu ihren eher pro-
inflammatorischen Regulatoren (NR3C1 und NFkB sind aktiviert). Dies kann auf die niedri-
gen Konzentrationen zurtickgeflhrt werden, die bei SNO.5 noch nicht ausreichten, eine ent-
sprechende Proteinderegulation zu verursachen. Bei den hoch dosierten Gruppen ergibt eine
Bewertung der experimentell ermittelten Proteine hinsichtlich ihrer Funktion bei der Antwort
auf inflammatorische Prozesse Unterschiede zwischen SN und NP. SN5 zeigt etliche pro-
inflammatoirisch deregulierte Proteine (Catalase (CAT) 1, Optineurin (OPTN) 1, Tubulin Be-
ta-4 Chain (TUBB4) 1), wahrend bei AP25 die Deregulation relevanter Proteine eher auf eine
anti-inflammatorische Reaktion der Zellen hindeutet (CapZB Protein (CAPZB) |, Calreticulin
(CALR) |, Glutathione S-Transferase P (GSTP1) | und Voltage-Dependent Anion-Selective
Channel Protein (VDAC?2) |) [142-145]. Diese Ergebnisse decken sich mit den Proteinnetz-
werken aus Abbildung 52 B und D, aus denen fur AP25 eher anti-inflammatorische Prozesse
abzuleiten sind (vorhergesagte Inhibierung von NR3C1, NFkB und TP53) und fir die SN-

Gruppen eher eine Aktivierung der Inflammation.
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Dennoch sind auch bei AP25 pro-inflammatorische Proteinderegulationen vorzufinden, die
sich mit einigen aus der SN5-Gruppe Uberschneiden (z.B. CAT?1), was auf aktivierte Teilpro-
zesse der Inflammation hindeutet. Diesen Unterschied zwischen SN und Ag-NP kann man
mit der verzogerten Freisetzung von Silberionen durch die NP und einer damit verzogerten
inflammatorischen Antwort der Zellen erklaren. Da die Exposition mit NP 24 h andauerte,
konnte in dieser Zeit noch keine aktive inflammatorische Antwort der Zellen auf die Expositi-
on mit Ag-NP festgestellt werden. Die Ergebnisse der zeitabhangigen Freisetzung von Silbe-
rionen durch die NP in dieser Arbeit (siehe Kapitel 5.1.6) unterstitzten diese Vermutungen,
da eine lonenfreisetzung erst nach ca. 4 h beobachtet werden konnte. Bei den niedrig do-
sierten Gruppen reichte die Silberionen Konzentration Gber den genannten Zeitraum nicht
aus, um eine ausreichende inflammatorische Antwort der Zellen auszulosen. Diese Erebnis-
se decken sich nur zum Teil mit den 28-Tages in-vivo Studien von Hadrup et al. und van der
Zande et al.. In der hochdosigen Studie (90 mg Ag kg™ Kérpergewicht Tag™ als NP-Dosis
und 9 mg Ag kg™ Kérpergewicht Tag™ als SN-Dosis) von van der Zande et al. konnten weder
inflammatorische Prozesse durch das Silbernitrat noch durch die NP in kultivierten Zellen
aus Organen der Sprague-Dawley Ratten festgestellt werden [31]. Die Studie von Hadrup et
al., in der sub-akute Dosen an NP und Silberionen aus Silberacetat verwendet wurden (je-
weils bis zu 9 mg Ag kg™ Kérpergewicht Tag™), zeigte ebenfalls keine inflammatorischen
Wirkungen durch NP und lonen in Wistar Ratten [146]. Im Gegensatz dazu zeigten Park et
al. in einer 14-Tages in-vivo Studie, dass verabreichte Ag-NP mit einer Silberkonzentration
von 1 mg pro kg Kdrpergewicht und Tag deutliche inflammatorische Reaktionen in Bezug auf
Aktivierung diverser Interleukine in Mausen auslésten, wobei in dieser Arbeit keine Silberio-

nen als Vergleich verabreicht wurden [30].

Die Reaktion der Caco-2 Zellen auf NP bzw. lonen fiel am Beispiel der inflammatorischen
Antwort der Zellen unterschiedlich aus. Beide NP-Konzentrationen riefen mehr anti-
inflammatorische Proteinderegulationen hervor und zeigten von IPA prognostizierte inhibierte
Zytokine wie TNF-a oder IL-10 (bei AP2.5), die Kinase p38 (AP25) sowie den Transkriptions-
regulator NFkB und TP53 (AP25 und AP2.5). Besonders die Ubereinstimmung der IPA Vo-
raussagen bezlglich der Inhibierung von NFkB und TP53 bei beiden NP-Gruppen aber auch
die Inhibierung von p38 bei AP25 unterstreicht die Wahrscheinlichkeit der anti-
inflammatorischen Wirkung der NP. Fantini et al. konnten zeigen, dass eine starke Aktivie-
rung von NFKB zum Wachstum von Colon-Karzinomen und einer starken pro-
inflammatorischen Zellantwort fuhrte [147]. In Tumorzellen ist eine p53 Inaktivierung mit ei-
ner Aktivierung von NFKB und damit vermehrter Entzindungsreaktion sowie Tumorwachs-
tum verbunden, was im Falle dieser Arbeit laut IPA Prognose nicht der Fall war [148]. Eine

Inhibierung von p38 ist laut Zarubin et al. und Schieven et al. mit einer Inaktivierung von
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TNF-a verbunden [149, 150]. Dies konnte durch die hier vorliegende IPA Prognose bei AP25
nicht bestatigt werden, da TNF-a in dieser Behandlungsgruppe trotz p38 Inhibierung
schwach aktiviert war. Dies konnte auf die im Vergleich zu AP2.5 hdhere Freisetzung von
Silberionen zuruckgefuhrt werden, da SN in beiden Konzentrationen eine Aktivierung von
TNF-a zeigte. Hier stellt sich also eine Grenze zwischen Aktivierung und Suppression einer
inflammatorischen Antwort heraus, die bei einer Silberkonzentration von 25 pg mL™ in nano-
partikularer Form zu beginnen scheint. Die Zellen zeigten also keine bzw. nur sehr geringe
Entzindungsreaktionen, die durch NP oder von ihnen freigesetzte lonen hervorgerufen wer-
den konnten. Diese Vermutung wurde durch die experimentell ermittelte Repression von
GSTP1 als einem bei Entziindungen starker exprimierten Protein bestatigt [151]. Die Arbeit
von Tian et al. weist ebenfalls eine Inhibierung inflammatorischer Prozesse durch Ag-NPs
auf und vermutet dahinter die Modulation bestimmter Interleukine durch die NP [152]. Die
SN-Behandlung hingegen rief eine nahezu disparate Reaktion der Zellen hervor. NFkB, TNF
und TP53 wurden von IPA als aktiviert vorausgesagt, wobei dies durch die experimentell
ermittelte Uberexpression von CAT laut Jang et al. bestatigt werden konnte [153]. Die Er-
gebnisse fir SN stehen in guter Ubereinstimmung mit wissenschaftlichen Arbeiten zur Induk-

tion inflammatorischer Prozesse durch SN [52, 154].
5.2.3 Zellulidrer Stress und reaktive Sauerstoffspezies

Zusatzlich zu direkten inflammatorischen Prozessen waren die Untergruppen Cellular As-
sembly and Organization sowie Cellular Compromise in allen Behandlungsgruppen aktiviert,
wobei die hoéchste Aktivierung in der AP25 Gruppe zu finden war. Aus diesen Prozessen
hervorgehender zellularer Stress kann zu Zelltod via Apoptose bzw. Nekrose fuhren, was
auch durch etliche wissenschaftliche Arbeiten bestatigt wird [52, 116]. Im vorliegenden Da-
tensatz ist der IPA Prozess Apoptosis in allen Behandlungsgruppen konzentrationsabhangig
aktiviert. Da das Apoptoseverhalten von Krebszelllinien jedoch unterschiedlich im Vergleich

zu gesunden Zellen ist, wird dieser Punkt im Abschnitt Gastrointestinalkrebs behandelt.

Durch Ag-NP ausgeldster oxidativer Stress kann mehrere Ursachen haben, die jedoch im-
mer mit einem Mechanismus ahnlich der Fenton-Reaktion in Verbindung gebracht werden.

Dabei kann Silber zum einen als Katalysator einer Gber Peroxid-Intermediate fihrenden Re-
aktion zu Hydroxylradikalen (OH™") agieren oder moglicherweise nach einer durch NADPH
aktivierten Erzeugung von 0, zu H,0, und dann weiter zu OH* flhren [120, 155]. Der Ge-
nerierung von O, durch Silber steht jedoch zundchst das negative Redoxpotential von 0,

(Gleichung 55) und das positive Redoxpotential von Ag (Gleichung 54) entgegen.
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Die Bildung von Wasserstoffperoxid ( #,0, ) wirde dagegen im Folgenden mit Elektronen des

Ag° gelingen (Gleichung 56).

Ag’ = Agt +e (g, =+0.8V) (54)
O,+e =0, (g,=—0.337) (55)
05 +2H* +e = H,0, (6, =+0.89 V) (56)

Ohne den Mechanismus vollstandig aufzuklaren, schlagen Liu et al. eine katalytische Funkti-

on des Silbers sowohl bei der Generierung von H,0, als auch bei der Weiterreaktion von

Peroxid-Intermediaten zu Wasser vor (Gleichung 57).

O, +H" #‘iﬂn)Ang + Peroxid —Intermediate%iz”) Ag* + H,0, (57)
He et al. beschreiben die Zwischenstufe von Gleichung 55 mit einem der Fenton-Reaktion
ahnlichen Mechanismus (Gleichung 58), der mit dem Abbau von H,O, durch Elektronen von
Ag® konkurriert (Gleichung 59) [156].

Ag’ + H,0, + H" — Ag* +OH * + H,0 (58)

H,0, +2H" +2¢” —2H,0 (59)

Eine zweite Moglichkeit der Erzeugung von reaktiven Hydroxylradikalen bzw. Wasserstoff-
peroxid besteht in der reduzierenden Wirkung des Coenzyms Nicotine Adenine Dinucleotide
Phosphate (NADP(H)) als 2-Elektronen-Donor [155, 157]. Die Protonierung bzw. Deprotonie-
rung dieser Spezies hat ein negativeres Redoxpotential als Gleichung 55 und ware somit in
der Lage diesen Schritt zu umgehen (Gleichung 60). In weiteren Schritten kdnnte es dann
mittels Ag® zur Weiterreaktion zu H,O, bzw. Hydroxylradikalen kommen (Gleichungen 56 und
58).

NADP* + H* +2¢~ = NADPH (g, =—0.37V) (60)

Die Reaktion der Zellen auf oxidativen-Stress zeigt ebenfalls einen Unterschied zwischen
NP- und SN-Behandlungsgruppen. In der AP2.5-Gruppe sind die Proteine NADPH, Dehyd-
rogenase Quinone 1 (NQO1) und Heat Shock Protein 90 B1 (HSP90B1) herunterreguliert,
welches sowohl auf eine geringe Anzahl missgefalteter Proteine und ebenso nur geringe
Konzentrationen von ROS-Spezies hindeutet. Silber NP und die von ihnen freigesetzten lo-
nen werden mit der Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und der sich daraus er-
gebenden Toxizitdt in Verbindung gebracht [33, 52, 158]. Der Nrf2-Mediated Oxidative
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Stress Response Signalweg war in den untersuchten Zellen bei allen Behandlungsgruppen
signifikant beeinflusst. Die NP-Gruppen zeigten eine Inhibierung des Signalweges, wohinge-
gen die deregulierten Proteine der SN-Gruppen den Signalweg aktivierten (Abbildung 54 und
55 im Anhang). Dieses Verhalten spricht auch gegen die Erzeugung von ROS nach Glei-
chung 58, da hierfur zwar NADPH verbraucht werden musste, aber im Gegenzug der Signal-
transduktionsweg aktiviert ware. Dies lasst bei der experimentell ermittelten Repression von
NADPH auf eine geringe Anzahl ROS schlie3en. Die experimentell ermittelte Herunterregu-
lierung von zwei Chaperonen (HSP90B1 und Heat Shock Protein B7 (HSPB7)) in der AP2.5-
Gruppe unterstutzt die Vermutung der Inhibierung, da in der Veroffentlichung von Nakamura
et al. die Induktion von inflammatorischen Prozessen durch ROS mit der Hochregulation von
HSPB90B1 als einem wesentlichen Faktor erklart wird [159]. Die Ergebnisse zur Entstehung
des ER-Stresses, sowohl durch inflammatorische Prozesse als auch durch ROS, deuten auf
konzentrationsabhangige Effekte innerhalb der Behandlungsgruppen hin. Wahrend beide
NP-Gruppen, wie zuvor beschrieben, anti-inflammatorische Zellreaktionen auslésen, also
zellularen Stress verringern, zeigten SN-Gruppen entweder keine Auswirkung (SNO.5) oder
erhohte Stresssymptome (SN5). Im Falle des Nrf2-Signalwegs zeigen beide NP-Gruppen
eine prognostizierte Inhibierung und die SN-Gruppen eine Aktivierung. Im Gegensatz zur
Ap2.5-Gruppe wies AP25 jedoch hochregulierte Chaperone wie z.B. Heat Shock 70 kDa Pro-
tein (HSPA1A/HSPA1B) und 60 kDa Heat Shock Protein (HSPD1) auf, welche eher mit der
Unterbindung der Proteintraslation als Antwort auf erhdhten oxidativen Stress in Verbindung
gebracht werden [160, 161]. Dieser Sachverhalt der AP25-Gruppe spricht fir die Initiierung
der ROS-Abwehr, obwohl der Nrf2-Signalweg davon noch nicht betroffen zu sein scheint. Die
SN5-Gruppe zeigte ebenfalls Uberexprimierte Chaperone, was jedoch in diesem Fall zum
Gesamtbild eines erhéhten oxidativen Stresses dieser Gruppe passt. Silberionen und Ag-NP
kénnen fir eine Entfaltung bzw. Fehlfahltung von Proteinen sorgen, was eine Uberexpressi-
on von Chaperonen, die diesen Prozessen entgegenwirken, wie im Falle der AP25-Gruppe,
erklart [82, 162]. Trotzdem zeigte SNO.5 keine signifikante Deregulation von Chaperonen,
aber eine Aktivierung des ER-Stress durch die Uberexpression von OPTN, welches im Zu-
sammenhang mit der Fragmentierung des Golgi-Apparates steht, was als pro-apoptischer
Marker gilt [163, 164]. Insgesamt lasst sich resimieren, dass NP ER-Stress, sei er durch
Entzindungen oder ROS hervorgerufen, reduzieren, wahrend SN signifiknant ER-Stress

bzw. oxidative Stressymptome hervorruft, wobei SNO.5 deutlich schwacher wirkt als SN5.

Da vor allem die SN-Gruppen durch oxidativen Stress hervorgerufene Effekte aufweisen,
scheinen vor allem die Silberionen zum oxidativen Stress beizutragen. Diese lonen werden
zwar auch in den NP-Gruppen generiert, jedoch langsamer an die Umgebung abgegeben

bzw. erst zu einem spateren Zeitpunkt der NP-Exposition in grélierem Umfang freigesetzt
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(vgl. Kapitel 5.1.6). Die schwachere Wirkung von SNO.5 im Vergleich zu SN5 ist durch die
geringere Silberionen Konzentration zu erklaren. Warum beide NP-Behandlungsgruppen
jedoch scheinbar ROS bzw. ROS-spezifische Zellreaktionen inhibieren kénnen, ist mit den
vorliegenden Proteindaten nicht ausreichend zu erklaren. Ein moglicher Grund hierfir konnte
die reduzierende Wirkung der Stabilisatoren von AgPure sein, die freie Silberionen wieder zu
Ag’ reduzieren [121]. Auch die reduzierend wirkende Glukose aus dem ZKM, welche wie die
NP-Stabilisatoren Silberionen in elementares Silber Uberfihren kann, ware eine Erklarung fur
diese Phanomene [122]. Jokar et al. konnten die anti-oxidative Wirkung von Ag-NP, die mit
kurzkettigem PEG stabilisiert wurden, durch die Reduktion von Diphenylpikrylhydrazyl-
Radikalen nachweisen [165]. Diese Beobachtungen wurden in einer Arbeit von Yu et al. mit
PEG-stabilisierten Eisenoxid-NP in einem in-vitro Modell mit Endothelzellen einer Schwei-
neaorta ebenfalls bestatigt [166]. Diese anti-oxidativen Mechanismen reichen bei der hohen
NP-Konzentration nicht mehr vollstandig aus, um die ROS-Generierung ausreichend zu un-
terdriicken. Dadurch kann es dann bei AP25 trotz Inhibierung des Nrf2-Signalweges dazu
kommen, dass die Expression von Chaperonen erhdht wird [167]. Die Induktion oxidativen
Stresses durch Silberionen und die damit verbundene Aktivierung des Nrf2-Signalweges ist

ein in vielen Publikationen bestatigter Effekt sowohl in-vitro als auch in-vivo [31, 43, 52, 168].
5.2.4 Gastrointestinalkrebs

Caco-2 Zellen verlieren wahrend ihrer Differenzierung gewisse Charakteristika von Tumor-
zellen [169]. Anhand der Liste mit Krebs assoziierter Proteine (Tabelle 9) scheinen die NP
diese Charakteristika noch weiter zu reduzieren. Es liegen bereits wissenschaftliche Arbeiten
vor, die Ag-NP eine krebshemmende Wirkung aufgrund der Induktion von Apoptose oder
dem Abfangen freier Radikale zuschreiben [170, 171]. Die angesprochene Rolle der Indukti-
on von Apoptose kann in dieser Arbeit ausgeschlossen werden, da die Zellen nach Ende der
Behandlung sowohl optisch kein Zeichen von Apoptose zeigten, als auch mehr anti- als pro-
apoptotische Proteine bei beiden hoch dosierten Behandlungsgruppen aufwiesen (z.B.
HSPA1A, Heat Shock Protein 75 kDa (TRAP1) oder GSTP1) [172-174]. Tumorzellen, zu
denen auch Caco-2 Zellen gehdren, zeigen ohne &ullere Einwirkungen eine Inhibierung
Caspase-induzierter Apoptose. Aus diesem Grund wurden der Signaltransduktionsweg der
Apoptose und der des Fas-Liganden (Zelltodrezeptor) naher untersucht. Eine Vorhersage
der Aktivierung bzw. Inhibierung des Apoptose-Signalweges konnte jedoch aufgrund der
geringen Anzahl relevanter Proteine der Gruppen Ap2.5 und SNO.5 nur fir die hoch dosier-
ten Gruppen durchgeflihrt werden. Diese IPA Prognose zeigte eine Inhibierung der Caspa-
sen 3, 6, 7 und 9 auf und damit auch eine Inhibierung der Apoptose (siehe Anhang, Abbil-
dung 56). Diese anti-apoptotischen Eigenschaften der AP25-Gruppe wurde durch die be-
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rechnete Inhibierung des Tumor-Suppressors TP53 unterstitzt (Abbildung 52 C). Im Gegen-
satz dazu zeigt SN5 die Aktivierung von TP53, was dem Verhalten im Apoptose-Signalweg

wiederspricht.

Zusatzlich wurde der Death Receptor Signaling-Signalweg untersucht. In diesem Fall wurden
fir SN5 und AP25 inhibierte Initiator-Caspasen (Caspase-9) sowie inhibierte Effektor-
Caspasen (Caspase-3 und 7) vorhergesagt, was zu einer prognostizierten Inhibierung der
Apoptose flr beide Gruppen fihrte (Abbildung 56 im Anhang). Der Signalweg ist zwar insge-
samt durch die vorhergesagte Aktivierung des FasL Liganden durch Deregulierung von
Death Domain Associated Protein 6 (DAXX) und Heat Shock Protein Beta 1 (HSP27) bei
AP25 und SN5 aktiviert, doch die herunterregulierte Serine Protease (HtrA2) flhrt zu einer
Hochregulierung von CARD-Like Apoptotic Protein (clAP), welches wie beim Apoptose-
Signalweg zur prognostizierten Inhibierung der Caspasen 3, 6, 7 und 9 fuhrte (Abbildung 57
und Abbildung 58 im Anhang). Im Kontrast zu den beiden hoch dosierten Behandlungsgruppen
prognostiziert IPA fur AP2.5 eine Aktivierung aller vier in diesem Signalweg involvierten
Caspasen und damit eine Aktivierung der Apoptose (Abbildung 59 im Anhang). Flr die hoch
dosierten Gruppen ergibt sich die Inhibierung der Apoptose aus einem weiteren Punkt: Der
fur diese Gruppen aktivierte PDGF Signaling-Pathway inhibiert Apoptose (siehe Anhang Ab-
bildung 60). Dieses von NP induzierte Verhalten der Zellen steht im Gegensatz zu einer Ver-
offentlichung von Satapathy, der eine Aktivierung von TP53 aufgrund der Aktivierung von
Apoptose durch Ag-NP beobachtet [175]. Fir SNO.5 konnte keine Prognose des Death Re-

ceptor Signaling Signalweges erhalten werden.

Aus diesem Signalweg heraus ergibt sich dadurch ein widerspruchliches Bild bei Betrach-
tung der Daten der Ap2.5-Gruppe, da diese den Apoptose-Signalweg mittels des FasL-
Rezeptors aktiviert aber zugleich TP53 inhibiert. Zudem wird der SN5-Gruppe durch IPA eine
anti-apoptotische Wirkung vorausgesagt, die Prognose der Aktivierung von TNF, NFkB und
NR3C1 weist jedoch auf Stresssymptome der Zellen und damit eine durch z.B. TNF vermit-
telte Apoptose hin [176]. Somit ist Apoptose bei beiden hoch dosierten Behandlungsgruppen
(AP25 und SN5) aufgrund der Caspase- und TP53-Aktivitaten inhibiert, die Reaktion der Zel-
len bei der AP2.5-Gruppe in diesem Bereich jedoch nicht klar definiert. Die Inhibierung von
Apoptose bei beiden SN-Gruppen unter gleichzeitiger Aktivierung des Nrf2-Signalweges
steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von Zarubin et al., die bei erhéhten ROS in Tumor-
zellen die Induktion von Apoptose beobachteten [149]. Dies ware ein Hinweis, dass die In-
duktion von ROS durch 5 pg Ag mL™" aus Silbernitrat nicht ausreicht oder die einzig Silberio-

nen nicht ausreichen, in den Caco-2 Zellen Apoptose anzuregen. Die Effekte von AP2.5 hin-
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sichtlich der Aktivierung apoptotischer Teilprozesse scheinen in diesem Zusammenhang

eher durch Fehlinterpretationen von IPA zustande gekommen zu sein.

Ein weiterer Grund fir die Anti-Tumor Aktivitdt von NP ist das Abfangen von freien Radikalen
und der damit verminderten ROS-Bildung. Wie bereits in Kapitel 5.1.6 angesprochen wurde,
zeigt AgPure flur eine hohe Silberionen Freisetzung in ZKM. Die Stabilisatoren der Ag-NP
enthalten jedoch zur Halfte Tween20, welches durch die oxidierbaren Hydroxyl-Endgruppen
eine reduzierende Wirkung ausiben kann, was sich auch in der Inhibierung des Nrf2-
Signalweges flr beide NP-Gruppen zeigt [167]. Auch der zweite Stabilisator der NP, Tagat
TO V, enthalt ahnliche aktive Gruppen, die ROS abfangen und reduzieren kénnen. Aus die-
sem Grund konnten die NP auch andere Radikale, die fir Zellstress bzw. in langerfristigen
Effekten zu Krebs flihren kdénnen, reduzieren und damit protektive Funktionen Gbernehmen.
Jokar et al. konnte diese reduzierende Wirkung von kurzkettigem PEG auf Diphenylpik-
rylhydrzyl-Radikale feststellen [165]. Karakoti at al. wiesen diese Stabilisatoreigenschaften
durch Reduktion von Wasserstoffperoxid in Gegenwart PEG-beschichteter Ce,O3-NP nach
[177]. Demzufolge zeigen NP auch in diesem Bereich eine den oxidativen Stress bzw. die
Apoptose unterdriickende Funktion, wohingegen der Nrf2-Signalweg bei beiden SN-Gruppen
aktiviert ist (siehe Anhang, Abbildung 55). In diesem Fall fuhrt eine Inhibierung der Apoptose zu
einem Uberleben der Zellen unter gleichzeitigem Anstieg der ROS-Konzentration, was die
Krebsfunktionen der Zelle aufrecht erhalt, wie Banher et al. am Beispiel des Non-Small-Cell

Lung Cancer zeigen konnten [178].

Alle Gruppen zeigten eine Aktivierung von Prozessen, die mit Gastrointestinalkrebs in Ver-
bindung stehen, wobei SNO.5 die in diesem Bereich am geringsten aktivierte Gruppe war.
Obwohl Tumorzellen bereits eine abnormale Proteinsynthese aufweisen, konnte eine Zu-
nahme dieser Funktionen fur beide hoch dosierten Behandlungsgruppen beobachtet werden.
Zudem weisen Krebszelllinien, wie Caco-2 Zellen, bereits ohne dufRere Einwirkung zellulare
Funktionen, die mit Krebs in Verbindung stehen, auf. Vergleicht man aber diese natirlich
deregulierten Funktionen einer unbehandelten Kontrollgruppe mit denen der Behandlungs-
gruppen kann eine Vorhersage zur Beeinflussung dieser Funktionen durch exogene Fakto-
ren, in diesem Fall die Einwirkung von NP, durchgefiihrt werden. Interessanterweise zeigen
drei von vier Gruppen (AP25, AP2.5 und SNO0.5) mehr deregulierte Proteine, die fir eine
Suppression von krebsbezogenen Zellmerkmalen, wie abnormaler Proliferation, stehen als

solche, die die Krebsmerkmale der Zelle aufrechterhalten (Abbildung 53).
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Anzahl der Proteine

Ll

Aktivierung

Suppression

AP25  AP25 SN5 SNO.5
Behandlungsgruppen

Abbildung 53: Vergleich der Effekte der deregulierten Proteine pro Behandlungsgruppe, die entweder aktivierend
oder suppressiv auf Krebsmerkmale der Caco-2 Zellen wirken. Die héher dosierten Behandlungsgruppen zeigen
jeweils eine starkere Beiinflussung dieser Eigenschaften als die niedrig dosierten.

Unter diesen suppressiven Proteinen befinden sich z.B. NQO1, ADP Sugar Pyrophosphata-
se (NUDTS5) und T-Complex Protein 1 (CCT5), die z.B. bei Saaf et al. in einem Vergleich
zwischen normalen humanen Colon-Zellen und Caco-2 Zellen fir die Funktion gesunder Zel-
len standen [179, 180]. Die gesamte Liste der deregulierten Proteine der jeweiligen Behand-

lungsgruppen weist zudem eine Konzentrationsabhangigkeit auf (Tabelle 9).

Tabelle 9 Liste der mit Krebs assoziierten Proteine der jeweiligen Behandlungsgruppen aus Abbildung 53. Blau
markiert sind Proteine, die durch ihre jeweilige Deregulation Krebsmerkmale aktivieren, rot solche, die Krebs-
merkmale unterdriicken. Allen Proteinen ist eine Referenz zugeordnet, die belegt, dass dieses Protein direkt an
Prozessen beteiligt ist, die Tumormerkmale verschiedener Zellen unterdriicken. Arf1 wurde zwar von IPA in die

Gruppe der suppressiven Proteine geordnet, eine Referenz konnte jedoch nicht gefunden werden.

AP25 AP2.5 SN5 SNO0.5
ADP-sugar Pyro- ADP-sugar Pyro- ADP-sugar Pyro- ADP-sugar Pyro-
phosphatase phosphatase phosphatase phosphatase

(NUDT5) [179]

(NUDT5) [179]

(NUDT5) [179]

(NUDT5) [179]

Enoyl CoA hydra-
tase
(ECHS1) [181]

Enoyl CoA hydra-
tase
(ECHS1) [181]

Glutathion S Trans-
ferase P
(GSTP1) [145]

Glutathion S Trans-
ferase P
(GSTP1) [145]

Annexin A4
(ANXA4) [180]

Keratin7
(KRT7)[182]

Glutamate dehydro-
genase
(GLUD1) [183]

Glutamine synthetase
(GLUL) [184]

T-complex protein
1 subunit epsilon
(CCT5) [179]

NADPH dehydro-
genase
(NQO1) [185]

60 kDa Heat shock
protein
(HSPD1) [186]

Acyl Coa binding
protein
(DBI) [180]

Short chain specif-
ic acyl Coa dehy-
drogenase
(ACADS) [181]

Keratin10
(KRT10) [182]

Heat shock protein
HSP-90 alpha
(HSP90AA1) [187]

Glutamate dehydro-
genase
(GLUD1) [183]
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Platelet derived
growth factor re-
ceptor alpha

Arf-gap with SH3
domain
(ARF1)

Methylosome subunit

(CLNS1A)[189]

Metallothionein 2
(CES1) [179]

(PDGFRA) [188]

T complex protein
subunit alpha
(TCP1) [180]

ATP citrate syntha-
se
(ACLY) [180]

Acyl Coa binding
protein
(DBI) [180]

Enoyl CoA hydra-
tase
(ECHS1) [181]

Isocitrate dehydro-
genase
(IDH1) [190]

Glutamat receptor
ionotropic
(GRIN2A) [191]

Metallothionein 2
(CES1) [179]

Catalase
(CAT) [179]

Glutathion S Trans-
ferase P
(GSTP1) [145]

Keratin18
(KRT18) [184]

Tubulin Beta 4B
chain
(TUBB4B) [183]

Heat shock protein 75
kDa
(TRAP1) [179]

Glutathione S
transferase omega
(GSTO1) [183]

Protein disulfide
isomerase
(PDIAS6) [192]

Keratin18
(KRT18)[184]

Keratin19
(KRT19) [182]

Keratin1
(KRT1) [193]

GMP synthase
(GMPS) [179]

Metallothionein 2
(CES1) [179]

Phosphoglycerate
kinase
(PGK1) [194]

Apolipoprotein 1
(APOE) [195]

Optineurin
(OPTN) [196]

MAPK/MAK/MRK

overlapping kinase
(MOK) [197]

Heat shock protein 70
kDa
(HSPA1A/1B) [198]

Heat Shock protein
75 kDa
(TRAP1) [179]

Tax 1 binding protein
(TAX1BP1) [199]

Keratin18
(KRT18) [184]

Keratin18
(KRT18) [184]

GMP synthase
(GMPS) [179]

GMP synthase
(GMPS) [179]

Catalase
(CAT) [200]
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Tumor-hemmende Wirkung von NP nicht auf
der Induktion von Apoptose zu beruhen schien, da weder die dafur zustandigen Signaltrans-
duktionswege aktiviert wurden, noch eine Induktion Uber erhdhten oxidativen Stress vorlag.
Die Zellen zeigten auch keine duReren Anzeichen, die auf Apoptose hatten schlieen lassen.
Im Gegenteil zeigten die NP, und insbesondere ihre Stabilisatoren, Eigenschaften, die Radi-
kale reduzieren. Dies fuhrte zu verringerten Effekten von oxidativem Stress im Vergleich zu
SN. Radikale abfangende NP konnten Zellen vor den Auswirkungen der durch ROS hervor-
gerufenen DNA-Modifikationen schitzen. Dabei war interessant, dass auch Ag-NP, die ei-
gentlich mit der Generierung von ROS in Verbindung stehen, diese Eigenschaften aufwie-
sen. In diesem Fall waren die reduzierenden Eigenschaften auf den Stabilisator der Partikel
zurickzufuhren. Obwohl die erhéhte Produktion von ROS in Tumorzellen mit der Induktion
von Apoptose einhergehen kann und der Tumor so bekampft werden kénnte, zeigten sich
diese Effekte selbst bei den Gruppen AP25 und SN5 nicht. Im Gegenteil waren bei SN5
mehr Proteine dereguliert, die Krebsmerkmale der Zellen aktivierten. Beide NP zeigten hier,
wie allerding auch SN, eine Mehrheit an suppressiven Proteinen, wobei durch diese Daten
nicht auf eine generelle Tumor-Suppression durch NP geschlossen werden kann, da allein

die Kirze der Zellexposition solche Schlussfolgerungen nicht zulief3e.

5.2.5 Ubiquitinierung

Ein weiterer wichtiger aktivierter kanonischer Signalweg kann bei der Betrachtung von NP-
Toxizitaten die Proteinubiquitinierung sein, da bestimmte NP in der Lage sind bei der Ad-
sorption von Proteinen deren Konformation teilweise irreversibel zu andern [201]. Diese Ar-
beit konnte sowohl die erhdhte Aktivierung des Proteinfaltungsprozesses (bei den Gruppen
AP25 und SN5) zeigen, sowie eine Aktivierung des Signalweges Ubiquitination. Der letztge-
nannte war bei den Gruppen SN5 und AP25 signifikant aktiviert, aber zeigte bei den Grup-
pen AP2.5 und SNO.5 eine Inhibierung.

Die Konformationsanderungen koénnen aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen des
Partikelkerns oder hydrophoben Stabilisatordomanen mit den Proteinen stattfinden. Dadurch
kénnen hydrophobe a-Helix- und B-Faltblatt-Strukturen, die zuvor im Inneren der Proteine
liegen, an die Oberflache der Proteine gelangen, was zu einer Denaturierung der Proteine
fuhrt [23]. Triebkraft dieser Reaktion ist der Entropiegewinn durch Verdrangung von Wasser
zwischen Protein und NP bzw. dessen Stabilisatoren. Diese denaturierten Proteine missten
in einer gesunden Zelle entweder durch Chaperone zurickgefaltet werden, oder mittels der
Aktivierung des Protein-Ubiquitination-Signalweges entfernt werden, um pathologischen

Veranderungen vorzubeugen [201]. Die in dieser Arbeit dargestellten Daten zeigen in diesem
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Zusammenhang einen weiteren Unterschied zwischen der Wirkung von NP und SN. In der
vorliegenden IPA-Auswertung konnte die Aktivierung des Prozesses Folding and Refolding
of Proteins nur bei den hoch dosierten Behandlungsgruppen (AP25 und SN5) beobachtet
werden. IPA prognostizierte flr die AP25-Gruppe eine Aktivierung des Protein-Ubiquitination-
Signalweges, was auf einen ausreichenden Abbau der fehlgefalteten Proteine hindeutet.
Diese Ergebnisse sind mit der Arbeit von Gagne et al. zu vergleichen, in der in Muscheln
durch Proteinentfaltung an Ag-NPs die Ubiquitinierung dieser Proteine angeregt wurde [201].
Sollte die Konzentration an Chaperonen, die fur die Entfaltung fehlgefalteter Proteine zu-
standig sind, zu gering sein, kdnnen Krankheiten wie Amyloidosen, zu denen auch Alzheimer
gehort, die Folge sein [21]. Beide SN-Gruppen zeigten keine (SNO.5) oder eine sehr schwa-
che (SN5) Aktivierung dieses Signalweges (siehe Anhang Abbildung 61 bis 64). Dies ist nicht
Uberraschend, bedenkt man, dass SN als Modellsubstanz zur Induktion von Amyloidosen
eingesetzt wird [202]. Die Daten flr SN dieser Arbeit zeigen einen nur gering aktivierten Pro-
tein-Ubiquitination-Signalweg in Kombination mit der Unterexpression einiger Chaperone
(Heat Shock Protein HSP 90 alpha (HSP90AA1) und T-Complex Protein 1 Subunit Theta
(CCT8)), was zu einer erhdhten Konzentration denaturierter Proteine in der Zelle fihren
kann. Als Unterstiitzung dieser Daten ist der Huntingtons Disease Signalweg, eine Krankheit,
die ebenfalls auf Proteinfehlfaltung beruht, in der SN5-Gruppe aktiviert (siehe Anhang Abbil-
dung 65). Insgesamt lasst sich schlussfolgern, dass die NP und SN bei hohen Silberionenkon-
zentrationen die Aktivierung der Ubiquitinierung in den Caco-2 Zellen induzierten, wobei die
Induktion durch die NP wesentlich starker ausfiel, da sie eine gréltere Anzahl der in den Sig-
nalweg involvierten experimentell ermittelten Proteine aufwiesen. Die langsame Freisetzung
von lonen aus den NP erlaubt es den Zellen auf fehigefaltete Proteine oder Carbonylierun-
gen, erzeugt durch die NP oder ROS, zu reagieren und mittels aktivierter Ubiquitinierung zu
entfernen. Da SN, und insbesondere SN5, sowohl eine Aktivierung des Nrf2-Signalweges als
auch einer inflammatorischen Antwort zeigt, ist die Anzahl an Proteindefekten hier wahr-
scheinlich wesentlich héher. Die nur geringe Aktivierung der Ubiquitinierung kann in diesem
Zusammenhang zu dauerhaften Proteinmodifikationen und damit einer veranderten Aktivitat

fuhren.
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6 Zusammenfassung

Der Einsatz von antimikrobiellen Ag-NP in Textilien, Nahrungserganzungsmitteln und ver-
brauchernahen Produkten wie Verpackungsmaterialien hat in den letzten 10 Jahren stark
zugenommen und so ist Ag zusammen mit TiO,, ZnO, Kohlenstoff-Nanoréhren und SiO, eine
der toxikologisch relevantesten NP Spezies. Mit der Lebensmittelinformationsverordnung
1169/2011 hat die EU sowohl eine erste Definition als auch Deklarationspflicht fir Nanoma-
terialien geschaffen. Dies macht allerdings die physikalisch-chemische Charakterisierung in
teilweise komplexen Matrizes sowie die toxikologische Bewertung dieser Materialien erfor-
derlich. Die Charakterisierung von Ag-NP und NP allgemein erfordert zunachst eine Separa-
tion der NP von ihren jeweiligen Matrizes. AnschlieRend erfolgt die Bestimmung morphologi-
scher Details, der physikalisch-chemischen Eigenschaften (Ladung, GroRe etc.) und ihr
chemisches Verhalten (lonenfreisetzung, Oberflachenmodifikation, Aggregation etc.) in den
Matrizes. Um ihre toxikodynamischen bzw. -kinetischen Eigenschaften zu untersuchen, wur-

den in-vivo und in-vitro Studien durchgeflhrt.

Die Charakterisierung von NP weist groRe Unterschiede beziiglich angewandter Messtech-
niken selbst innerhalb einzelner NP-Spezies auf, die zu unterschiedlich interpretierbaren Er-
gebnissen fihren. Ein Ansatz dieser Arbeit war es, ein Ensemble physikalisch-chemischer
Charakterisierungsmethoden zu nutzen, welche sowohl alle Partikeleigenschaften abdecken,
die fur toxikologische Studien nétig sind, als auch einfach in der Anwendung und mdglichst
zerstérungsfrei sind. In dieser Arbeit wurden zwei Arten Ag-NP (AgPure, Nanocomposix)

untersucht, die laut Hersteller &hnliche Partikelkernradien aufwiesen.

Zunachst wurde das Zetapotential beider Partikel bestimmt, welches Riickschliisse auf Ober-
flachenladung und Stabilitdt ermoéglicht. AgPure wies ein Zetapotenial von -19 £ 5 mV und
Nanocomposix von -23 + 5 mV auf. Trotz nichtionischer Tenside (AgPure) und PVP (Nano-
composix) als Stabilisatoren lasst sich das negative Zetapotential auf die Adsorption von
Hydroxylionen aus dem Wasser und die elektronegativen Sauerstoffatome der Stabilisatoren
an der Oberflache der Partikel zurtickfiihren. Die NP waren wahrend der Exposition der Zel-
len in ZKM suspensiert, und ihre physikalisch-chemischen Eigenschaften wurden demzufol-
ge unter Einfluss dieser Matrix evaluiert. Fir die Separation der NP vom Medium wurde die
A4F mit einer slot-outlet Funktion in Kombination mit einem UV- und einem RI-Detektor ver-
wendet. Die eluierten Partikel wurden mit einem Fraktionssammler in definierten Zeitinterval-
len aufgenommen. Beide Partikel zeigten nach 24 h Lagerung bei 37°C in ZKM eine Retenti-

onszeitverzégerung von 5.3 (AgPure) und 6.1 Minuten (Nanocomposix) und damit Hinweise
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auf eine Vergrofierung der Ry. Zudem wiesen beide Partikel eine Peakverbreiterung auf, was

auf eine héhere Polydispersitat der Partikel nach der Lagerung in ZKM hindeutet.

Es wurde ein Vergleich zwischen A4F und Ultrazentrifugation als Separationsmethoden fir
NP mit Korona von freien Proteinen und Stabilisatormolekilen durchgefihrt. Hierbei wurden
NP-Dispersion in ZKM mit einem Ag-Gehalt von 500 pg mL™" mittels A4F und mit einem Sil-
bergehalt von 25 ug mL™ mittels Ultrazentrifugation bei 2000 x g eingesetzt. Nach der Sepa-
ration wurden die Koronae der NP mittels 2-DE untersucht. Dabei erwies sich die Methode

der A4F als sensitiver, da sie weniger falsch positive Proteinfunde generierte.

Im Anschluss an die A4F Trennung wurden die Fraktionen mittels DLS untersucht, wobei ein
retentionszeitabhangiger Anstieg der intensitatsgewichteten Ry beider Partikel nach Disper-
sion in ZKM festgestellt wurde. Anschlielend wurden mittels 1-DE die proteinhaltigen Frakti-
onen ermittelt, wonach AgPure eine und Nanocomposix mehrere Proteinfraktionen aufwies.
Fir die weitere Analytik wurde ausschlief3lich diese Fraktion von AgPure genutzt. Bei den
Nanocomposix Partikeln wurde die Fraktion gewahlt, die alle Proteinbanden der weiteren
Fraktionen enthielt. Der mittlere Ry, der AgPure Partikel nahm in den ausgewahlten Fraktio-
nen von 12.4 nm auf 21.9 nm zu, der der Nanocomposix Partikel von 13.1 nm auf 47.2 nm.
Eine nachfolgende SAXS Analytik ergab keine signifikante Erhéhung der Partikelkernradii
nach Dispersion in ZKM und nur geringe Aggregatbildung von etwa flnf Prozent. Nanocom-

posix Partikel wiesen zudem in ZKM eine geringere Polydispersitat auf als in A4F Eluent.

Um die chemische Zusammensetzung der Partikeloberflache zu untersuchen, wurden EDX
Messungen der proteinhaltigen Fraktionen beider NP aufgenommen. An der Oberflache der
NP in A4F Eluent wurde eine erhdhte Konzentration von Sauerstoff nhachgewiesen, welche
durch die Stabilisatoren hervorgerufen wurde. Nach Lagerung in ZKM zeigten die Partikel
eine Akkumulation von Schwefel in der Nahe der NP-Oberflache, welches von Cysteingrup-
pen aus Proteinen stammen kénnte. Um die Zusammensetzung der Proteinkorona zu unter-
suchen, wurden von den proteinhaltigen Fraktionen der Partikel 1-DE und 2-DE Analysen
durchgefiihrt. BSA, das héchst abundante Protein in ZKM, war der Hauptbestandteil beider
Koronae. Zuséatzlich fanden sich bei AgPure sechs und bei Nanocomposix flnf weitere Pro-
teine, wobei die Proteine Serpin B6 und Protein S-100 A auf beiden Partikeln zu finden wa-
ren. Diese Proteine wurden auch in anderen Publikationen als Koronakomponenten erwahnt,
ihre Bedeutung flr die zellulare Aufnahme bzw. auf moégliche NP-Effekte konnten jedoch
nicht nachgewiesen werden. BSA hingegen kann die zellulare Aufnahme von NP unterdru-

cken oder vollstandig unterbinden.
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Die lonenfreisetzung der Partikel nach 24 h bzw. einer Woche in ZKM und Wasser wurde
mittels Dialyse und anschlieRender ICP-MS Analytik evaluiert. Beide Partikel waren im Ver-
suchszeitraum in Wasser stabil, AgPure zeigte jedoch eine deutlich geringere lonenfreiset-
zung (ca. 5 % entgegen ca. 15 % bei Nanocomposix sowohl nach 24 h als auch einer Wo-
che). Die PEO-Gruppen der Stabilisatoren von AgPure sorgen zum einen fur eine Hydrathadl-
le, die es weiteren Wassermolekuilen erschwert, den Silberkern zu erreichen und unter Er-
zeugung von Hydroxylionen Silberionen freizusetzen. Zum anderen sind sie in der Lage, Sil-
berionen durch die Hydroxy- und Carbonylgruppen des Stabilisators zu binden. Diese Eigen-
schaften wies PVP als Stabilisator nicht auf. In ZKM zeigen beide Partikel ahnliches Verhal-
ten mit einer lonenfreisetzung von ca. 15 % (AgPure) und ca. 17 % (Nanocomposix) nach
24 h und ca. 24 % (AgPure) sowie 22 % (Nanocomposix) nach einer Woche. Fur die starkere
lonenfreisetzung in ZKM war die Salzkonzentration entscheidend, wie ein Vergleichsexperi-
ment von AgPure in einer Kochsalzlésung ergab. Bei hohen Salzkonzentrationen wie in ZKM
war das Ausfallen von AgCI vernachlassigbar gering, da die Summe des nachgewiesenen
Silbers im Dialysat und innerhalb der Dialysemembran nur sehr geringe Abweichungen von
der urspringlichen Menge zeigte. Zusatzlich zeigte AgPure eine verzogerte Freisetzung der
lonen, die erst nach ca. 4h begann und daher in der Betrachtung der méglichen Effekte der

Silberionen mit einbezogen werden muss.

Der zweite Teil dieser Arbeit bestand darin, die Toxikodynamik von AgPure im Vergleich zu
Silberionen aus SN in einem humanen Caco-2 Zellmodell, welches ein Abbild des intestina-
len Aufnahmewegs darstellt, zu ermitteln. Kriterien, die zur Wahl der eingesetzten Partikel-
konzentrationen flhrten, waren kein signifikantes apoptotisches Verhalten der Zellen und ein
vergleichbares zytotoxisches Verhalten bei den jeweiligen niedrig bzw. hoch dosierten Be-
handlungskonzentrationen. Die differenzierten Zellen wurden nach Bohmert et al. fur 24 h mit
je zwei Dispersionen von AgPure (2.5 ug Ag mL™", 25 ug Ag mL™") und zwei SN-Lésungen
(0.5 ug AgmL™, 5 ug Ag mL™") behandelt [203]. AnschlieBend wurden die lysierten Zellen
mittels 2-DE untersucht und die Proteinderegulation im Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrollgruppe ausgewertet. Die Proteine mussten hierfur einen FC <--1.4 oder = +1.4 auf-

weisen.

Die bioinformatische Analyse zeigte, dass mit AgPure behandelte Zellen mehr deregulierte
Proteine aufwiesen als mit SN behandelte (308 bei AgPure zu 108 bei SN). Es wurden ins-
gesamt wesentlich mehr Proteine herunter als hochreguliert (286 zu 130). Mit AgPure be-
handelte Zellen wiesen ein Verhaltnis von 232 hoch zu 76 herunterregulierten Proteinen auf.
Die SN Behandlungsgruppe sowohl 54 hoch als auch herunterregulierte Proteine. Caco-2

Zellen zeigen hier eine signifikante Praferenz fur herunterregulierte Proteine durch AgPure,
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wahrend die Behandlung mit SN keine praferentielle Proteinderegulation zur Folge hatte.
Von den fir die spatere bioinformatische Auswertung gewahlten Proteinen konnten 91 % der
hochregulierten und 75 % der herunterregulierten Proteine identifiziert werden. Von den dar-
aus resultierenden 184 Proteinen entfielen 115 spezifisch auf AgPure Behandlungsgruppen,
und 45 waren spezifisch in den SN-Behandlungsgruppen vorhanden. 24 Proteine waren so-
wohl in einer AgPure- als auch einer SN-Gruppe dereguliert, wobei die Ubereinstimmung
zwischen der hohen AgPure und der hohen SN Konzentration am gréfdten war (10 gemein-
same Proteine). Diese Befunde lieferten einen ersten Hinweis auf eine unterschiedliche To-
xikodynamik von Ag-NP und SN.

Die identifizierten Proteine wurden fir eine bioinformatische Analyse mittels IPA genutzt, um
Signaltransduktionswege vorherzusagen, die durch die Behandlung mit NP bzw. SN in den
Zellen verandert wurden. Die in den Zellen aktivierten Funktionen mit der héchsten Signifi-
kanz, der groten Ubereinstimmung mit dem jeweils vorhandenen Proteinmuster, waren bei
den hohen NP- bzw. SN-Konzentrationen Post Translational Modifications, Cell Death and
Survival sowie Protein Folding. Bei den niedrigen NP- bzw. SN-Dosen bestand die einzige
Ubereinstimmung in der Funktion Cellular Development. Eine bessere Ubereinstimmung
zwischen den hohen Dosen war anhand der zuvor festgestellten héheren Ubereinstimmung
von deregulierten Proteinen dieser Gruppen zu erwarten. Die von IPA berechneten Netzwer-
ke beinhalten Transkriptionsregulatoren, deren Aktivierung bzw. Inhibierung Rickschlisse
Uber die in den Zellen angestoRenen Prozesse liefern kdnnen. Es wurden keine signifikant
aktivierten (z-score =22) URs gefunden. Fir alle Behandlungsgruppen wurden mit IPA-
Vorhersagen Uber die Aktivierung bzw. Inhibierung dieser URs und damit verbundener dere-
gulierter Proteine aus den jeweiligen Behandlungsgruppen durchgefihrt. Dabei zeigte sich,
dass sowohl TP53, TNF (bei der niedrigen NP-Dosis), NFkB als auch der Glukokortikoidre-
zeptor NR3C1 bei den NP-Gruppen inhibiert waren, was flr geringe Stresseinwirkung auf die
Zellen sprach, wohingegen NR3C1, TP53, NFkB und TNF bei den SN-Gruppen aktiviert
wurden und damit klare zelluldre Stresssymptome erkennbar waren.In der hoch dosierten
NP-Gruppe wurden trotz aktivierten Inflammatory Disease Signalwegs viele Proteine, die wie
CALR oder GSTP1 mit Entzindungen in Verbindung stehen, negativ reguliert, sprachen also
gegen aktive inflammatorische Prozesse. Da die Exposition der Zellen nur 24 h andauerte
und die NP die lonen, die fur die inflammatorische Reaktion verantwortlich sind, nur langsam
freisetzen, war TNF bei der hohen NP-Konzentration aktiviert. Die Inaktivierung von NFkB
und TP53 lield aber vermuten, dass, im Gegensatz zur hohen SN Konzentration, keine akute
inflammatorische Antwort bestand. Bei der niedrigen NP-Dosis zeigten sich im Gegensatz

zur geringen SN-Dosis gar keine Anzeichen einer inflammatorischen Reaktion.
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Der Nrf2 Signalweg wurde bei beiden NP-Gruppen als inhibiert vorhergesagt, wohingegen
die SN-Gruppen zu einer Aktivierung fuhrten. Dies ging einher mit mehreren hochregulierten
Chaperonen wie HSPA1A bei den SN-Gruppen. Trotz Inhibierung des Signalweges durch
die hoch dosierte NP-Gruppe, wurden jedoch auch in diesem Fall mehrere Chaperone wie
das zuvor beschriebene HSPA1A hochreguliert, was an der héheren Dosis und damit auch
erhdhten lonenfreisetzung lag. Dennoch zeigen die NP-Behandlungsgruppen eher verringer-
te Antwort auf oxidativen Stress, was durch die Funktion der Hydroxylgruppen der NP-
Stabilisatoren erklart wurde, die freie Silberionen abfangen kdnnen. Zudem wurden die lonen
von den NP erst ca. 4 h nach Exposition der Zellen in erhdhtem Malle freigesetzt, so dass
innerhalb der Dauer des Experimentes auch dies ein Grund fur die geringe Entwicklung von

ROS und damit verbundener zellularer Effekte gewesen sein kdnnte.

Die Veranderung der Regulation tumorassoziierter Proteine in den Caco-2 Zellen stellte ei-
nen weiteren Unterschied zwischen NP- und SN-Behandlung dar. Beide NP-Gruppen sowie
die gering konzentrierte SN-Gruppe zeigten eine erhéhte Anzahl von Proteinen deren Dere-
gulationsmuster tumorassoziierter Proteine flr eine Suppression der Tumormerkmale
sprach. Die grote Wirkung in diesem Bereich hatte die hoch dosierte NP-Gruppe. Die hoch
dosierte SN-Gruppe zeigte hingegen eher eine Aktivierung bzw. Beibehaltung der Tumor-
merkmale der Zellen. Generell verlieren Caco-2 Zellen wahrend ihrer Differenzierung Merk-
male von Tumorzellen, eine solch starke Auswirkung wie bei der hohen NP Dosis war damit
jedoch nicht zu erklaren. Da sich die Wirkungen der beiden niedrigen Dosen der Behand-
lungsgruppen glichen, bei den hohen Dosen jedoch grofe Unterschiede bestanden, konnte

in diesem Fall von einer NP-spezifischen Wirkung ausgegangen werden.

Ag- und andere Metall-NP (z.B. Kupfer) stehen in Verbindung mit der Initiierung irregularer
Proteinfaltungen, die, sollte sie nicht durch Chaperone rickgangig gemacht werden, letzt-
endlich nur durch Ubiquitinierung der fehlgefalteten Proteine behoben werden kann. Die
hoch dosierte NP-Gruppe zeigte in diesem Zusammenhang eine vorhergesagte Aktivierung
des Protein-Ubiquitination Signalweges, wahrend bei der gering dosierten SN-Gruppe keine
Aktivierung und bei der hohen SN-Dosis nur eine schwache Aktivierung vorlag. Eine bioin-
formatische Analyse mit IPA fir diesen Signalweg konnte fur die niedrige NP-Dosis nicht
durchgefiihrt werden. Die verringerte Aktivitat des Abbaus fehlgefalteter Proteine im Bereich
der SN-Gruppen kénnte zu einem erhéhten Risiko fir Amyloidosen flihren. Diese Vermutung
wurde durch die Aktivierung des Amyloidosis Signalwegs bzw. des Huntingtons Disease

Signalweges ausschliel3lich durch SN-Gruppen bestatigt.

Aus den Auswertungen der bioinformatischen Analysen lasst sich schlussfolgern, dass die

hier untersuchten Silbernanopartikel und Silberionen eine stark unterschiedliche Toxikody-
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namik aufweisen. Das humane Caco-2 Enterozytenmodell zeigte nach 24 h wesentlich ge-
ringere Stresssymptome nach NP-Behandlung im Vergleich zu der Behandlung mit SN. Da-
bei fuhrte die Freisetzung von Silberionen durch die NP wahrend der Zellexposition zu ahnli-
chen lonenkonzentrationen wie in der SN-Gruppe. Die NP konnten wahrscheinlich dank ihrer
Stabilisatoren und der langsamen lonenfreisetzung fir eine Reduktion von ROS sorgen, die
somit nicht wie beim SN zu ausgepragten zellularen Stresssymptomen fluhrte. Die Effekte
von Ag-NPs mit einer Konzentration von 25 ug Ag mL™" auf ein Modell des menschlichen
Dunndarms kénnen somit als relativ unbedenklich angesehen werden. Die Expositionsdauer
von 24 h ist im Vergleich zur normalen Passagezeit durch den Dunndarm von ca. 8 h auf
jeden Fall ausreichend lang gewahlt. Dabei muss beachtet werden, dass nach 24 h eine wei-
tere lonenfreisetzung durch die NP erfolgte und somit eine langere Exposition neu bewertet
werden musste. Eine Extrapolation dieser Daten auf die Effekte in-vivo ist nicht zu erwagen,
da die Bioverfligbarkeit der Partikel stark mit den Stabilisatoreigenschaften bzw. allgemein
den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Partikel variiert. Studien an Ratten zur ora-
len Aufnahme der auch in dieser Arbeit verwendeten NP zeigte jedoch selbst bei einer hohen
taglich verabreichten NP-Dosis keine akuten zellularen Stressymptome. Dies sind Hinweise,
dass auch die in dieser Arbeit verwendeten NP-Konzentrationen zumindest im Tierexperi-

ment keine akute Toxizitat bzw. zellularen Effekte hervorrufen wiirden.
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7 Ausblick

Diese Arbeit konnte zeigen, dass eine physikalisch-chemische Charakterisierung der Partikel
in bzw. vor in-vitro Experimenten notwendig ist, um Partikelmodifikationen durch Agglomera-
tion, Proteine oder lonenfreisetzung zu evaluieren, da diese einen signifikanten Einfluss auf
die molekularen Wirkungen der NP nehmen kdnnen. In weiteren Arbeitsschritten kdnnte zu-
satzlich zur Koronakomposition mittels einzeln ausgewahlter ZKM-Proteinen die Adsorpti-
onskinetik der Partikel untersucht werden. In einem nachsten Schritt kdnnte diese dann mit
verschiedenen Partikelkernmaterialien bzw. Stabilisatoren untersucht werden. Mittels EDX-
Messungen konnten Bilder der Zusammensetzung der Partikelkorona wahrend der in-vitro
Versuche im zeitlichen Verlauf aufgenommen werden, um zum einen die Veranderung der
Korona zu betrachten und zum anderen die Depletion mdglicher essentieller Zellbestandtei-
le. AuRerdem ware ein Vergleich der Aufnahme von NP mit verschiedenen Koronae in Zellen
und die damit verbundene Préaferenz bestimmter Koronaproteine eine sinnvolle Erweiterung
der bisherigen Arbeiten. Auch eine Verifizierung von IPA vorhergesagter Proteine mittels
Western-Blot und Polymeraser Kettenreaktion ware fir eine bessere Interpretation der IPA-

Daten sinnvoll.

Da das Caco-2 Modell nur einen spaten Zeitpunkt der oralen Aufnahme wiedergibt, ware
eine Betrachtung der proteomischen Antwort der Caco-Zellen nach einem kunstlichen Ver-
dau, der die Mund- und Magenbedingungen widerspiegelt, eine sinnvolle Erganzung. Zusatz-
lich kdnnte das Caco-2 Modell in einer Co-Kultur mit HT-29 Zellen ein besseres Abbild des
menschlichen Darmes darstellen, da eine schleimbildende Komponente hinzugefligt wirde.
Diese Schritte werden aber die Analytik der Partikel erschweren, da die entstehende Korona
noch komplexer wird und Glykoproteine wie Mucine sowohl die A4F Trennung als auch die
2-DE Analytik erschweren.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

1-DE Eindimensionale SDS-Gelelektrophorese
2-DE Zweidimensionale SDS-Gelelektrophorese
ALT Alanin-Transaminase

AST Aspartat-Transaminase

BSA Bovines Serumalbumin

A4F Asymmetrischer Fluss-Feldflussfraktionierung
Ag-NP Silbernanopartikel

AP2.5, AP25 Behandlungsgruppen der Caco-2 Zellkultur mit einer AgPure-Konzentration von 2.5 ug
Ag mL" bzw. 25 pyg Ag mL™

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonium]-1-Propansulfonat

Cl Chemische lonisierung

DLS Dynamische Lichtstreuung

DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EDX Elektronendispersive Rontgenfluoreszenz

El Elektrische lonisierung

ER Endoplasmatisches Retikulum

FC Fold Change (Anderung der Quantitat der Expression eines Proteins)

FFF Feldflussfraktionierung

FKS Fotales Kalberserum

GPC Gelpermeationschromatographie

HPLC Hochdruckflissigchromatographie

ICP-MS Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma

ICR lonen-Cyclotron Resonanz Analysatoren

IL Interleukine

IR Infrarot

IPA Ingenuity Pathway Analysis

ITS Zellkulturmedium (DMEM) angereichert mit Insulin (ca. 4 pg mL'1), Transferrin (ca.
4 ug mL'1) und Natriumselenid (ca. 5 ug mL'1)

MS Massenspektrometrie

MWCO MolekulargewichtsgréRenausschluss

NP Nanopartikel

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung

PEO Polyethylenoxid

PDI Polydispersitatsindex

PES Polyethersulfon

PVP Polyvinylpyrrolidon
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R Widerstand

RI Brechungsindex

Ry Hydrodynamischer Radius
SAXS Small Angle X-Ray Scattering
SDS Natriumdodecylsulfat

SLS Statische Lichtstreuung

SN Silbernitrat

SN5, SNO0.5 Behandlungsgruppen der Caco-2 Zellkultur mit einer Silbernitratkonzentration von 5
bzw. 0.5 ug Ag mL"

SPR Oberflachenplasmonenresonanz

Tagat® TOV Polyoxyethylen (25)-glycerin-trioleat

TEM Transmissionselektronenmikroskopie

Tween20™  Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat

TOC Total Organic Carbon (Gesamtkohlenstoffgehalt)
ToF Flugzeitmassenanalysator
UR Transkriptionsregulator
uv Ultraviolett
WWIC Woodrow Wilson International Center for Scholars
ZKM Zellkulturmedium (DMEM) inklusive 10% fétalem Kalberserum (= 0.35 g Gesamtpro-
tein L")
Proteinabkiirzungen
ACADS Short chain specific acyl Coa dehydrogenase
ACLY ATP citrate synthase
ANXA4 Annexin A4
APOE Apolipoprotein 1
ARF1 Arf-gap with SH3 domain
CALR Calreticulin
CAPZB CapZB Protein
CAT Catalase
CCT5 T-Complex Protein 1
CCTS8 T-Complex Protein 1 Subunit Theta
CES1 Metallothionein 2
cLAP CARD-Like Apoptotic Protein
CLNS1A Methylosome subunit
DAXX Death Domain Associated Protein 6
DBI Acyl Coa binding protein
ECHS1 Enoyl CoA hydratase
GLUD1 Glutamate dehydrogenase
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GLUL
GMPS
GRIN2A
GRSF1
GSTO1
GSTP1
HSP27
HSP90AA1
HSP90B1
HSPA1A/1B
HSPB7
HSPD1
HtrA2
IDH1
IL-10
KRT1
KRT10
KRT18
KRT19
KRT7
MOK
NADPH
NFE2L2
NFkB
NQO1
NR3C1
NUDT5
OPTN
PDGFRA
PDIAG
PGK1
TAX1BP1
TCP1
TNF-a
TP53
TRAP1
TUBB4
VDAC2

Glutamine synthetase

GMP synthase

Glutamat receptor ionotropic

G-Rich Sequence Factor 1

Glutathione S transferase omega
Glutathione S-Transferase P

Heat Shock Protein Beta 1

Heat shock protein HSP-90 alpha

Heat Shock Protein 90 B1

Heat Shock 70 kDa Protein

Heat Shock Protein B7

60 kDa Heat Shock Protein

Serine Protease

Isocitrate dehydrogenase

Interleukin 10

Keratin 1

Keratin 10

Keratin18

Keratin19

Keratin7

MAPK/MAK/MRK overlapping kinase
Nicotine Adenine Dinucleotide Phosphate
Nuclear factor (erythroid-derived-2) like 2
Nuclear Factor Kappa Light Chain Enhancer of Activated B-Cells
Dehydrogenase Quinone 1

Nuclear Receptor Subfamily 3 Group C Member 1
ADP Sugar Pyrophosphatase

Optineurin

Platelet derived growth factor receptor alpha
Protein disulfide isomerase
Phosphoglycerate kinase

Tax 1 binding protein

T complex protein subunit alpha

Tumor Necrosis Factor-a
Cellular Tumor Antigen p53

Heat Shock Protein 75 kDa

Tubulin Beta-4 Chain

Voltage-Dependent Anion-Selective Channel Protein
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10 Anhang

10.1 Tabellen

Tabelle 10 Hochregulierte Proteine der AgPure Behandlungsgruppen

Behandlungsgruppe Protein Beschreibung Funktion '\g?:\grsee FC Unlllgrot
Zinc finger protein 732 Transkriptions Regulator 63 3,79 B4DXR9
Heat shock protein beta-7 Chaperon 48 2,47 Q9UBY9
Creatine kinase B-type Kinase 241 2,42 P12277
Heat shock 70 kDa protein 1 Chaperon 183 2,42 P08107
Elongation factor 2 Kinase 185 1,837 | 000418
60 kDa heat shock protein, Chaperon 131 | 1,727 | P10809
mitochondrial
Heat shock protein 75 kDa, Chaperon 95 | 1722 | Q12931
mitochondrial
Serpin B7 Reg“"er“’l‘fsger Proteo- | 47 | 1703 | 075635
GMP synthase Enzym 70 1,577 P49915
FK506-binding protein 4 Kinase 48 1,563 | Q92790
RIB43A-like wit.h coiled coils unbekannt 57 1544 | Q9HAK1
protein 2
268 protease regulatory .

T—E' subunit S10B Peptidase 130 1,512 | P62333
2 14-3-3 Protein beta/alpha Transkriptionsregulator 120 1,511 P31946
Q Putative Ribosomal RNA
Q large subunit methyltransfer- Enzym 71 1,504 | Q9UI43
>
a ase 2
(@)}
< FK506-binding protein 4 Kinase 71 1,473 Q92790

Zinc finger protein 34 Transkriptionsregulator 62 1,468 | Q9H4K1
Glycerol-3-phosphate dehyd- Enzym 62 | 1466 | P43304
rogenase, mitochondrial
Heat shock 70 kDa protein 1L Chaperon 179 1,450 P34931
Aldehyde dehydrogenase, Enzym 72 | 1,447 | P05091
mitochondrial
Proteasome SLébunlt beta type Peptidase 49 1,431 P49720
Developmentally regulated . .
GTP-binding protein 2 Signaltransduktion 44 1,425 P55039
Eukaryotic translation initia- .
tion factor 3 subunit | Translationsregulator 90 1,404 | Q13347
Thioredoxin domain- Elektronentransfer 60 1,99 | TXND5
containing protein 5
Actin-related protein 3 ATP-Bindung 187 1,48 ARP3
Keratin, type Il cytoskeletal 8 Zytokeratin 275 2,54 K2C8




GMP synthase Enzym 152 1,75 GUAA
Liver carboxylesterase 1 Enzym 184 1,6 EST1
Zinc finger protein 468 Transkriptionsregulator 55 1,44 ZN468
Catalase Enzym 78 1,4 CATA
ATP-dependent RNA hel-
icase DDX3X Enzym 185 1,84 DDX3X
PonnponucIeohde nucleo- Transport 118 2.36 PNPT1
tidyltransferase1
Annexin A6 Calciumionenbindung 118 1,54 ANXAG
Cytosol aminopeptidase Enzm 203 1,45 AMPL
Tudor domain-containing . .
protein PHF20L 1 Zinkionenbindung 65 1,51 ABMW9I2
Ras-related protein Rab-30 Enzym 38 2,049 | Q15771
Polymerase de!ta—lnteractlng DNA-Bindung 110 1,778 | Qov2s7
protein 2
- Serpin B7 Proteolyseregulator 43 1,618 | O75635
—
£ Heterogeneous nuclear ribo- RNA Bindung 91 1,564 | P14866
3 nucleoprotein L
0 . - » .
?, 40s nbosqmal protein S4, X Positive Regulgtlon der 36 1,403 P62701
= isoform Proliferation
o
o) Chaperon containing TCP1,
< subunit 7 Chaperon 125 1,460 | Q99832
Polyriponucleotide nucleo- Transport 118 1,98 PNPT1
tidyltransferase1
ATP-citrate synthase Enzym 40 1,400 P53396
. . 2,48/
Cytokeratin 18 Zytokeratin 112 175 P05783
. . . . 2,36/
Optineurin Signaltransduktion 81 108 P13639
. . 1,82/
Elongation factor 2 Translationsregulator 189 208 Q96CV9
Tabelle 11 Hochregulierte Tabellen der Silbernitrat Behandlungsgruppen
Behandlungsgruppe Protein Beschreibung Funktion Mowse FC Uniprot
Score ID
Glutamatg dehydrogenase 1, Enzym 233 232 P00367
mitochondrial
7, Kinesin heavy chain isoform 5A ATP Bindung 45 1,71 Q12840
IS
g
0 phosphoglycerate kinase 1 Phosphoprotein 126 1,64 P00558
S
%
< Heat shock 70 kDa protein 1B Chaperon 104 1,56 P08107
Tax1-binding protein 1 homolog Apoptose 85 1,46 | Q86VP1




DDX3X

Tubulin beta-2C chain OS GTP Bindung 137 1,43 P68371
60 kDa heat shock protein, Chaperon 82 1,42 | P10809
mitochondrial
Protein disulfide-isomerase A6 Chaperon 161 1,42 Q15084
Ras related protein Rab-1A Proteintransport 43 1,433 | P62820
Succinate dehydrogenase
[ubiquinone] flavoprotein subu- Enzym 118 1,418 | P31040
nit, mitochondrial
NSFL1 cofactor p47 Lipid Bindung 110 1,417 | Q9UNZ2
Thioredoxin domain-containing Elektronentransfer 60 22 | TXND5
protein 5
Actin-related protein 3 ATP-Bindung 187 1,43 ARP3
Keratin, type |l cytoskeletal 8 Zytokeratin 275 1,57 K2C8
ATP-dependent RNA helicase
DDX3X Enzym 185 1,55 DDX3X
Polyriponucleotide nucleo- Transport 118 1,58 PNPT1
tidyltransferase1
Glutamatg dehydrogenase 1, Enzym 142 2018 | P00367
mitochondrial
Keratin, type Il cytoskeletal 1 Zytokeratin 106 1,735 | P04264
Chain B, Human Branched-
Chain Alpha-Keto Acid Dehy- Enzym 146 1,591 | P11182
drogenase
Glutamine synthetase Enzym 52 1,538 | P15104
T Far upstream element-binding e
| . Transkriptionsregulator 121 1,536 | Q92945
c protein 2
g2
0 Heat shock protein 75 kDa,
C:-’ mitochondrial Chaperon 149 1,447 | Q12931
S
< Plastin-2 Calciumionenbindung 125 1,406 | P13796
Liver carboxylesterase 1 Enzym 184 1,7 EST1
Zinc finger protein 468 Transkriptionsregulator 55 1,67 ZN468
Catalase Enzym 78 1,45 CATA
ATP-dependent RNA helicase Enzym 185 1,63 DDX3X




Annexin A6 Calciumionionenbindung 118 1,53 ANXAB

Cytosol aminopeptidase enzme 203 1,42 AMPL
Elongation factor 2 GTP Bindung 189 1,558 | P13639
Acyl-coenzyme A thioesterase Enzym 75 1,753 | Q86TX2
Optineurin Signaltransduktion 81 1,700 | Q96CV9

Keratin, type 1 cytoskeletal 18 Zytokeratin 349 1,578 | P05783
AcyI-c]?en;yme A synthetase Enzym 230 1,705 | Q9B6CMS

amily member 2

Phe”y";'l"j‘t’)‘liﬂﬁt' t;';f ligase Enzym 140 | 1,528 | QONSD9
Aconitate hydratase Enzym 104 1,547 | Q99798
Keratin, type Il, cytoskeletal 1 Zytokeratin 68 1,741 P04264

Tabelle 12 Herunterregulierte Proteine der AgPure Behandlungsgruppen.

Behandlungsgruppe Protein Beschreibung Funktion '\gcc)‘gfee FC Uniprot ID
Dihydrolipoyllysine-
residue succinyltransfer- Enzym 71 1,41 P36957
ase component of 2-
oxoglutarate
GTP-binding protein .
SARIa Proteintransport 135 -1,41 QINR31
Chaperonin containing
TCP1, subunit 5 (epsilon) Chaperon 71 141 | P48643
- KIAA0193 Proteolyse 54 -1,41 Q12765
—
1S CGI-52 protein Transport 72 -1,41 Q9Y365
(o))
o Esterase
N D/formylglutathione hyd- Enzym 81 -1,42 P10768
2 rolase
o
=2 Growth factor receptor- SH3-Domanen Bin-
< bound protein 2 isoform 1 dung 130 -1.42 P62993
Glyoxylase domain-
containing protein 4 Enzym 136 -1,42 QOY3E8
T-complex protein 1 sub-
unit alpha (TCP-1-alpha) )
(CCT-alpha) (65 kDa Chaperon 122 1,43 P17987
antigen)
Pre-mRNA-processing DNA Bindung 83 143 | Q94906
factor 6




FAST kinase domain-

o ) Kinase 37 -1,43 Q14Cz7
containing protein 3
Tu translation elongation GTP Bindung 191 | -144 | P49t
factor, mitochondrial
D-Igctate dehydrogenase Enzym 92 1,45 Q86WU2
isoform 2 precursor
heterogeneous nuclear RNA Bindung 121 1,45 | 060506
ribonucleoprotein H1
Phosphoserine phospha- Enzym 134 1,45 P78330
tase
glutathionePS1-::ransferase- Enzym 146 145 P09211
Mitochondrial inner Membranprotein 61 -1,46 Q3B7X4
membrane protein
Rab GDP dissociation Proteintransport 150 | -146 | P50395
inhibitor beta
sorcin isoform a Calcium-Bindung 48 -1,47 P30626
Voltage-dependent anion-
selective channel protein lonentransport 69 -1,47 P45880
2
Apolipoprotein E Lipidtransport 74 -1,47 P02649
Purine nucleoside phos- Enzym 115 1,47 P00491
phorylase
Cytosol aminopeptidase Enzym 166 -1,48 P28838
Peregrin Transkriptionsregulator 45 -1,48 P55201
Th|osulf?te sulfurtrans- Enzym 108 -1,49 Q16762
erase
F-actin-capping protein Actin Bindung 133 -1,49 P47756
subunit beta
Ubiquitin carboxyl- Enzym 48 A5 P54578
terminal hydrolase
Pre-mRNA-splicing factor | oA prozessierung 78 1,51 075934
SPF27
Calcium-binding mito-
chondrial carrier protein lonentransport 81 -1,52 Q6NUK1
SCaMC-1
Homeobox protein Hox- -
B4 Transkriptionsregulator 38 -1,52 P17483
Alanyl-tRNA syn?hetase, Enzym 52 1,52 P49588
cytoplasmic
Short/branched chain
specific acyl-CoA dehy- Enzym 77 -1,52 P45954
drogenase, mitochondrial
Thlosulf?te sulfurtrans- Enzym 108 1,53 Q16762
erase
Delta-aminolevulinic acid Enzym 64 -1,54 P13716
dehydratase
Keratin, “{gle 1'gcyt°s"e'e' Zytokeratin 79 154 | P08727
Cytosol aminopeptidase Enzym 82 -1,54 P28838
Enoyl-CoA hydratase, Enzym 69 -1,56 P30084




mitochondrial

Annexin A7 Calcium Bindung 88 -1,58 P20073
Cartilage mtermedlate Immunglgbulln Doma- 39 1,59 075339
layer protein 1 nen Signalgeber
ATP-sensitive inward
rectifier potassium chan- lon transport 35 -1,6 Q99712
nel 15
Delta(3,5)-Delta(2,4)-
dienoyl-CoA isomerase, Enzym 100 -1,61 Q13011
mitochondrial
Regulation of nuclear pre-
mMRNA domain-containing | Transkriptionsregulator 81 -1,62 Q9NQG5
protein 1B
Glutathione transferase Enzym 66 165 P78417
omega-1
Annexin A5 Calcium Bindung 105 -1,65 P08758
Progestgrone-lnduced- Progesteronmediator 38 -1,66 Q8WXW3
blocking factor 1
Annexin A4 Calcium Bindung 149 -1,68 P09525
Programmed cell death 6- Zelltod 53 1,72 | Q8WUM4
interacting protein
Scavenger mRNA-
decapping Enzym DcpS Enzym 157 -1,77 Q96C86
acyl-Coenzyme A dehy-
drogenase, C-2 to C-3 Enzym 69 -1,78 E5KSD5
short chain precursor
mitochondrial short-chain
enoyl-coenzyme A hydra- Enzym 166 -1,84 P30084
tase 1 precursor
glutathionePS1-(t:ransferase- Enzym 188 1.9 P09211
isocitrate dehydrogenase
3 (NAD+) alpha precursor Enzym 167 -1.91 P50213
annexin IV Calcium Bindung 220 -1,91 P09525
Cell death a<|:3t|vator CIDE- Apoptose 56 1,96 Q9UHD4
3-mercaptopyruvate sul- Enzym 157 1,98 P25325
furtransferase
Ornithine .aminotrar?sfera- Enzym 411 2,01 P04181
se, mitochondrial
Regucalcin Cacliumtransport 48 -2,04 Q15493
Sec1 family domain- Proteintransport 40 -2,11 Q8WVMS
containing protein 1
Isocitrate dehydrogenase
[NADP] cytoplasmic Enzym 87 -2,18 075874
calreticulin Calciumtransport 52 -1,41 P27797
Endophilin-B1 Apoptose 29 -1,92 SHLBA1
SH3 adapter protein A
SPIN90 Protein Bindung 35 -1,82 SPN90
T-complex protein 1 sub- ATP Bindung 68 2,2 TCPQ

unit theta

VI




L-lactate dehydrogenase

unit theta

B chain Enzym 85 -1,45 LDHB
Succinyl-CoA ligase
[ADP-forming] subunit Enzym 72 -1,43 SUCBH1
beta
Serine protease HTRA2, Enzvm 74 47 HTRA2
mitochondrial y ’
Mitogen-activated protein .
kinase MLT ATP Bindung 61 -1,45 MLTK
Enoyl-CoA hydratase, Enzym 52 217 ECHM
mitochondrial ’
RAB GTPase-activating
protein 1-like Enzym 46 -2,13 RBG1L
Thiosulfate sulfurtrans- Enzvm 59 208 THTR
ferase y ’
Proteasome su_bunlt al- Apoptose 108 1,49 PSA2
pha type-2
_Polymerase delta- DNA Bindung 146 | 149 | PDIP2
interacting protein 2
Glutamate [NMDA] recep- lonentransport 62 -1,42 Q12879
tor subunit epsilon-1
quinolinate phosphoribo- Enzvm 86 143 Q15274
syl transferase y ’
similar to lysophospholi- 76 144 Q5VWZ2
pase ’
ADP-ribosylation factor
interacting protein 1 iso- Proteintransport 68 -1,49 P84077
form 1
Ethanolamine-phosphate
cytidylyltransferase, Enzym a4 1,51 Q99447
NAD(P)H dehydrogena- Enzym 53 152 | P15559
se, quinone 2
T Exosome complex
= exonuclease RRP42 Enzym 69 -1.56 Q15024
= N(G).N(G)-
“N’- dimethylarginine dime- Enzym 82 -1,57 095865
) thylaminohydrolase 2
>
o i -
= keratin 1, type Il, cytoske Zytokeratin 101 57 | P08729
< letal
Keratin, type 1'0°yt°Ske'e' Zytokeratin 112 | 158 | P13645
succinate dehydrogenase
complex, subunit A, fla- Enzym 128 -1,6 P31040
voprotein precursor
tumor rejection antigen Zytoskelett 176 | 196 | P35527
(9p96) 1
Keratin, type % oytoscele- Zytokeratin 78 1,86 | Q5CAQS5
SH3 adapter protein A
SPIN9O Protein Bindung 35 -1,89 SPN90
T-complex protein 1 sub- ATP Bindung 68 | -167 | TCPQ

VII




Enoyl-CoA hydratase, Enzym 52 1,45 ECHM
mitochondrial
Enoyl-CoA hydratase Enzym 40 -2,2 P30084
Aldose 1-epimerase Enzym 65 -1,7 Q96C23
Zinc finger protein 658 Transkriptionsregulator 54 -2,71 Q5TYW1
Heat shock protein beta-7 Chaperon 60 -1,59 P35385
Putative ankyrin repeat
domain-containing protein unbekannt 34 -2,17 Q6NSI1
DnaJ homolg subfamily C
member 15 Chaperon 39 -2,4 Q9Y5T4
PTB domain-containing
engulfment adapter pro- Apoptose 55 -2 Q9UBP9
tein 1
T-complex protein 1 sub- Chaperon 169 | -223 | P50990
unit theta
cAMP-dependent protein
kinase type Il alpha regu- cAMP Bindung 77 -1,78 P13861
latory subunit
Keratin, pe | oytoskele- Zytokeratin 57 181 | P04264
ADP-sugar pyrophospha- Enzym 84 41,67 | QOUKK9
tase
Tabelle 13 Herunterregulierte Proteine der Silbernitrat Behandlungsgruppen
Protein Beschrei- . Mowse .
Behandlungsgruppe bung Funktion Score FC Uniprot ID
Elongation factor 112 1,47 P26641
1-gamma
Acetyl-coenzyme
A synthetase 2-
like, mitochondri- Enzym 73 -1,52 QINUB1
al
Heat shock pro-
tein HSP 90- Chaperon 60 -1,63 P07900
- alpha
T‘EI Keratin, type 1
eratin, ty, . )
) cytoskeletal 9 Zytokeratin 125 1,64 P535527
w
S T-complex pro-
Z tein 1 subunit ATP Bindung 68 -1,45 TCPQ
()]
< theta
Succinyl-CoA
ligase [ADP- Enzym 72 1,49 SUCB1
forming] subunit
beta
Serine protease
HTRA2, mito- Enzym 74 -1,56 HTRA2
chondrial
Mitogen-activated ATP Bindung 61 -1,92 MLTK

VIiI




protein kinase
MLT

Enoyl-CoA hydra-

tase, mitochond- Enzym 52 -1,49 ECHM
rial
Thiosulfate sulfur- Enzym 59 1,45 THTR
transferase
Polymerase del-
ta-interacting DNA Bindung 146 -1,64 PDIP2
protein 2
Tudor domain-
containing protein Zinkionen Bindung 65 1,43 ABMW9I2
PHF20L1
Histone-lysine N-
methyltransferase Enzym 2 -1.56 Qo6L73
WD repeat-
containing protein Ribosom Biogenese 70 -1,72 Q9GZL7
12
Zinc finger pro- . .
tein 6588 Signaltransduktion 62 -2,78 Q4V348
Endophilin-B1 Apoptose 29 -1,56 SHLB1
- SH3 adapter A
TEI protein SPIN9O Protein Bindung 35 -1,52 SPN90
= T-complex pro-
0 tein 1 subunit ATP Bindung 68 -1,67 TCPQ
< theta
2 L-lactate dehyd
-lactate dehyd- )
< rogenase B chain Enzym 85 1.47 LDHB
Enoyl-CoA hydra-
tase, mitochond- Enzym 52 -1,59 ECHM
rial
RAB GTPase-
activating protein Enzym 46 -1,49 RBG1L
1-like
Proteasome
subunit alpha Apoptose 108 -1,41 PSA2
type-2
Acyl-CoA-binding Transport 44 1,9 P07108
protein
Keratin, type 1 .
cytoskeletal 9 Zytokeratin 88 -2,38 P35527
ADP sugar pyro- )
phosphatase Enzym 84 1,79 Q9UKK9
Aldose 1- Enzym 65 1,48 Q96C23
epimerase
Methylosome
subunit pICIn Transport 46 -1,67 P54105
PCTP-like protein Lipidtransport 55 -1,58 Q9Y365
cAMP-dependent
protein kinase CAMP Bindung 77 -2,16 P13861
type ll-alpha
regulatory subunit
Zinc finger pro- | Transkriptionsregulator 55 -1,47 Q2M3W8

IX




tein 181

Protein disulfide-

isomerase A3 Enzym 104 -1,93 P30101
G-rich sequence mRNA Bindung 47 -1,48 Q12849
factor 1
T-complex pro-
tein 1 subunit ATP Bindung 92 -1,44 P50990
theta
Glutathione S- Enzym 153 2,16 P09211

transferase P
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Abbildung 54: Ausschnitt aus dem Signalweg Nrf2 Mediated Oxidative Stress Response fir beide NP-Gruppen.
Dieser Ausschnitt wurde gewahlt, weil in ihm die experimentell ermittelten deregulierten Proteine zu finden sind.

Die IPA-Daten deuten in diesem Fall auf eine Inhibierung des Signalweges bzw. enthaltener relevanter Funktio-

nen hin.
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Abbildung 55: Ausschnitt aus dem Signalweg Nrf2 Mediated Oxidative Stress Response fir beide SN-Gruppen.

Dieser Ausschnitt wurde gewahlt, weil in ihm die experimentell ermittelten deregulierten Proteine zu finden sind.
Die IPA Daten deuten in diesem Fall auf eine Aktivierung des Signalweges bzw. relevanter enthaltener Funktio-

nen hin.
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Abbildung 56 Ausschnitt aus dem Apoptose Signaltransduktionsweg fiir Ap25 und SN5, der die Inhibierung der

Caspasen 3, 6, 7 und 9 und damit die Inhibierung der Apoptose voraussagt. Dieser Ausschnitt des Signalweges
wurde gewahlt, da in ihm die experimentell ermittelten deregulierten Proteine zu erkennen sind. Die meisten an

der Apoptose beteiligten Prozesse sind inhibiert und damit prognostiziert IPA ebenfalls die Inhibierung des Sig-

nalweges.
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Abbildung 57: Ausschnitt aus dem FasL-Signalweg fiir AP25. Die IPA-Prognose sieht eine Inhibierung der

Caspasen 3, 6, 7 und 9 vor und damit eine Inhibierung des gesamten Signalweges.
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Abbildung 58: Ausschnitt aus dem FasL-Signalweg fiir SN5. Die IPA-Prognose sieht eine Inhibierung der Caspa-

sen 3, 6, 7 und 9 vor und damit eine Inhibierung des gesamten Signalweges.
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Abbildung 59 Ausschnitt aus dem FasL-Signalweg fur AP2.5. Die IPA-Prognose sieht eine leichte Aktivierung der

Caspasen 3, 6, 7 und 9 vor und damit eine Aktivierung des gesamten Signalweges.
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Abbildung 60 Ausschnitt aus dem Platelet Derived Growth Factor (PDGF)-Signalweg fir AP25. IPA prognostiziert

die Aktivierung des Signalweges und damit der Funktion Cell Survival.
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Abbildung 61: Ausschnitt aus dem Ubiquitination-Signalweg fir AP2.5. Die Inhibierung des Signalweges wird

wegen der Inhibierung bestimmter Teilbereiche wie dem Refolding durch IPA vorausgesagt.
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Abbildung 62: Ausschnitt aus dem Ubiquitination-Signalweg fir AP25. Die Aktivierung des Signalweges wird

wegen der Aktivierung des Proteasoms PA28 und anderer Teilbereiche durch IPA vorausgesagt.

XIX



Ub) Regulation of processes:
W o o 1.DNA repair
N 2 2 Endocytosis of cell surface receptors
(polyubigitinated) Alternate linkage chn ol !
Typical linkage
K48
Proteasome
PAT700/208
> RN Tmzni

PSMBE PSMBS  PSMBI0

I D A ¢

> el e

1! Immunoproteasome

Antigen processing \
., PA28/20S

THIMET

ot 4

Bedeutung

Zytokin

Wachstumsfaktor

Chemikalie/Arzneimittel

Enzym

OO0

G-Protein gekoppelter Rezeptor

lonen-Kanal

=
-

Kinase

Liganden abhangiger nuklearer
Rezeptor

Peptidase

Phosphatase

Transkriptionsregulator

Trasnaltionsregulator

Transmembraner Rezeptor

Transporter

microRNA

Complex/Gruppe

olojalpico|lQ(¢ O (<

Andere

stark schwach

=) hoch reguliert (&)

(@) herunter reguliert ()

eher sicher eher unsicher

@ vorhergesagte Aktivierung @

@D vorhergesagte Inhibierung &

fuhrt zur Aktivierung

fuhrt zur Inhibierung
inkonsistente Datenlage

keine Vorhersage mdéglich

Abbildung 63: Ausschnitt aus dem Ubiquitination-Signalweg fur SN0.5. Die Inhibierung des Signalweges wird

wegen der Inhibierung des Proteasoms PA28 und anderer Teilbereiche durch IPA vorausgesagt.
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Abbildung 64: Ausschnitt aus dem Ubiquitination-Signalweg fiir SN5. Die Aktivierung wird wegen der Aktivierung

des Prozesses Polyubiquitination durch IPA vorausgesagt.
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Abbildung 65: Ausschnitt aus dem Huntigtons Disease-Signalweg fiir SN5. Die Aktivierung des Signalweges wird

durch IPA wegen der Aktivierung der perinuklearer Inklusionen vorausgesagt.
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