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Kurzfassung

Der Marktanteil von kommerziell erhaltlichen Produkten, die Nanopartikel enthalten,
z.B. Sonnencremes, Zahnpasten, Textilien, Nuckel, Babyflaschen etc., ist in den letz-
ten Jahren rasant angestiegen. Da die Auswirkungen von Nanopartikeln auf den
menschlichen Organismus nicht abgeschétzt werden kénnen, ist die Erforschung die-
ser Wechselwirkung von groBBem gesellschaftlichem Interesse. Im Rahmen dieser Ar-
beit wurden offene Fragestellungen zur Bildung und Aufldsung von Nanopartikeln und
zur Wechselwirkung von Nanomaterialien mit humanen Zellen und humaner Haut dis-
kutiert und beantwortet. Die drei grundlegenden Motivationen waren: erstens, die Er-
forschung, welche Nanopartikelmaterialien mit verschiedenen Oberflachenfunktionali-
sierungen bevorzugt in den Zellkern eindringen, zweitens, welche Nanopartikelform
bevorzugt von verschiedenen Zellen aufgenommen werden, und drittens, in welche
Schichten Nanopartikel der nativen und nicht-nativen Humanhaut penetrieren. Im Fol-
genden werden die erzielten Ergebnisse kurz prasentiert:

Der Zellkern ist die wichtigste subzellulare Einheit, in der unter anderem die Duplizie-
rung der DNA stattfindet. Mittels Cryo-Réntgenmikroskopie/-tomographie und Trans-
missionselektronenmikroskopie konnte nachgewiesen werden, dass Goldnanopartikel
mit Citrat-Funktionalisierung mit einem Durchmesser von (60+£5) nm im Verhaltnis zu
Silicananopartikeln mit einem Durchmesser von (51+2) nm und Goldnanopartikeln mit
Silicaschale mit einem Durchmesser von (68+8) nm in den Zellkern humaner Kera-
tinozyten aufgenommen werden. Zudem fihrten Citrat-funktionalisierte Goldnanopar-
tikel zu einer starkeren Verminderung der Viabilitdt der Zellen im Vergleich zu Nano-
partikeln mit Silanolatoberflache (Silicananopartikel und Goldnanopartikel mit Silica-
schale).

Silbernanopartikel werden aufgrund ihrer antimikrobiellen Eigenschaften in zahlrei-
chen Konsumprodukten eingesetzt, sodass eine intensive Wechselwirkung mit Men-
schen nicht ausgeschlossen werden kann. Silbernanopartikel sind bekannt flir zytoto-
xische Effekte, die auf der Freisetzung von Silberionen in wassrigen Systemen beru-
hen. Mittels UV/VIS-Spektroskopie, Elektronenmikroskopie und Atomabsorptions-
spektrometrie wurde die Auflésung von trigonalen Silbernanoprismen mit der Aufld-
sung ihrer sphérischen Analoga in verschiedenen Medien verglichen. Dabei zeigte
sich, dass Medien, die vergleichbar zum Zytoplasma sind, z.B. isotonische Kochsalz-
I6sung (pH 7) und isotonischer Acetatpuffer (pH 4) im Verhaltnis zu Reinstwasser (pH



7) oder Acetatpuffer (pH 4), die trigonalen Silbernanoprismen am starksten anlésten.
Spharische Analoga wurden in diesen Medien starker angelést als trigonal-prismati-
sche Silbernanopartikel.

AnschlieBend wurde die formabhangige Aufnahme von Silbernanopartikeln in humane
Stammzellen und humane Keratinozyten untersucht. Mittels Atomabsorptionsspektro-
metrie und Transmissionselektronenmikroskopie konnte gezeigt werden, dass trigo-
nale Silbernanoprismen in deutlich héherer Quantitét von Stammzellen aufgenommen
wurden, wahrend spharische Silbernanopartikel in héherer Quantitat von Keratinozy-
ten aufgenommen wurden. Dieser Effekt wird der geringeren Biegesteifigkeit von hu-
manen Stammzellen im Vergleich zu Keratinozyten zugesprochen. Aufgrund der er-
hdhten Elastizitat kann es zu einer VergréBerung der Adhasionsenergie der trigonalen
Prismen kommen, da die Verformung der Membran weniger Energie bedarf. In der
Transmissionselekironenmikroskopie zeigte sich, dass sphérische Silbernanopartikel
innerhalb von Zellen deutlich dichtere Aggregate bildeten als trigonale Silbernanopris-
men. Mittels Rastertransmissionsréntgenmikroskopie konnten nur wenige trigonale
Silbernanoprismen, aber zahlreiche Silbersphdren in humanen Keratinozyten und
Stammzellen nachgewiesen werden. Diese vermutete, unterschiedlich starke Auf-
nahme l&sst sich durch die erhdéhte Auflésung der trigonalen Silbernanoprismen im
Verhéltnis zu sphéarischen Analoga innerhalb der Zelle erklaren. SchlieBlich waren tri-
gonale Silbernanoprismen mit einer urspriinglichen Kantenlange von (42+15) nm und
einer Prismendicke von (8+1) nm nach 24 h innerhalb der Zelle stark angel6st und
haben einen Durchmesser von (7+4) nm. Die spharischen Nanopartikel mit einem ur-
springlichen Durchmesser von (70+25) nm wurden ebenfalls deutlich angeldst und
haben einen Durchmesser von (13£7) nm, sie bildeten allerdings verstarkt dicht ge-
packte Agglomerate in den Zellen. Somit konnten mittels Rastertransmissionsréontgen-
mikroskopie (Auflésung < 40 nm) die trigonalen Silbernanoprismen nicht nachgewie-
sen werden, wahrend die deutlich dichter gepackten und gréBeren Silbersphéaren
nachgewiesen werden konnten.

Die Untersuchung der Aufnahme von Nanopartikeln in humane Haut ist ebenfalls von
groBem gesellschaftlichen Interesse, da vermutet wird, dass die Haut neben dem
Darm und der Lunge die Haupteingangsroute fir Nanopartikel ist. Mit Silicananoparti-
keln inkubierte, exzidierte humane Haut wurde mittels Transmissionselektronenmikro-
skopie untersucht. Ein Nachteil dieser Analysetechnik ist, dass die Proben zun&chst
mit Glutaraldehyd und Paraformaldehyd fixiert und mit Ethanol entwéassert werden. Bei



diesem Waschprozess ist es moglich, dass Nanopartikel aus der Haut gewaschen
werden. Daher wurden Silicananopartikel mit einem Durchmesser von (55£6) nm ami-
nofunktionalisiert und die Quervernetzung mit den zur Fixierung verwendeten Aldehy-
den mittels dynamischer Lichtstreuung nachgewiesen, sodass davon ausgegangen
werden konnte, dass in der Haut die Auswaschung der Nanopartikel minimiert wurde.
Es konnte gezeigt werden, dass in nicht-gestérter Haut keine Nanopartikel aufgenom-
men wurden. In Haut deren Barriere gestért ist, konnte nachgewiesen werden, dass
aminofunktionalisierte Nanopartikel in der obersten Schicht der Haut, dem Stratum
corneum und in darunter liegenden Hautschichten sowie innerhalb der Dermis gefun-
den werden konnten. Innerhalb der Dermis waren die aminofunktionalisierten Silica-
nanopartikel sehr nahe an ein Strukturproteins (Kollagen) lokalisiert. Hierdurch kann

eine Beeintrachtigung des Kollagens nicht ausgeschlossen werden.
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Abstract

The market share of commercially available products containing nanoparticles, e.g.
sun creams, toothpastes, textiles, pacifier, baby bottles, etc., has increased rapidly in
recent years. Since the effects of nanoparticles on the human body cannot be esti-
mated, research on this interaction is of great public interest. As part of this work, open
questions concerning the formation and dissolution of nanoparticles and the interaction
of nanomaterials with human cells and human skin were discussed and answered. The
three basic motivations were: firstly, what nanoparticle materials with various surface
modifications penetrate preferably in the cell nucleus, secondly, what nanoparticle
shape is preferentially taken up by different cell types, and thirdly, in which layers of
human skin can nanoparticles penetrate, where native and non-native skin samples
investigated. In the following, the major results obtained from this work are presented:
The nucleus is the most important subcellular unit in which duplication of DNA takes
place. Cryo-X-ray microscopy/tomography and transmission electron microscopy stud-
ies indicate that gold nanoparticles with citrate-functionalization with a diameter of
(60x£5) nm were taken up by the nucleus of human keratinocytes. This is not observed
for silica nanoparticles with a diameter of (51+£2) nm and gold nanoparticles with a silica
shell with a diameter of (68+£8) nm. In addition, the uptake of citrate-functionalized gold
nanoparticles led to a reduction of the cell viability, as compared to the uptake of na-
noparticles with a silanolate surface (silica nanoparticles and gold nanoparticles with
silica shell).

Silver nanoparticles are used for their antimicrobial properties in numerous consumer
products, so that the intense interaction with humans cannot be excluded. Silver na-
noparticles are known for cytotoxic effects, which rely on the release of silver ions in
aqueous media. Results from UV/VIS-spectroscopy, electron microscopy, and atomic
absorption spectrometry are reported, where the dissolution of trigonal silver nano-
prisms was compared to the dissolution of their spherical analogues in various media.
It was found, that trigonal silver nanoprisms were strongest dissolved in media which
are comparable to the cytoplasm, for example, isotonic saline (pH 7) and isotonic ac-
etate buffer (pH 4), which is different from ultrapure water (pH 7) or acetate buffer (pH
4). Spherical analogues dissolved significantly stronger in these media compared to

trigonal prismatic silver nanoparticles.
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Subsequently, the shape-dependent uptake of silver nanoparticles in human stem cells
and human keratinocytes was investigated. By means of atomic absorption spectrom-
etry and transmission electron microscopy it could be shown that trigonal silver nano-
prisms were taken up by stem cells in significantly higher quantity, whereas spherical
silver nanoparticles were taken up in keratinocytes in higher quantity. This effect was
attributed to the smaller bending stiffness of human stem cells as compared to
keratinocytes. The increased elasticity could lead to a higher adhesion energy of the
trigonal prisms, since the deformation of the membrane requires less energy. Trans-
mission electron microscopy studies indicate that spherical silver nanoparticles form
within cells significantly denser aggregates than trigonal silver nanoprisms. With scan-
ning transmission X-ray microscopy few trigonal silver nanoprisms, but numerous sil-
ver spheres could be detected in human keratinocytes and stem cells. This implies that
different uptake properties could be explained by the increased dissolution of the trig-
onal silver nanoprisms in relation to spherical analogues within cells. Finally, trigonal
silver nanoprisms with an initial edge length of (42+15) nm and a thickness of (8+1)
nm were investigated. It is shown that the uptaken particles were highly dissolved and
had after 24 h a diameter of (7+4) nm. The spherical nanopatrticles with an initial diam-
eter of (70£25) nm were also significantly dissolved and had a final diameter of (1317)
nm after 24 h. Particles resulting from shrinking processes of the originally spherical
silver nanoparticles tended to form more dense and aggregated structures inside lyso-
somes and endosomes than those resulting from triangular prisms. This enabled the
detection of trigonal silver nanoprisms by scanning transmission X-ray microscopy
(resolution <40 nm), so that the much larger and more densely packed silver spheres
could be detected.

Studies on the uptake of nanoparticles into human skin is also of great public interest
since skin is assumed to be the main entry route for nanoparticles besides the intestine
and lung. Excised human skin that has been incubated with silica nanoparticles was
studied by transmission electron microscopy. One disadvantage of this analysis tech-
nique is that the samples are fixed with glutaraldehyde and paraformaldehyde and de-
hydrated with ethanol. In this washing process, it is possible that nanoparticles are
washed out from the skin. Therefore, the silica nanoparticles with a diameter of (5516)
nm were amino-functionalized. The crosslinking of nanoparticles by aldehydes was
used for fixing and the success of this process was proved by dynamic light scattering.
This implies that washing out of amino-functionalized nanoparticles from the skin has
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been minimized. Furthermore, it was shown that no nanoparticles were taken up by
non-damaged skin. In skin barrier disrupted skin, however, it could be shown that
amino-functionalized nanoparticles are found in the uppermost layer of the skin (stra-
tum corneum), deeper epidermal layers, and within the dermis. Within the dermis, the
amino-functionalized nanoparticles were localized close to a structural protein (colla-

gen). Therefore degradation of collagen cannot be excluded.
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1. Einleitung

Die Entwicklung von Nanopartikeln und Kolloiden kann unter dem Oberbegriff der Na-
notechnologie, die sich mit Strukturen und Prozessen auf der Nanometerskala (10
m) beschaftigt, subsumiert werden. Durch die raumliche Verkleinerung der Ausdeh-
nung von Nanopartikeln im Verhaltnis zu analogen Festkdrpern kommt es bei zahlrei-
chen Substanzen zu erstaunlichen Anderungen der physikalischen, chemischen und
biologischen Eigenschaften. Hierzu zahlen GréBenquantisierungseffekte, eine vergro-
Berte chemische Reaktivitat und eine erhdhte biologische Aktivitat. Als Nanomateria-
lien werden von der IUPAC Substanzen bezeichnet, deren Gré3e in mindestens einer
raumlichen Ausdehnung zwischen 1 nm und 100 nm betragt."]

Bereits im Jahr 1914 publizierte Ostwald sein Buch zur kolloidalen Chemie mit dem
Titel ,Die Welt der vernachléssigten Dimensionen‘. Hierbei impliziert Ostwald, dass die
chemischen und physikalischen Eigenschaften am Ubergang von Molekil zu Volu-
menkristall vorwiegend von der Gr6Be und Form abhangig sind. Diese Parameter sind
in der klassischen Chemie von sekundarer Bedeutung.?-3]

In zahlreichen Produkten des alltaglichen Lebens werden unterschiedliche Nanoparti-
kel eingesetzt. Der Marktanteil von Produkten, die Nanopartikel enthalten steigt rapide
an.[ Ob in Reinigungssprays,“l Sonnencremes,® Nuckeln und Babyflaschen,®! BeiB3-
ringen als Zahnwachstumshilfen fiir Babys,”] Cremes,® Zahnpasta,® Textilien und
Deodorants,['% Kihlschranken!'"! sowie Waschmaschinen,'? Nanopartikel haben un-
seren Alltag erobert. Wie der menschliche Organismus auf diese besonderen Substan-
zen reagiert, ist bislang nur wenig erforscht. Da Nanopartikel eine vergleichbare GréBe
zu Biomolekllen haben, kénnen diese in Zellen eindringen und so die Funktionalitat
von biologischen Systemen negativ beeinflussen. Aus diesem Grund sind Studien zur
Uberwindung von biologischen Membranen mit Nanopartikeln von groBem Interesse,
um mogliche Risiken zu verstehen sowie neue Forschungszweige, wie die Anwendung

von Nanopartikeln, in der Diagnostik und Therapie zu entwickeln.
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Die Untersuchung der Aufnahme von Nanopartikeln mit verschiedener Oberflachen-
funktionalisierung in humane Zellsysteme, im Besonderen in den Zellkern, ist von gro-
Bem gesellschaftlichem Interesse und kaum erforscht. Der Zellkern ist die wichtigste
subzellulare Einheit, da innerhalb diesem das Erbgut liegt und die Replikation der DNA
sowie die Transkription, d. h. Erstellung von mRNA-Kopien, stattfinden. Welche Aus-
wirkungen verschiedene Nanopartikelmaterialien und Oberflachenmodifikationen auf
die Aufnahme in den Zellkern haben, ist Gegenstand der Untersuchungen in dieser
Arbeit.

Silbernanopartikel werden aufgrund ihrer antimikrobiellen Eigenschaften in zahlrei-
chen Konsumprodukten eingesetzt. Da die Toxizitdt von Silbernanopartikeln eine
Funktion der Freisetzung von Silberionen ist, wird die Auflésung von trigonalen Silber-
nanoprismen in verschiedenen Medien erforscht und mit spharischen Analoga vergli-
chen. Dartiber hinaus wird die Aufnahme von Silbernanopartikeln verschiedener Mor-
phologie, z. B. trigonal prismatisch vs. sphéarisch, in verschiedene Zellsysteme, wie
Hautzellen vs. Stammzellen, untersucht.

Die Haut ist das gréBte Organ des menschlichen Organismus und schiitzt diesen unter
anderem vor dem Eindringen fremder Substanzen. Da zahlreiche Kosmetika Nanopar-
tikel enthalten,!'3 wird die Aufnahme von Silicananopartikeln in humane Haut unter-
sucht. Hierbei soll analysiert werden, wie weit Nanopartikel in die Haut penetrieren
kénnen. Zudem wird untersucht, wie Nanopartikel funktionalisiert werden mtssen, da-
mit diese wahrend der, flr die konventionelle elektronenmikroskopische Abbildung not-
wendigen Hautpraparation nicht aus der Haut gewaschen werden.
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2. Theoretische Grundlagen

2.1. Nanopartikel

Organische und anorganische Nanopartikel kénnen aufgrund ihrer GréBe als Zwi-
schenzustand zwischen Molekll und makroskopischem Festkérper verstanden wer-
den. Die auBergewdhnlichen Eigenschaften von Nanomaterialien basieren auf der
GréBe, der Form und der Oberflachenfunktionalisierung. Aufgrund des groBen Ver-
haltnisses von Partikeloberflache zu —volumen im Verhéltnis zum analogen Festkdrper
zeigen Nanomaterialien interessante Eigenschaften. Dies schlieBt bei Halbleiternano-
partikeln GroBenquantisierungseffekte,!'* bei Goldnanopartikeln Oberflachenplasmo-
nenresonanz!'®'6l und bei Eisenoxidnanopartikeln Superparamagnetismus!'” ein. Da-
bei sind die opto-elektronischen bzw. die magnetischen Eigenschaften der Nanoparti-
kel abhangig von der GréBe der Nanopartikel. Diese Nanopartikel werden aufgrund
ihrer optischen und magnetischen Eigenschaften in der Fluoreszenzmikroskopie von
biologischen Proben!'® sowie in der medizinischen Diagnostik als Kontrastmittel fiir die
Magnetresonanztomographie eingesetzt.['®! Nanopartikel aus Silber (antimikrobielle
Wirkung), Titandioxid (UV-Absorber), Zinkoxid (UV-Absorber und antiseptische Wir-
kung), und anderen Metallen und deren Oxide werden aufgrund ihrer Eigenschaften in
zahlreichen Produkten eingesetzt.[*l Metallische Nanopartikel mit freien Elektronen, die
beispielsweise aus Gold, Silber, Kupfer oder Alkalimetallen bestehen, verandern ihre
optischen Eigenschaften in Abhangigkeit Ihrer GréBe und der Oberflachenfunktionali-
sierung. Beispielsweise lasst sich durch Funktionalisierung von Goldnanopartikeln mit
Antikérpern mittels Oberflachenplasmonenresonanz die Bindung der Nanopartikel an
Krebszellen nachweisen.2

Die Anzahl kommerzieller Produkte, die Nanopartikel enthalten stieg in den letzten
zehn Jahren rapide an. So enthielten im Jahr 2004 54 Produkte Nanopartikel. Im Ok-
tober 2013 waren 1628 Produkte, die Nanopartikel enthalten auf dem weltweiten Markt
verfligbar (Steigerung um das 30-fache).[l Der Anteil an Produkten, die Silbernano-
partikel enthalten, ist aufgrund der antimikrobiellen Eigenschaften dieser Nanopartikel

am gréBten. Nanomaterialien sind somit durch innovative Produkte unseres taglichen
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Lebens ein fester Bestandteil geworden. Aufgrund der geringen GréBe von Nanopar-
tikeln und damit einhergehenden Eigenschaften kbnnen Nanopartikel im Verhéltnis zu
makroskopischen Festkdrpern toxisch auf biologische Systeme wirken.[21]

Fur die Verwendung stabiler Nanopartikeldispersionen ist es notwendig, thermodyna-
misch instabile Nanopartikel, deren Oberflachenenergie deutlich hdher als bei analo-
gen Festkérpern ist, kinetisch, d. h. elektrostatisch und/oder sterisch zu stabilisieren.

2.1.1. Goldnanopartikel

Zahlreiche Syntheserouten zur Darstellung von Goldnanopartikeln wurden seit der Pi-
onierarbeit von Faraday im Jahr 1857 publiziert.'® Diese reichen von klassischen
nasschemischen bottom-up-Verfahren, wie der Reduktion eines Goldsalzes mit Phos-
phor, 1911221 organischen Reduktionsmitteln, wie Formaldehyd, Hydrazin??! und Trinat-
riumcitrat(?3! Gber inversen Mizellen?# bis hin zu physikalischen Verfahren. Durch phy-
sikalische top-down-Verfahren Uiber Laserablation[®! sowie Rontgenstrahlung(?8! kon-
nen ebenfalls Goldnanopartikel synthetisiert werden. Bei der von Turkevich et al. ent-
wickelten und von Frens modifizierten Citrat-Methode entstehen monodisperse Gold-
nanopartikel, die mit Citrat-lonen ladungsstabilisiert sind.[?3[27] Dabei ist der Durch-
messer (16 bis 147 nm) der entstehenden Nanopartikel von der Konzentration des
eingesetzten Citrats abhangig. Durch Einsatz von hohen Konzentrationen an Citrat
wird der Durchmesser der Nanopartikel kleiner, die Polydispersitat gréBer und die
Wahrscheinlichkeit der Aggregation der Nanopartikel nimmt zu.[?8l Mit starkeren Re-
duktionsmitteln, wie beispielsweise Natriumborhydrid und anderen Ligandensyste-
men, wie Polyethylenimin oder Dodecanthiol, lassen sich Nanopartikel kleineren
Durchmessers von 1 bis 5 nm mit groBerer Polydispersitat generieren.l2%30 Weare et
al. verwenden Phosphin, um Goldnanopartikel mit einem Durchmesser von 1.5 nm und
geringer Polydispersitat zu synthetisieren.3"!

Der Mechanismus der etablierten Bildung von Goldnanopartikeln Uber die Citrat-Me-
thode ist nicht vollstandig geklart. Nach Kumar et al. wird im ersten Schritt zunachst

Citrat zu Acetondicarboxylat oxidiert (s. Reaktionsgleichung (2.1)).[32

) @) o)

| . @)
(‘OCCHy),C(OH)CO™ (OCCHp),C==0 + CO, + H' + 2¢
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Im zweiten Schritt der Reaktion kommt es zur Reduktion von Gold(lIl)chlorid zu
Gold(l)chlorid (s. Reaktionsgleichung (2.2)).

AuCl; + 26 —>  AuCl + 2Cl (2.2)

Im dritten Schritt der Reaktion erfolgt durch Disproportionierung die Bildung der
Goldspezies zu Goldatomen und Gold(lll)salz mit Hilfe von Acetondicarboxylat (s. Re-

aktionsgleichung (2.3)).

3AUCI —> 2AW + AuCl, (2:3)

Der sich dabei bildende Komplex besteht aus drei Goldionen und zwei Carboxyace-
tonmolekilen (s. Abbildung 2.1).

————— AuCl \\
2 cl -0 0 - .
O _ _Au &l \f o
O O’/ \\\ /// \\\
\#\/Q 7 1 i 3 her \\)k//
/K W/T
O
<
(0]
/\é’ o) 9] - -

Abbildung 2.1: Komplex aus Gold(l)chlorid und Acetondicarboxylat.[%

Die sich wahrend der Disproportionierung bildenden Goldatome absorbieren Au*-lo-
nen. Durch Komplexierung dieser Spezies mit Acetondicarboxylat werden gréBere Ag-
gregate gebildet. Durch weitere Disproportionierungsreaktionen wird weiteres atoma-
res Gold auf sich bildenden Nukleaten abgeschieden. Es kommt zum Partikelwachs-
tum. Der genaue Mechanismus der Bildung von Goldnanopartikeln ist nicht aufge-
klart.32 Goldnanopartikel sind aufgrund der Citrat-Funktionalisierung elektrostatisch
und sterisch stabilisiert, sodass die Aggregation der Nanopartikel in wassrigen Medien

unwahrscheinlich ist.
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2.1.1.1. Optische Eigenschaften von Goldnanopartikeln

Die optischen Eigenschaften von Dispersionen, die spharische Goldnanopartikel mit
dem Radius r enthalten, beruhen auf der Streuung und Absorption elektromagneti-
scher Strahlung, die durch die Mie-Theorie durch Lésung der Maxwell-Gleichungen
beschrieben wird.[33] Fiir kleine, einzelne sphérische Partikel beschreibt die Mie-Theo-
rie, Streu- und Absorptionsquerschnitte, die Streuamplitude und die Elemente der Pha-
senmatrix, insbesondere die Phasenfunktion mit Polarisation.

Der Streuquerschnitt der Extinktion (C,,:) jedes einzelnen kleinen Partikels mit einer
frequenzabhangigen, komplexen dielektrischen Funktion ¢ = ¢’ + ie"" im Medium mit

der dielektrischen Konstante ¢,, kann wie folgt ausgedriickt werden:

B 24m213/ed, g 2.1)
TET (e 2ep)2 e

Hierbei steht A flr die Wellenldange des Priméarstrahls, r fir den Radius der Partikel, &’
far die Polarisation des Feldes und " fir die Absorption.

Der Ursprung der starken Farbanderung kolloidaler Golddispersionen liegt im Nenner
von Gleichung (2.1), der die Existenz einer Absorptionsbande bei

e =-2¢&, (2.2)

beschreibt. In einem Goldnanopartikel induziert der Dipol, der durch ein elektrisches
Feld, das wiederum durch Licht entstanden ist, eine Polarisation auf der Oberflache.
Dies bezeichnet man als kollektive Oszillation der Leitungselektronen. Diese Ladung
fungiert als Rickstellkraft flir Elektronen, die zur Kompensation des Dipols beitragt und
somit zur Extinktion einer bestimmten Resonanzwellenlédnge fiihrt, wenn Gleichung
(2.2) erfillt ist (s. Abbildung 2.2).['] Die Frequenz, bei der Leitungselektronen mit dem
wechselnden elektrischen Feld der einfallenden elektromagnetischen Strahlung oszil-
lieren, wird als Oberflachenplasmonenresonanz bezeichnet.243%5 Aufgrund der Elekt-
ronenkonfiguration des Goldes ([Xe] 4f'*5d'%6s") und den entsprechenden frei beweg-
lichen Ladungstragern liegt die Oberflachenplasmonenbande im sichtbaren Spektral-
bereich. Dabei kann die Resonanzbedingung fir Oberflachenplasmonen in Anlehnung
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an Gleichung (2.2) erfolgen und ergibt sich zu &' (Aspr) = —2&,(Aspr).2% Bei Partikel-
durchmessern von ca. 3 nm bis etwa 120 nm verschiebt sich die Oberflachenplasmo-
nenbande von 515 bis 585 nm.!l"6136] Somit &ndern die Disperionen mit den einzelnen
NanopartikelgréBen ihre Farbe von orange Uber rot bis zu violett.[?”]

Elektrisches

Feld //(r D
/|

Goldnanopartikel

Y V

Abbildung 2.2: Induzierter Dipol durch Wechselwirkung von elektromagnetischer Strahlung mit
einem Goldnanopartikel, der in Phase zum elektrischen Feld des eingestrahlten Lichts oszilliert.

2.1.2. Silbernanopartikel

Silber wird schon seit tausenden von Jahren als Antibiotikum verwendet.[?] Um 1000
v. Chr. wurde Silber in der Aufbereitung von Wasser eingesetzt, um dies trinkbar zu
machen.1Im 17. Jahrhundert wurde Silbernitrat in der Behandlung von Geschlechts-
krankheiten eingesetzt.’”l Ab dem Jahr 1884 wurden Neugeborenen einige Tropfen
einer wassrigen Silbernitratldsung in die Augen getropft, um die Ubertragung der In-
fektion mit Bakterien (Neisseria gonorrhoeae) von bereits infizierten Mittern zu verhin-
dern.[38l

Silberionen sind hoch reaktiv und blockieren die Proteinfunktionen von Organismen

indem sie mit schwefelhaltigen Aminosauren und Proteinen zu schwerléslichen Mer-
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captiden reagieren. Es kommt zu strukturellen Veranderungen von Zell- und Zellkern-
membranen des Bakteriums. Zudem binden Silberionen an bakterielle DNA und RNA
und verhindern die Replikation der Bakterien.[37}39.1401 Somit wird die Funktion zahlrei-
cher Proteine blockiert und lebensnotwendige Prozesse unterbrochen. Dies kann zur
verminderten Viabilitdt von Bakterien flihren.[4]

Silbernanopartikel werden heutzutage in zahlreichen Produkten eingesetzt,“l da sie
erstens der Gr6Be von subzellularen Bestandteilen wie Proteinen entsprechen und
somit die Aufnahme in biologische Systeme, wie zum Beispiel Bakterien vereinfacht
wird,1*?l und zweitens Silbernanopartikel ein groBes Silberreservoir besitzen. Da sich
Silbernanopartikel mit der Zeit aufldésen, bilden sich zytotoxische Silberionen. Die Auf-
I6sung von polydispersen Silbernanopartikeln wurde von Kittler et al. und Liu et al.
untersucht.*3144 Dabei kann die Auflésung von Silbernanopartikeln als Funktion der
Protonen- und der Sauerstoffkonzentration, der Temperatur und der Konzentration von
eingesetztem Silber verstanden werden. Die Autoren gehen davon aus, dass die Auf-
I6sung von Silbernanopartikeln nach einer Kinetik erster Ordnung verlauft.
Silbernanopartikel verschiedener Morphologie (Spharen,!*® Roéhren,[*6l Stabchen!*’]
und Wirfell“8l) konnten bereits synthetisiert werden. Die Synthese trigonaler Silberna-
noprismen kann sowohl photochemisch!*®! als auch thermisch®® erfolgen. Bei der ther-
mischen Synthese trigonaler Silbernanoprismen ist die Konzentration an Reduktions-
mittel (Natriumborhydrid und Natriumcitrat), an Oxidationsmittel (Wasserstoffperoxid)
und an Liganden (Polyvinylpyrrolidon) entscheidend. Métraux et al. zeigten, dass nach
Zugabe des Natriumborhydrids zu den restlichen Edukten sich die Lésung gelblich
farbt. Dies weist auf eine sofortige Reduktion der Silberionen hin, sodass es zur Bil-
dung von Nukleaten kommt. Da diese Nanopartikel thermodynamisch nicht stabil sind,
entfarbt sich die Dispersion nach einigen Sekunden. Nach ca. 30 min farbt sich die
Dispersion spontan magentafarben. Diese Verfarobung deutet auf die Bildung von he-
xagonalen Silbernanoplattchen hin. Aherne et al. untersuchen den Mechanismus der
Bildung trigonaler Silbernanoprismen aus hexagonalen Plattchen. Dabei wird ange-
nommen, dass ein hexagonales Nanoplattchen aus einer defektreichen hexagonal
dichtesten Kugelpackung (hdp), die von zwei kubisch flachenzentrierten (fcc) Struktu-
ren umgeben ist, besteht. Die fcc-Strukturen sind asymmetrisch und bestehen alter-
nierend aus (100)- und (111)-Facetten. Das Wachstum der (100)-Facetten ist gegen-
Uber dem Wachstum der (111)-Facetten bevorzugt, sodass trigonale Silbernanopris-
men entstehen. AnschlieBend wachsen die weniger bevorzugten, kleineren Kanten der



19

(100) Facetten.l®'l Die Ausbildung sogenannter Zwillingsebenen geschieht in Silberha-
logenen sowie in metallischem Silber und Gold bevorzugt, da bei diesen Materialien
die Stapelfehlerenergie gering ist.%? Aufgrund der hexagonalen Struktur des fcc-Sys-

tems bilden diese Zwillingskristalle hexagonal geformte Nukleate (s. Abbildung 2.3).

C

{100}
{111{’

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung eines hexagonalen Nanoplattchens mit einer defekt-
induzierten hdp-Kristallstruktur, die von zwei fcc-Schichten unterschiedlicher Dicke umgeben
ist. Innerhalb der zweidimensionalen Wachstumsebene sind aufgrund der alternierenden Vertei-
lung der Facetten bestimmte Wachstumsrichtungen des Kristalls bevorzugt. Die dicken Pfeile
deuten die bevorzugte Wachstumsrichtung an (Lizenz zur Verwendung der Abbildung von John
Wiley and Sons eingeholt).5"!

Lofton et al. gehen bei der Bildung von trigonalen Silbernanoprismen davon aus, dass
sich zundchst ein hexagonales Partikel bildet, das eine Zwillingsebene mit alternieren-
der konkaver (Typ A) und konvexer (Typ B) Orientierung aufweist. Jedoch gibt es in
dem Modell von Lofton et al. im Verhéltnis zu Aherne et al. nur eine Facette (111). Auf
der konvexen Seite kann das bindende Silberion nur unzureichend stabilisiert werden,
da nur drei Nachbaratome vorhanden sind. Daher ist die Auflésung der absorbierten
lonen energetisch bevorzugt. An der konkaven Seite ist hingegen die Absorption von
Silberionen bevorzugt, da die gréBere Anzahl an Bindungspartnern fiir eine héhere
Stabilisierung sorgt (s. Abbildung 2.4).[52

Métraux et al. zeigten, dass bei der Synthese die Konzentration an Natriumborhydrid
entscheidend fir die Form der entstehenden Partikel ist. Eine hohe Konzentration flhrt
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zu Partikeln mit geringerer Dicke, gréBerer Kantenlange und schmaleren Kantenspit-
zen.

Natriumcitrat steuert durch verschieden starke Absorption an der Partikeloberflache
(an die (111)-Facetten) das Wachstum in die trigonal-prismatische Form,®". 331 wah-
rend Polyvinylpyrrolidon die Nanoprismen vor Aggregation schitzt.[]

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung einer Zwillingsebene mit jeweils drei konkaven und
konvexen Seitenflachen. Die Bindung von Silberionen an der konkaven Seite ist energetisch be-
vorzugt, sodass sich trigonale Nanoprismen bilden (Lizenz zur Verwendung der Abbildung von
Elsevier eingeholt).l?

Die Ausbildung von Nanoprismen kann mittels UV/VIS-Spektroskopie aufgrund von
charakteristischen Absorptionsbanden tberwacht werden. Diese resultieren aus den
Dipol- und Quadrupolplasmonenresonanzen der trigonalen Silbernanoprismen und
kénnen mit der Diskreten-Dipol-Naherung (engl.: Discrete-Dipole-Approximation
(DDA)) simuliert werden. %0154 Die DDA ist eine Naherung der Maxwellschen Gleichun-
gen, bei der die Prismen in kleine Wrfel zerlegt werden und deren Dipolwechselwir-
kungen betrachtet werden. Die Gleichungen kénnen unter Verwendungen von Fourier-
Transformation und komplex-konjugierten Gradienten berechnet werden.[54

Das intensivste Signal hat bei 770 nm seinen Ursprung in der in-plane-Dipolplasmo-
nenresonanz der Dreiecksflache. Bei 470 nm ist das Signal der Quadrupolresonanz
der Dreiecksflachen zu erkennen. Das lokale Maximum bei 340 nm entspricht der out-
of-plane-Quadrupolresonanz der Rechtecksflachen, wahrend bei 410 nm ein breites
und schwaches Signal durch die Dipolresonanz der Rechtecksflachen hervorgerufen
wird (s. Abbildung 2.5). Die in-plane-Oberflachenplasmonenbande ist ein sinnvoller In-
dikator zur Beurteilung der Prismenarchitektur.*9:50 Bei einer Abrundung der Ecken
der Prismen kommt es zur Blauverschiebung im UV/VIS-Spektrum.
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Abbildung 2.5: DDA-simulierte UV/VIS-Spektren trigonaler Silbernanoprismen mit spitzen Ecken
(A) und mit abgerundeten Ecken (B) (Lizenz zur Verwendung der Abbildung von ,,The American
Association for the Advancement of Science* eingeholt).[*°]

2.1.3. Silicananopartikel

Die Anwendung von Silicananopartikeln ist aufgrund ihrer einzigartigen chemischen
und physikalischen Eigenschaften in verschiedenen Industriezweigen weit verbrei-
tet.%] Dabei bieten diese Nanopartikel ein breites Anwendungsspektrum, da sie im
Vergleich zu Silbernanopartikeln inert gegendber biologischen Systemen sind und so-
mit als gering toxisch eingestuft werden.[®¢! Nanostrukturierte Silicapartikel kommen in
zahlreichen Produkten des taglichen Bedarfs wie Kosmetika, Lacken aber auch Le-
bensmitteln zum Einsatz.[>] In der Lebensmittelindustrie wird Silica als Lebensmittel-
zusatzstoff E 551 beispielsweise als Rieselhilfe in Gewdlrzen, in Getrankepulver,
Fruchtpulver sowie Suppenpulver eingesetzt.[5°]

Silicananopartikel, insbesondere markierte Silicananopartikel bieten enorme Perspek-
tiven als Indikatoren und Sonden flir eine Vielzahl von Disziplinen. So sind die Partikel
flr biologische und medizinische Anwendungen interessant und werden derzeit als
Wirkstofftrager angewendet.8l Dabei ist ihr Einsatz bei bildgebenden Verfahren, der
optischen Datenverarbeitung und der Nanomedizin méglich.5® Zahlreiche Méglichkei-
ten des Markierens von Biomolekiilen (Proteine,[® DNAI') mit Silicananopartikeln
sind dabei publiziert. Santra et al. funktionalisierte farbstoffmarkierte Silicananoparti-
keln mit Antikérpern und erméglichte damit die Lokalisierung von Leukdmiezellen in
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Zellkulturen.[62l Zudem ist es mdglich, Silicananopartikel in einfacher Weise mit ver-
schiedensten funktionellen Gruppen zu funktionalisieren. 63164

Hergestellt werden kdnnen Silicananopartikel Gber verschiedene Methoden. Zumeist
werden Silicananopartikel nach der Stéber-Methode synthetisiert, die im Jahr 1968
entwickelt wurde.8% Mit diesem Verfahren konnen Nanopartikel mit Durchmessern von
30 nm bis 1 um in ethanolischer Lésung unter katalytischer Wirkung von Wasser und
Ammoniak dargestellt werden. Bei diesem Sol-Gel-Prozess wird ein Alkoxysilan (h&u-
fig Tetraethoxysilan (TEOS)) zu Kieselsaure hydrolysiert, welche anschlieBend zu Na-
nopartikeln geringer Polydispersitat kondensiert (s. Abbildung 2.6).

(l)H (|)H
NH; H,O
Si(OEt); —=—>— Si(OH);, ——> s S ————>
-CH;CH,OH _HZOHO/ / \O/ \ OH H—O>
-2

Abbildung 2.6: Vereinfachte Darstellung der Hydrolyse von TEOS zu Kieselsédure und anschlie-
Bende Kondensation sowie Polymerisation zu Silicananopartikeln.

Die Reaktion lauft Gber die basenkatalytische Bildung von Organoalkoxysilanen. Hier-
bei handelt es sich um eine Sn2-Reaktion tber einen bimolekularen, nukleophilen An-
griff am Si-Atom, wobei ein fiinfach-koorinierter negativ geladener Ubergangszustand
durchlaufen wird.!®! Durch die Hydrolyse und anschlieBende Kondensation wird die
Elektronendichte am Si-Atom gesenkt, da zunachst die Ethoxygruppen durch Hydro-
xygruppen und anschlieBend durch Silanoxygruppen substituiert werden. Die negativ
geladenen Ubergangszustande sind aufgrund des Absinkens der Elektronendichte
stabilisiert, wobei die Hydrolyse der Alkoxyfunktion der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt ist.l%8] Eine Erh6hung der Katalysatorkonzentration fihrt aufgrund des verstark-
ten nukleophilen Angriffs der Hydroxygruppen am Si-Atom zu einer Erhéhung der Re-
aktionsgeschwindigkeit.[6¢]

Das Wachstum von Silicananopartikeln wird durch verschiedene Modelle erklart: Beim
Monomeradditions-Wachstumsmodell (engl.: Monomer addition growth model) nach
LaMer”l wird das Partikelwachstum mit einer Reaktion erster Ordnung bezlglich
TEOS beschrieben. Hierbei wird erstens von einer Hydrolyse (geschwindigkeitsbe-
stimmender Schritt) von TEOS hin zu Kieselsdure ausgegangen und zweitens die Kon-
densation der Kieselsdure beschrieben. Erfolgt die Ubersattigung der Kieselsaure,
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kommt es zu einer molekularen Kondensation dieser und somit zur Partikelbildung.
Jedoch hat dieses Modell Schwéchen: In einer Studie von van Blaaderen et al.l68 wur-
den Silicakerne prapariert und wachsen gelassen. Folglich war die kritische Ubersatti-
gungskonzentration der Kieselsaure erreicht. Als mehr TEOS zu den Kernen zugege-
ben wurde, kam es zur Bildung von Nanokernen und nicht wie nach dem Modell nach
LaMer zum Wachsen der Primarpartikel. Mit Hilfe des Aggregation growth-Modells
lasst sich die Bildung von derartigen Sekundarnukleaten erklaren. Dabei werden kleine
Silicananokerne mit einer rAumlichen Ausdehnung von einigen Nanometern durch
kontinuierliche Hydrolyse und anschlieBende Kondensation von TEOS gebildet. Diese
Kerne sind aufgrund ihrer groBen Oberflachenenergie kolloidal nicht stabilisiert und
aggregieren zu gréBeren, kolloidal stabilen Nanopartikeln, sofern sie die kritische
GréBe Uberschreiten. Einen weiteren Hinweis fiir die Aggregation von Nanokernen hin
zu gréBeren Nanopartikeln lieferten van Helden et al.[®9 Zur Charakterisierung von Si-
licananopartikeln, die mittels Stober-Methodel®®! generiert wurden, analysierten die Au-
toren diese via Roéntgenkleinwinkelstreuung (engl.: Small angle X-ray scattering,
SAXS). Dabei gab es neben dem erwarteten Hauptsignal ein weiteres Signal, dass die
Autoren Partikeln einer GréBe von ca. 1 nm zuordneten.

Neben dem Stéberwachstum hat sich eine weitere Darstellung von Silicananopartikeln
etabliert: Hierbei handelt es sich um die Darstellung der Nanopartikel mit geringerer
Polydispersitat im Verhéltnis zu Stéber-Partikeln mittels Mikroemulsion, die von
Osseo-Assare und Arriagada in den 1990er Jahren etabliert wurde. Dabei wird TEOS
in einer Wasser-in-Ol-Mikroemulsion mit Hilfe eines nicht-ionischen Tensids (14-
(Nonylphenoxy)-3,6,9,12-tetraoxatetradecan-1-ol, Igepal® CO-520) hydrolysiert und
die entstehende Kieselsaure zu Silica kondensiert. Der resultierende Durchmesser der
Nanopartikel ist vom Verhéltnis von Wasser-zu-Tensid abhangig. Die Anzahl an inver-
sen Mizellen ist dabei eine Funktion der Tensidkonzentration und des molaren Ver-
haltnisses von Wasser zu Tensid (R-Wert, s. Abbildung 2.7). Hierbei reagieren die
Oxyethylengruppen der inversen Mizellen des Tensids mit Wassermolekilen Gber
Wasserstoffbriickenbindungen. Durch hohe Wasserkonzentrationen entstehen mehr
hydrolysierte TEOS-Spezies innerhalb der inversen Mizellen. Bei hohen Wasser-zu-
Tensid-Konzentrationen laufen somit die Hydrolyse und Kondensation von TEOS in-
nerhalb einer inversen Mizelle ab. Somit wird die Wahrscheinlichkeit der Wechselwir-
kung zweier benachbarter Silanolgruppen zur Bildung von Si-O-Si-Bindungen erhdht.
Dementsprechend steigt die Keimbildungsrate und die intramizellare Keimbildung lauft
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favorisiert ab. Folglich werden die gebildeten Nanopartikel mit steigender Wasser-zu-
Tensid-Konzentration kleiner. Dies gilt jedoch nur flr geringe Ammoniakkonzentratio-
nen (1.6 Gew.-%). Bei hohen Ammoniakkonzentrationen gibt es ein Minimum der re-
sultierenden PartikelgroBe beziglich der Wasser-zu-Tensid-Konzentration. Arriagada
et al. begrinden dies mit intermizellaren Wechselwirkungen: Hierbei wird wahrend der
Erhdhung der Wasser-zu-Tensid-Konzentration die Geschwindigkeit des intermizella-
ren Stoffaustauschs erhéht (s. Abbildung 2.7). Die Autoren gehen, wie Bogush et al.,

beim Partikelwachstum von einem Aggregationswachstum aus.[70711172]

HYDROLYZED
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Abbildung 2.7: Bildung von Silicakernen durch Hydrolyse und Kondensation von TEOS in inver-
sen Mizellen. Teilweise Hydrolyse von TEOS und Assoziation zu inversen Mizellen (a), intra- und
intermizellare Keimbildung (b) (Lizenz zur Verwendung der Abbildung von Elsevier eingeholt).["]

2.2. Humane Haut

Neben der Lunge und dem Darm stellt die Haut mit einer Ausdehnung von 1.5 bis 2
m? und einem prozentualen Kérpergewicht von 7 bis 10% eines erwachsenen Men-
schen, die Hauptbarriere eines Organismus gegentiber der Umwelt dar.l”3! Hierbei hat
die Haut wesentliche essentielle Funktionen:
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Die Haut Ubernimmt beispielsweise Barriere- und Reservoirfunktionen, sodass der
Wasserhaushalt reguliert und die Austrocknung der Haut verhindert wird. Zudem
schitzt die Haut vor exogenen Organismen (zum Beispiel Bakterien, Pilzsporen) sowie
Substanzen (beispielsweise Giftstoffe, Nanopartikeln) und Gbernimmt immunologische
Aufgaben. Darliber hinaus bietet die Haut einen mechanischen Schutz. Den zahlrei-
chen Aufgaben, der Haut entspricht der anatomische Aufbau der Haut. Hierbei gliedert
sich die Haut in die Oberhaut (Epidermis), die Lederhaut (Dermis) und die Unterhaut
(Subcutis) (s. Abbildung 2.8).[73
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Abbildung 2.8: Aufbau der menschlichen Haut. TK:Tastkoérperchen.!”¥

Hierbei unterteilt sich die Epidermis, die eine Dicke von ca. 50 bis 200 um hat, in das
Stratum corneum (Hornzellschicht), das Stratum granulosum (Kérnerzellschicht), das
Stratum spinosum (Stachelzellschicht) und das Stratum basale (Basalzellschicht). Ne-
ben den Epithelzellen (Keratinozyten), die 90% aller Zellen in der Epidermis reprasen-
tieren, befinden sich in der Haut zuséatzlich Melanozyten (Pigmentzellen), Langerhans-
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Zellen (Immunabwehrzellen) und Merkelzellen (Druckrezeptoren). Dendritische Zellen,
beispielsweise Langerhans-Zellen, phagozytieren zellfremdes Material, verarbeiten
dessen Proteine und prasentieren diese in Form von Antigenen auf ihrer Oberflache.
Das Stratum corneum besteht aus abgestorbenen Keratinozyten, die als Korneozyten
bezeichnet werden. AusschlieBlich lipophile niedermolekulare Stoffe kdnnen in tiefere
Hautschichten intakter Haut gelangen, da interzellulare Lipide mit den Zellen eine hyd-
rophobe Schutzschicht bilden. Unter dem Stratum corneum liegt das Stratum granulo-
sum. Diese Schicht besteht aus viablen Granulazellen. Das in den Zellen enthaltene
Granula absorbiert, die fir die Zellteilung schadliche UV-Strahlung. Unter dem Stratum
granulosum liegt das Stratum spinosum. Diese Stachelzellschicht enthalt rundliche
und langliche Zellen, die viele zackenartige Fortsatze beinhalten. Darunter liegt die
Basalmembran, die die Grenze zwischen Epidermis und Dermis ist. Die Dermis ist ein
faserreiches Bindegewebe, das viel Kollagen enthélt. Kollagen ist ein Strukturprotein
mit einem relativen Anteil von 30% an der Gesamtmasse aller Proteine das am h&u-

figsten vorkommende Protein im menschlichen Organismus (s. Abbildung 2.9).

- —Jn

Abbildung 2.9: Priméarstruktur des Kollagens."®!

Die Untersuchung der Aufnahme von Nanopartikeln in Haut ist von besonderem Inte-
resse, da zahlreiche Produkte des taglichen Gebrauchs Nanopartikel enthalten. Ge-
sunde Haut bildet eine effiziente Barriere, die den Organismus schiitzt. Zahlreiche Stu-
dien haben gezeigt, dass Nanopartikel nicht in tiefere Hautschichten der lebendigen
Areale der Dermis und der Subcutis gelangen.['3! Zhang et al. zeigen beispielsweise,
dass Quantenpunkte mit einem Durchmesser von 4.6 nm in der obersten Schicht der
Haut lokalisiert bleiben.[’8] Wird jedoch die oberste Barriere der Haut (Stratum cor-
neum) gestort, beispielsweise mit Nadelstichen oder Klebestreufenabrisse, ist eine Pe-
netration von Nanopartikeln in tiefere Hautschichten méglich. Ein Vergleich von rele-

vanten Studien bezlglich der Nanopartikelaufnahme in Haut erfolgt in Kapitel 4.3.



27

2.3. Zellsysteme

Um die biologischen Effekte beispielsweise die Aufnahme von Nanopartikeln zu unter-
suchen, werden verschiedene in vitro-Systeme verwendet, deren Unterschiede im Fol-

genden beschreiben werden.

2.3.1. Humane Keratinozyten

Da verletzte Haut eine der Haupteingangsrouten fir Nanopartikel sein kénnte, werden
Hautzellen hinsichtlich ihrer Aufnahme von verschiedenen Nanopartikelsystemen un-
tersucht. Keratinozyten sind in der Oberhaut (Epidermis) der hauptsachlich (> 90%)
vorkommende Zelltyp. HaCaT-Zellen sind immortalisierte, also unsterbliche, epider-
male Zellen, die eine hohe Proliferationskapazitat und Differenzierungskapazitat auf-
weisen.[’”] Diese Zellen stammen von einem méannlichen Patienten und werden haufig

in Zellexperimenten als Modell flr Keratinozyten verwendet.

2.3.2. Humane mesenchymale Stammzellen

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) sind multipotente nicht differenzierte
Vorlauferzellen des Bindegewebes. Die Zellen besitzen ein hohes Proliferations- und
Differenzierungspotential. Ausdifferenzierte hMSC sind in der Lage in ein anderes Ge-
webe zu transformieren. Adulte hMSC tragen zur Aufrechterhaltung und Regeneration
des Stiitz- und Bindegewebes, wie Knochen, Knorpel und Muskeln bei.[’8! Daher wird
vermutet, dass in einem multizellularen Organismus, der Nanopartikeln ausgesetzt ist,
hMSC mit den Nanopartikeln interagieren kénnen. Somit wurde dieser Zelltyp und
HaCaT-Zellen in dieser Arbeit verwendet, um die Aufnahme von Silbernanopartikeln
verschiedener Morphologie (trigonale Silbernanoprismen vs. sphérische Silbernano-
partikeln) in Zellen zu untersuchen.
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2.4. Wechselwirkung von Nanopartikeln mit biologischen Sys-

temen

Die Wechselwirkung von Nanopartikeln mit biologischen Systemen (beispielsweise ex
vivo-Haut und in vitro-Zellen) hangt von zahlreichen Parametern ab. Hierzu z&hlen die
physiko-chemischen Eigenschaften der Nanopartikel, wie Material, Konzentra-
tion,[7°L8%1 GroBe,B'l Ligandendichte, 8l Form,182 Oberflachenfunktionalisierung,®4
Grad der Aggregation, 83 Zeta-Potential und Porositat.[84-18% Zudem spielen die Eigen-
schaften der biologischen Systeme eine entscheidende Rolle. Verschiedene Zellen-
systeme haben beispielsweise verschiedene Dauern der Zellzyklen, wachsen unter-
schiedlich stark und haben verschiedene Zeitpunkte, nach denen sie konfluent, d. h.
den Boden des KulturgefaBes lickenlos bedecken, werden. Vergleicht man Zellsys-
teme mit Haut fallt auf, dass die Biegesteifigkeiten von Zellen deutlich geringere Werte
haben als die Biegesteifigkeit von Haut. So betragt die Biegesteifigkeit des Stratum
corneums von humaner Rlckenhaut ca. 2 MPa,®8l wahrend die Biegesteifigkeit von
HaCaT Zellen ca. 0.1 MPal®”! und von hMSC ca. 10* MPal®l betragen (Young Modul).
Es stellt sich die Frage, ob bzw. wie Nanopartikel die oberen Hautschichten tberwin-
den kdnnen und in tiefer liegende Hautschichten gelangen kédnnen. Lademann et al.
veranschaulichten, dass sich TiOz2-Nanopartikel in Haarfolikel anreichern kénnen.[8
Haut bildet dabei eine auBerst effiziente Barriere gegenltber Nanopartikeln und nimmt
nur geringe Konzentrationen an Nanopartikeln auf.[90911[92]

Ryman-Rasmussen et al. zeigten eine Aufnahme von PEG-funktionalisierten Quan-
tenpunkten mit einem TEM-Durchmesser von 4.6 nm und einem hydrodynamischen
Durchmesser von 45 nm in native Schweinehaut in eine Tiefe von etwa 100 um.[*3l Ob
die Partikelaufnahme in verletzte oder in erkrankte Haut (beispielsweise Schuppen-
flechte) erhoht wird, ist Gegenstand laufender Untersuchungen.[94:1951[96]

In zahlreichen Studien wird die Nanopartikelaufnahme in tiefere Hautschichten doku-
mentiert, wenn das Stratum corneum zuvor gestort wurde.”l Dabei gibt es einige
Méoglichkeiten das Stratum corneum zu stéren beispielsweise durch Abziehen von
transparentem Polyethylen-Klebeband (z.B. Tesa-Film®),!'3! Pricken mit Lanzette-Mik-
ronadelnl®8l, UV-Bestrahlung!®® und durch Biegenl!'®! von Haut sowie Einsetzen indu-
Zierter Kontaktdermatidis. !¢

In vitro-Zellsysteme nehmen Partikel auch ohne vorherige Schadigung in hoher Quan-

titat Gber verschiedene Aufnahmewege auf (s. Abbildung 2.10). Graf et al. zeigten,
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dass positv geladene und hydrodynamisch stabilisierte Silicananopartikel in hdherer

Quantitat als unfunktionalisierte und PEG-funktionalisierte Silicananopartikel von

Hela-Zellen aufgenommen werden. 64
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Abbildung 2.10: Darstellung von verschiedenen Aufnahmewegen in die Zelle.['%']

Hierbei wird der Aufnahmeprozess durch die Gré3e der aufgenommenen Strukturen

definiert. Generell lagern sich zunachst die extrazellularen Substanzen an die Zell-
membran an. AnschlieBend stilpt sich die Zellmembran ein und bildet ein Vesikel (En-
dosom) innerhalb der Zelle, das die extrazellularen Substanzen enthalt. Zu den rezep-
torgesteuerten Aufnahmeprozessen zahlen die Clathrin- und die Caveolin-vermittelte
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Endozytose. Clathrin und Caveolin sind Proteine, die an der Aufnahme von Nanopar-
tikeln maBgeblich beteiligt sind. Die Clathrin-vermittelte Endozytose findet Uber eine
Rezeptor-Liganden-Wechselwirkung statt und ist der bevorzugte Aufnahmeweg fr
Partikel bis zu 200 nm.['%2] Hierbei erfolgte die Unterscheidung der Aufnahmeprozesse
durch Inhibition der jeweiligen Proteine.l'®l Die internalisierten Nanopartikel befinden
sich unabhangig vom Aufnahmeweg zunéachst in frihen Endosomen, die Uber spate
Endosomen (pH~5 bis 6) zu Lysosomen pH~4.5 bis 5 reifen.l'% Nanopartikel kleinerer
GroBe werden Uber die Caveolin-vermittelte Endozytose aufgenommen. Caveolae
sind 50 bis 80 nm groBe flaschenférmige Einbuchtungen in der Plasmamemb-
ran.[1051[106] Zydem kénnen Nanopartikel in Zellen Giber nicht-membranrezeptorgesteu-
erte Wege aufgenommen werden, sodass sich die Nanopartikel im Zytosol befinden
(Pinozytose).['%7 Dabei findet die Anlagerung der Partikel zunachst tiber intermoleku-
lare Wechselwirkungen (elektrostatische Wechselwirkung, Van-der-Waals-Wechsel-
wirkungen) statt.[1%8l

Nanopartikel konnten bisher in verschiedenen subzellularen Einheiten gefunden wer-
den. Beispielsweise wurden Ceo-Fullerene mit einem Durchmesser von ca. 0.7 nm
nach Inkubation unter anderem im Nukleus gefunden.['%°] Dabei gelangen die Struktu-
ren Uber lonenkanale und Poren der Kernmembran bis in den Zellkern. Zudem wurden
Nanopartikel innerhalb von Mitochondrien gefunden.!'® Wenn Nanopartikel innerhalb
des Zellkerns die DNA beschadigen, kann dies direkt zum Zelltod (Nekrose) fahren.
Verschiedene Studien belegen, dass Nanopartikel (Fullerene und Quantenpunkte) zu
oxidativem Stress (Entstehung von reaktiver Sauerstoffspezies) fihren kénnen, so-
dass die DNA, Proteine und Lipide verandert werden und dies zur Nekrose flhren

kann.[108]

2.5. Messmethoden

2.5.1. Elektronenmikroskopie

Zur optischen Charakterisierung von Nanopartikeln sind Mikroskope mit einer Aufl6-
sung im Nanometerbereich notwendig. Das Auflésevermébgen ist entsprechend der
Gleichung von Abbe von der Wellenléange A abhangig (s. Gleichung (2.3)).[119]
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d=0.61 (2:3)

n * sina

d: Aufldsevermdgen, n * sina: numerische Apertur. Hierbei ist a der halbe Offnungs-

winkel des Objektivs und n der Brechungsindex der Probe.

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und die Rastertransmissionselektro-
nenmikroskopie (STEM) sind haufig verwendete analytische Verfahren, die Vergro3e-
rungen bis unter 50 pm (TEM)!"'"] bzw. 130 pm (STEM)[''2 liefern. Folglich werden
beide Verfahren in der Nanotechnologie zur GréBenbestimmung und zur Bestimmung
des Grades der Polydispersitat nanoskaliger Partikel verwendet. Zudem ist die Aufkla-
rung atomarer Strukturen moglich.l''l Im Gegensatz zum herkdmmlichen Lichtmikro-
skop werden beim Elektronenmikroskop anstelle von sichtbarem Licht Elektronen ver-
wendet.

Beschleunigte Elektronen besitzen eine erheblich geringere Wellenlange als Licht im
sichtbaren Spektralbereich. Louis de Broglie postulierte im Jahr 1924 diesen Zusam-
menhang zwischen Teilchenstrahlen und Wellen, den so genannten Welle-Teilchen-
Dualismus, der von Davisson und Germer experimentell bestatigt wurde:[''3! Ein Teil-

chen kann mit dem Impuls p als Materiewelle der Wellenlange

r="n/, (2.4)

beschrieben werden. Dabei verhalt sich die Wellenlange der Elektronen umgekehrt
proportional zur Beschleunigungsspannung. Bei einer Beschleunigungsspannung ei-
nes TEM von 200 kV bzw. 300 kV liegen die Wellenlangen bei 2.51 pm bzw. 1.97 pm
und sind demnach funf GréBenordnungen kleiner als die des sichtbaren Lichts. Dem-
entsprechend flhrt eine Erhéhung der Beschleunigungsspannung zur héheren Auflé-
sung des Mikroskops.

1930 beganngen Ruska und Knoll mit der Entwicklung des Elektronenmikroskops, bei
dem das Untersuchungsobjekt mit Elektronen durchstrahlt wird.[''4] Nach wenigen Jah-
ren hatte dieses Verfahren die Auflésungsgrenze des Lichtmikroskops unterboten. Da-
bei ist der prinzipielle Aufbau eines TEM bis heute nahezu gleich geblieben und ist eng
verwandt mit dem Aufbau eines herkdmmlichen Lichtmikroskops.

TEM werden unter Hochvakuum betrieben, um eine Streuung des Elektronenstrahls

mit Gasatomen und -molekilen zu minimieren. Die Elektronenquelle besteht meist aus
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einer klassischen Wolfram-Glihkathode, einer LaBs-Kathode oder einer Feldemissi-
onskathode (z. B. im hoch-auflésendem TEM (HR-TEM)).['*®] Die so gebildeten Elekt-
ronen laufen anschlieBend von der Kathode zur Anode, die ein elektrisches Feld zur
Beschleunigung und Absaugung der Elektronen erzeugt. Die Beschleunigungsspan-
nung des in dieser Arbeit verwendeten TEM liegt bei 80 kV. Die beschleunigten Elekt-
ronen werden durch die Objektivlinse in der Zwischenbildebene zu einem Bildpunkt
vereinigt. Die Gesamtheit der von allen Objektpunkten erzeugten Bildpunkte ergibt das
Bild des zu untersuchenden Objekts. Dieses Zwischenbild wird im Folgenden durch
die Zwischenlinse und die Projektivlinse vergréBert und auf dem Leuchtschirm/Detek-
tor abgebildet (s. Abbildung 2.11).[1161117]

TEM STEM
_”_ Sorce _|.,|_
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Abbildung 2.11: Vergleich des Strahlengangs im TEM und STEM Mode.['"8!

Bei der TEM wie auch bei der STEM spielen ausschlieBlich elastisch gestreute Elekt-
ronen eine Rolle bei der Erzeugung des Z-Kontrastes. Umso gréBer die Ordnungszahl
der bestrahlten Materie ist, desto héher ist der Z-Kontrast. Die Bildentstehung beim
STEM erfolgt analog zum Rasterelektronenmikroskop (s. Abbildung 2.11). Hierbei wird
eine Probe mit dem Elektronenstrahl abgerastert. Die Probe muss ahnlich wie beim
TEM dinn sein, da bei der STEM ebenfalls in Transmission gemessen wird.

2.5.2. Dynamische Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung (DLS) ist eine Methode zur GréBenbestimmung kolloi-
daler Nanopartikel mit einer Gr6B8e von 1 bis 1000 nm. Dabei liefert die DLS Informa-
tionen Uber den hydrodynamischen Radius (Stokes-Radius), den Grad der Polydisper-

sitat und die Aggregation von Kolloiden.
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Fein verteilte Nanopartikel in Lésemitteln, so genannte Dispersionen, befinden sich in
Brownscher Molekularbewegung (Eigenbewegung kolloidaler Systeme aufgrund ihrer
thermischen Energie). Misst man mit Hilfe der DLS-Methode das gestreute Licht eines
Lasers an dispergierten Nanopartikeln, so kommt es zu einer zeitlichen Anderung der
Streuintensitat, da sich die Abstande der Streuzentren aufgrund der Brownschen Mo-
lekularbewegung standig andern. Analysiert man diese Fluktuation als Funktion der
Zeit, so kann man die Geschwindigkeit, mit der sich die Kolloide im Lésemittel bewe-
gen, ermitteln. Daraus ist wiederum der Diffusionskoeffizient ableitbar.['1°]

Der Diffusionskoeffizient ist umgekehrt proportional zum hydrodynamischen Durch-
messer (s. Stokes-Einstein-Gleichung (s. Gleichung (2.5)).

kT

— 2.5
b 3mned (2:5)

D : Diffusionskoeffizient, k;: Boltzmann-Konstante, T : absolute Temperatur, T,: dy-

namische Viskositat und d: hydrodynamischer Durchmesser

Die Stokes-Einstein-Gleichung verdeutlicht, dass der Diffusionskoeffizient von groBen
Partikeln klein wird, da sich die Nanopartikel langsamer bewegen, wahrend der Diffu-
sionskoeffizient kleiner Partikel gro3 wird, da sich die Partikel schneller bewegen.

Die Fluktuation des gestreuten Lichts wird mit Hilfe der Autokorrelations-Funktion

g? (1) analysiert (s. Gleichung (2.6)).

AOI(t+7)) (2.6)
I(0)?

g(z)(’C): normierte Intensitats-Autokorrelations-Funktion, 1(t) : Intensitat zur Zeit t, T:

g (0=

Zeitverzogerung, {I(1)): Normierungsfaktor, ( ) : zeitlicher Mittelwert

Wenn sich die Partikel in Brownscher Molekularbewegung befinden, so lasst sich die

normierte Intensitats-Autokorrelations-Funktion g (T) mit einer Exponentialfunktion

beschreiben (s. Gleichung (2.7)).



34

Wenn die Partikel monodispers sind, so ist g(l) (T) eine einfache Exponentialfunktion:

g" (1) =Bexp(-I"1) (2.7)

Zur weiteren Analyse ist es nitzlich die Intensitats-Korrelations-Funktion zu einer Au-

tokorrelations-Funktion des elektrischen Feldes zu konvertieren (s. Gleichung (2.8)).

g?@®=[g"(r +1 (2.8)

wobei I' die Abklingkonstante ist, die proportional zum Diffusionskoeffizienten D ist
(s. Gleichung (2.9):

I'=Dq’ (2.9)

q ist dabei der Streufaktor. Fir polydisperse Partikel muss eine Summe von Exponen-
tialfunktionen gefunden werden, da die Fluktuation des gestreuten Lichtes von den
Diffusionskoeffizienten der Partikel unterschiedlicher GréBe abhangt.

Die Intensitats-Autokorrelations-Funktion kann zudem in die Feldkorrelationsfunktion
Gl umgerechnet werden. An den Logarithmus von Gl kann nun ein Polynom ange-
passt werden, dieses bezeichnet man als Kumulanten-Anpassung (s. Gleichung
(2.10)).

In(Gl)=a-+bl+cI*+dl™ +el ... (2.10)

Der Polydispersitatsindex (PDI) ergibt sich aus der Anpassungskonstanten ¢ geteilt
durch 2r* und ist ein Maf flr die Polydispersitat der Probe. Dabei ermdglicht der PDI
die Beurteilung der GroBenverteilung:[20]

PDI < 0.05 sehr enge Verteilung
0.05 < PDI < 0.15 enge Verteilung
0.15 < PDI < 0.25 breite Verteilung
0.25 < PDI < 0.5 sehr breite Verteilung

PDI > 0.5 PDI nicht sinnvoll anwendbar.
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2.5.3. Elektrophoretische Lichtstreuung

Bei der Bestimmung des Zeta-Potentials wird das elekirische Potential von dispergier-
ten Partikeln ermittelt. Da das Potential erhebliche Auswirkungen auf die Wechselwir-
kung mit anderen Materialien hat, ist die elektrophoretische Lichtstreuung von groBer
Bedeutung. Viele dispergierte Partikel haben eine positive oder negative Oberfla-
chenladung. Um die elektrische Neutralitat zu wahren, umgeben hohe Konzentratio-
nen an entgegengesetzt geladenen lonen geladene Partikel (Sternschicht). Um diese
lonenschicht bildet sich wiederum eine weitere Schicht von lonen entgegengesetzter
Ladung (diffuse Schicht). Dies Phanomen (Sternschicht und diffuse Schicht) wird als
elektrische Doppelschicht beschreiben (s. Abbildung 2.12).
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Abbildung 2.12: Elektrische Doppelschicht eines geladenen Partikels.[''!

Aufgrund der thermischen Bewegung von Partikeln, ist die Konzentration von Gegenio-
nen Nahe der Partikeloberflache am gré3ten, da durch die Relativbewegung zwischen
fester und flissiger Phase die diffuse Schicht teilweise abgestreift wird. Die Grenze
zwischen elektrostatisch gebundenen und beweglichen lonen wird als Scherebene
(engl.: slipping plane) bezeichnet. Das Potential an der Scherebene entspricht dem
Zeta-Potential (s. Abbildung 2.13).[11°]

Die Stabilitét dispergierter Partikel hdngt von der Oberflachenladung der Partikel ab.
Ist das Zeta-Potential hoch, sind die Nanopartikel aufgrund der gegenseitigen elektro-
statischen AbstoBung stabil. Umgekehrt fihren geringe Zeta-Potentiale zu erhdhter
Wabhrscheinlichkeit der Aggregation von Partikeln, sofern keine ausreichende sterische

und/oder elektrostatische Stabilisierung vorliegt.['°]
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Abbildung 2.13: Konzept des Zeta-Potentials.[''9]

Mittels Elektrophorese, also durch Anlegen eines elektrischen Feldes werden gela-
dene, dispergierte Partikel in Richtung der Elektrode entgegengesetzter Ladung be-
schleunigt. Da die Bewegungsgeschwindigkeit proportional zum Oberflachenpotential
der Partikel ist, kann durch Bestimmung der Partikelgeschwindigkeit auf das Zeta-Po-
tential geschlossen werden. Zur Bestimmung der Partikelgeschwindigkeit wird die Dis-
persion mit einem Laser bestahlt. AnschlieBend wird das von Partikeln gestreute Licht
detektiert. Die dabei auftretende Frequenzverschiebung zwischen eingestrahltem und
gestreutem Licht v, ist hierbei aufgrund des Dopplereffekts proportional zur Partikel-
beweglichkeit U (s. Gleichung (2.11)).['"°]

Uq 6 Un
= lcos—=—gsi 2.11
vp = S —coso =~ sinf (2.11)
4nsin€ v — .
q=— 2: Streuvektor, A: Wellenldnge des Priméarstrahls, n: Brechungsindex des Me-

diums, 8: Streuwinkel
In wassrigen Lésungen, die Elektrolyten enthalten, kann das Zeta-Potential ({) Gber

die Smoluchowski Gleichung berechnet werden (s. Gleichung (2.12)).

¢= u (2.12)
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&,: Dielektrische Konstante des Vakuums, ¢,: Dielektrische Konstante des Lésemit-

telsl119l

2.5.4. Fluoreszenzmikroskopie

In unseren Experimenten wurde die Fluoreszenzmikroskopie zur Lokalisierung von
Zellen auf dem Probentrager verwendet.

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine spezielle Form der Lichtmikroskopie und wird bei-
spielsweise zur Charakterisierung von biologischen Proben eingesetzt. Hierbei werden
Fluorochrome (beispielsweise 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) und 4-(4-Diethyla-
minostyryl)-1-methyl-pyridinium-iodid (4-Di-2-Asp)) mit Zellen inkubiert, um zum Bei-
spiel die DNA oder die Zellmembran von Zellen anzufarben. Das in dieser Arbeit ver-
wendete 4-Di-2-Asp bindet dabei an entsprechende Membranrezeptoren.

Der Fluorophor wird dabei mit elektromagnetischer Strahlung angeregt. Dabei wird ein
Elektron aus einem Orbital gelést und in einen angeregten Zustand gehoben. Somit
befindet sich der Fluorophor in einem instabilen elektronisch angeregten Singulett-Zu-
stand (S+1 oder Sz). Daraufhin findet eine strahlungslose Schwingungsrelaxation (engl.:
Internal Conversion) statt. Aus dem resultierenden Si-Zustand sind mehrere Relaxati-

onen in den Grundzustand mdglich (s. Abbildung 2.14).

S, —
IC | |
Alll iIC‘i
IC .y
S, ¥ ¥ =
"'AISC
F IC T, Ig :
A - |P {IC
IC ' :
So 0 :

Abbildung 2.14: Jablonski-Diagramm zur Veranschaulichung der Anregungs- und Relaxations-
prozesse unterschiedlicher elektronischer Zustidnde. So1,2: Energieniveaus von Singulett-Zu-
standen, Ty: erster Triplettzustand, A: Anregung, Am: multiphotonische Anregung, IC: Interne
Konversion, F: Fluoreszenz, ISC: Intersystem Crossing, P: Phosphoreszenz.['?!]
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Durch Fluoreszenz, bei der ein Photon emittiert wird, gelangt das Elektron in den
Grundzustand (So). Da das Elektron spingepaart mit dem im Grundzustand verblie-
benden Elektron ist, ist die Fluoreszenz spinerlaubt und lauft schnell ab (< 108 s). Ein
anderer Relaxationsprozess kann Uber einen Triplett-Zustand erfolgen (engl.: Intersys-
tem Crossing). Hierbei wird Uber Spinumkehr der Triplett-Zustand erreicht, da das im
Grundzustand verbliebende Elektron den gleichen Spin hat. Der direkte Ubergang von
T1 auf den So Zustand ist quantenmechanisch verboten. Erst nach erneuter Spinum-
kehr kann das Elektron unter Emission eines Photons in den Grundzustand lberge-
hen.3%1 Dementsprechend hat die Phosphoreszenz eine langere Abklingzeit als die
Fluoreszenz von ca. 103 s.[122]

In einem Fluoreszenzmikroskop wird Anregungslicht Gber einen Anregungsfilter mo-
nochromatisiert, damit die Anregungsenergie definiert ist. Uber den Strahlteiler wird
die Strahlung durch ein Objektiv auf das Untersuchungsobjekt gelenkt. Die dabei ent-
stehende fluoreszierende Strahlung wird durch den Strahlteiler selektiv passieren ge-
lassen. Die Strahlung wird durch einen Filter zum Okular gelenkt. Die Detektion findet

durch einen Photomultiplier oder eine CCD-Kamera statt (s. Abbildung 2.15).[123]

Detektor

/Sperrﬁlter

I

Strahlteiler

Lichtquelle

Anregungsfilter

Objektiv

Praparat

Abbildung 2.15: Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops.['2®
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2.5.5. Synchrotronstrahlung

Es wurden Messungen am HZB (BESSY II) und an der ,Swiss Light Source” (SLS,
PSI, Schweiz) am Strahlrohr PolLux durchgefihrt.

Synchrotronstrahlung bezeichnet man als elektromagnetische Strahlung im Bereich
der IR- bis zur y-Strahlung, die tangential zur Bewegungsrichtung geladener Teilchen
emittiert wird, wenn sich diese mit relativistischer Geschwindigkeit bewegen. Diese
Photonenpakete sind eine Form der Bremsstrahlung, da die Ablenkung der Elektronen
von einer geraden Bahn einer Anderung des Geschwindigkeitsvektors, also einer Be-
schleunigung, entspricht.

Zunéachst werden Elektronen aus einer Elektronenkanone emittiert und im Ultrahoch-
vakuum durch eine Anodenspannung von 70 kV beschleunigt. Die Elektronen werden
in einen Teilchenbeschleuniger (Mikrotron) injiziert und auf ca. 50 MV beschleunigt.
AnschlieBend werden die Elektronen in das Synchrotron injiziert. Hierbei werden die
Elektronen fast auf Lichtgeschwindigkeit beschleunigt (1.7 GV).['24 Bei der Injektion
der Elektronen in den Speicherring der Anlage BESSY II/SLS besitzen die Elektronen
eine Energie von etwa 1.7 GV/2.4 GV) (s. Abbildung 2.16).l'25 Magnete zwingen Elekt-
ronen auf eine Kreisbahn im Speicherring. Dipole ermdglichen hierbei die kreisférmige
Umlaufbahn, Quadrupole kompensieren das Auseinanderdriften von Elektronen und
Sextupole sorgen fiir eine Korrektur der Flugbahn und eine langere Speicherung der

Elektronen im Speicherring.
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Abbildung 2.16: Elektronenspeicherring.!'2!

Durch ein Hochvakuum wird die Wahrscheinlichkeit einer Kollision mit Restgasmole-

kilen reduziert. Aufgrund des breiten Spektrums und der hohen Intensitat und Brillanz
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der Synchrotronstrahlung wird diese zur Untersuchung zahlreicher Proben eingesetzt.
Mit Réntgenmikroskopie kénnen daher auch biologische Proben untersucht werden.
Trifft Réntgenstrahlung auf Materie, so kommt es zur Verminderung der Intensitat. Die
Abschwachung der Intensitat des Primarstrahls kann durch das Lambert-Beersche-
Gesetz beschrieben werden (s. Gleichung (2.13)).

I' =1, * exp(—px) (2.13)

Dabei gibt es eine Abhangigkeit der Intensitat nach Durchstrahlen der Materie (I) und
der Anfangsintensitat (I,), wobei x der zurlickgelegten Strecke der Srahlung und pdem
Schwachungskoeffizienten entspricht. Hierbei beruht die Absorption bei etwa 500 eV
zum gréBten Teil auf dem Photoeffekt und ein zu vernachlassigender Anteil auf dem
Compton-Effekt.l'?”] Der Schwachungskoeffizient () ist durch die Summe der Streu-

(o) und Absorptionskoeffizienten (t) bestimmt (s. Gleichung (2.14)).

H=tto (2.14)

Daruber hinaus ist der Schwachungskoeffizient () materialabhangig und somit pro-

portional der Ordnungszahl (Z) und der Wellenlange des eingestrahlten Lichtes (4).

— 23 4
p=Axz (2.15)

2.5.6. Réntgenmikroskopie

Roéntgen entdeckte, die nach ihm benannte Réntgenstrahlung im Jahr 1895. Réntgen-
strahlung ist eine Form hochenergetischer Strahlung mit Wellenlangen zwischen 108
bis 102 m. Kurz nach der Entdeckung wurde die Relevanz der Untersuchung von
biologischen Proben mittels Rontgenstrahlen erkannt.l'28l Jedoch standen zu diesem
Zeitpunkt keine fur Réntgenstrahlung geeigneten Optiken zur Verfligung. Bis zu den
1950er Jahren wurde mittels Rdntgenstrahlung Schattenwurfmikroskopie oder Kon-
taktmikroradiographie durchgefihrt.

Ein wichtiger Vorteil ist, dass durch die kurzen Wellenlangen Strukturen unter dem
Beugungslimit von UV/VIS-Strahlung beobachtet werden kénnen. Ein weiterer Vorteil
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von Réntgenmikroskopie ist, dass diese an Proben eingesetzt werden kann, deren
Struktur und Funktion an ein fluides Medium gebunden ist.['2°] Beispiele hierfiir sind
Zellen, Zellorganellen, jedoch ebenfalls Proben aus den Materialwissenschaften und
der Kolloidchemie.l'?? Eine strukturverandernde Préparation wie bei der TEM durch
Schneiden und Einbetten der Proben ist hierbei nicht nétig. Aufgrund der geringen
Wellenlange der Réntgenstrahlung bei BESSY Il und der SLS kann eine hohe Ortsauf-
I6sung von etwa 15 nm erreicht werden.['30'31] Um diese hohe Auflésung zu errei-
chen, mussten zunachst optische Elemente (Zonenplatten) hergestellt werden, die mit
Hilfe der Beugung von Réntgenstrahlung Proben abbilden. Ein Detektor (beispiels-
weise Photomultilier) hinter der Probe misst den transmittierten Photonenfluss.['32]
Die mikroskopische Untersuchung mittels Réntgenstrahlung von biologischen Syste-
men (beispielsweise Zellen) findet im sogenannten Wasser-Fenster statt (s. Abbildung
2.17).
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Abbildung 2.17: Linearer Absorptionskoeffizient von Protein, Wasser und Luft in Abhéngigkeit
weicher Réntgenstrahlung innerhalb des Wasserfensters (Lizenz zur Verwendung der Abbildung
von Springer eingeholt).['2°]
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Dies befindet sich in einem Wellenlangenbereich von etwa 2.3 bis 4.4 nm. Hierbei han-
delt es sich um den Wellenldngenbereich der zwischen den K-Absorptionskanten des
Sauerstoffs (0x = 543 eV) und des Kohlenstoffs (Cx = 284 eV) befindet. Dieser Be-
reich wird als Wasserfenster bezeichnet, da die Absorption von Proteinen erheblich
groBer der Absorption des Wassers ist.['?°] In der vorliegenden Arbeit wird unterhalb
der Og-Kante bei einer Energie von 510 eV gemessen, da hier die Réntgenstrahlung
ausreichend Energie besitzt, um Zellen unter einer 10 um dicken Eisschicht abzubil-
den.[133]

Um die zu untersuchenden Zellen vor Réntgenstrahlung zu schitzen, wird eine diinne
Eisschicht von etwa 10 um oberhalb der Zellschicht erzeugt, sodass der Rontgenstrahl
zunachst durch das Eis transmittiert. Die Eisschicht besteht dabei aus amorphem Eis,
in dem die Wassermolekule ungeordnet vorliegen. Durch zigiges Herunterkihlen der
Zellproben auf -140 bis -180 °C entsteht amorphes Eis (s. Abbildung 2.18).['34 Scharf-
kantige Eiskristalle kbnnen Zellen Uberlagern und so deren Abbildungen stéren sowie
zu morphologischen Veranderungen der Zellen fahren.
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Abbildung 2.18: Eismodifikationen in Abhéngigkeit der Temperatur bei Atmosphéarendruck (Li-
zenz zur Verwendung der Abbildung von der ,,Nature Publishing Group*“ eingeholt).['34
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2.5.6.1. Cryo-Réntgenmikroskopie/-tomographie und Raster-
transmissionsréontgenmikroskop

Synchrotronstrahlung wird in einem Réntgenmikroskop (Cryo-Réntgenmikroskopie/-
tomographie (engl.: soft X-ray cryo-microscopy/tomography, cryo-XM/T bei BESSY I)
oder Rastertransmissionsréntgenmikroskopie (engl.: Scanning Transmission X-ray
Microscopy, STXM an der SLS) zun&chst durch einen Monochromator auf einen Kon-
densor gelenkt. Hierbei kann es sich um eine elliptisch geformte Glaskapillare (BESSY
Il) als auch um eine Fresnel-Zonenplatte (SLS) handeln. Im Fall der Fresnel-Zonen-
platte (s. Abbildung 2.19) wird das monochromatische Licht durch eine Blende fokus-
siert, die ausschlieBlich Licht 1. Ordnung transmittieren lasst (engl.: order-sorting
aperture, OSA). Unfokusiertes Licht 0. Ordnung und Licht héherer Ordnungen werden
zunachst durch die Zonenplatten defokussiert und damit durch die OSA geblockt (s.
Abbildung 2.20).

Eine Fresnel-Zonenplatte, die sowohl bei BESSY Il als auch bei der SLS zum Einsatz
kommt, ist ein radialsymmetrisches Transmissionsbeugungsgitter mit nach auf3en ab-
nehmender Gitterkonstante. Hierbei wird der Primarstrahl gebeugt, sodass es zu einer
konstruktiven Interferenz der Strahlung 1. Ordnung kommt. Die Fresnel-Zonenplatte
besteht dabei aus abwechselnd durchldssigen und absorbierenden Ringen, deren
Breite nach auB3en hin abnimmt (s. Abbildung 2.19).

Abbildung 2.19: REM-Aufnahme des mittleren Teils einer hochauflésenden Zonenplatte aus Ger-
manium (Lizenz zur Verwendung der Abbildung von Springer eingeholt).['2°]

Die raumliche Auflésung, die durch Zonenplatten erreicht werden, wird durch die nu-
merische Apertur der Kondensorplatte und der Mikrozonenplatte (NAyzp) bestimmt.
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A (2.16)
2Aryzp

NAyzp =
Hierbei ist A die Wellenlange und Ary,p die duBerste kleinste Zonenbreite. Chao et al.
erreichte hierbei eine raumliche Auflésungen von etwa 12 nm.['3%] Die raumliche Auf-
l6sung des Mikroskops ist somit &hnlich der auBersten kleinsten Zonenbreite.!'3?] Bei
BESSY Il ist durch Nutzung der Glaskapillare ausreichend Raum, sodass ein flacher
Probenhalter um bis zu +79° gedreht werden kann.['3¢] Bei der SLS wird das Licht auf
die semi-transparente Probe geleitet. Durch das Abrastern der Probe entsteht eine
zweidimensionale Projektion der Probe.['32]
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Abbildung 2.20: Aufbau des STXM bei der SLS.[32

Bei BESSY Il wird das Licht, das die Probe transmittiert durch eine Fresnel-Zonen-
platte auf eine CCD- (engl. charged coupled device) Kamera fokussiert (s. Abbildung
2.21).
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Abbildung 2.21: Aufbau des cryo-XM/T bei BESSY IL.I'3!



45

Bei der Cryo-XM/T werden die Untersuchungsobjekte bei verschiedenen Winkeln ab-
gebildet. Dazu wird ein euzentrischer Probenhalter verwendet auf dem die Probe be-
festigt wird und seriell um ca. £50° oder £60° mit 1° oder 2° Inkrementen rotiert wird.
Werden die einzelnen Aufnahmen abgespielt, so wird hieraus ein Rohtomogramm er-
halten. Aus diesem Rohtomogramm muss Uber eine Rickprojektion ein Tomogramm
berechnet werden, da das Koordinatensystem des Rohtomogramms nicht gleich dem
Koordinatensystem des Mikroskops und somit nicht gleich dem Koordinatensystems
des Tomogramms ist. Dazu sind Berechnungen mit dem IMOD-Software-Paket (mit
dem graphischen Benutzer-Interface ETomo) notwendig (s. Kapitel 2.5.6.2).

2.5.6.2. Berechnung eines Tomogramms

Zur Berechnung eines Tomogramms ist es notwendig, zunachst Einzelaufnahmen
(Projektionen) des Rohtomogramms mit dem Programm ,TILTALIGN“ anzupassen,
sodass diese Projektionen einer Struktur entsprechen, die um eine bekannte Achse
rotiert. Zudem ist diese Anpassung notwendig, da es bei der Drehung des Probenhal-
ters zu einer lateralen Bewegung des Probenhalters kommen kann. Die VergréBerung
der Aufnahme kann somit aufgrund von vertikaler Bewegung des Probenhalters und
imperfekter Fokussierung der Probe variieren. Zudem kann die Probe wahrend der
Bestrahlung leicht schrumpfen, da es durch die Bestrahlung zur Denaturierung von
Proteinen kommen kann. Zur Anpassung werden Marker (in diesem Fall die inkubier-
ten Goldnanopartikel bzw. Silica-ummantelte Goldnanopartikel) innerhalb der Proben
verwendet. Die Positionen der Marker werden zu Projektionsgleichungen angepasst,
um die korrekten Parameter zur Bestimmung der Tomogramme zu finden und die ein-
zelnen Aufnahmen anzupassen.!'3’] In Abbildung 2.22 ist die Geometrie der Projektion
wahrend der Erstellung der Rohtomographie der Probe veranschaulicht. Hierbei wer-
den drei Koordinatensysteme beriicksichtigt: Das des Mikroskops, der Probe und der
Projektion (einer Einzelaufnahme des Rohtomogramms). Vor der Rotation der Probe
sind die Koordinatensysteme des Mikroskops und der Probe koinzident. Die Achsen
sind entsprechend x, y und z. Die Achsen der Projektionsaufnahmen des Rohtomo-

gramms werden als u und v bezeichnet.
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Abbildung 2.22: Projektion einer Probe. Das Koordinatensystem der nicht-rotierten Probe im
cryo-XM/T entspricht (x, y, z), wahrend das Koordinatensystem der digitalisierten Aufnahme (u,
v) entspricht. Fiir die i-te Projektion wird die Probe um den Winkel a; um die x-Achse und um den
Winkel Bi um die y-Achse gedreht. Die Projektionsaufnahme wird um den Winkel y; rotiert und
um (Au;, Av;) verschoben. Die Nanopartikelbojen werden wie folgt beschrieben: r; =(x;, yj, ;) ent-
spricht den Koordinaten der Probe der j-ten Projektion der Nanopartikel, j = 1,...nt, nt entspricht
der absoluten Anzahl an Markierungsbojen, poj = (uij, vij) sind die gemessenen Koordinaten der
Projektion des j-ten Punktes in der i-ten Aufnahme, n; entspricht der Anzahl von gemessenen
Punkten in der i-ten Aufnahme, V; entspricht der gemessenen Punktmenge in der i-ten Auf-
nahme, j € Vi ist der j-te Punkt in der i-ten Aufnahme (Lizenz zur Verwendung der Abbildung von
Springer eingeholt).['38

Die im Folgenden gezeigten Gleichungen repréasentieren ein Modell des Prozesses
der Bildung der Rick-Projektion (von Rohtomogramm zu Tomogramm). Hierbei wird
eine kleine Menge an Variablen in dem Modell, das von den Positionen der Nanopar-
tikel in den Projektionsaufnahmen generiert wird, berlicksichtigt. Das Projektionsmo-
dell definiert, dass die Probe um die y-Achse rotiert wird und gegebenenfalls auch eine
leichte Drehung um die x- und z-Achse erfolgt. Flr die i-te Projektion gilt:

ai entspricht dem Drehwinkel um die x-Achse des Mikroskops, Xi entspricht der Rota-

tionsmatrix fir die Drehung:

X; =10 cosa; —sinq; (2.17)

1 0 0 ]
0 sina; cosq;

Darlber hinaus ist Bi der Drehwinkel um die y-Achse des Mikroskops und Yi ist das
Produkt der Matrizen der Drehung und Projektion in die u, v-Ebene.

Y, = [1 0 01, co(‘)sBl- (1) S”(;Bi _ [cosB; 0 sinBi] (2.18)
oloo1 ) 0 1 0
—sinB; 0 cosP;
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yi ist der Rotationswinkel um die z-Achse des Mikroskops nach Projektion in
die u,v-Ebene mit der Rotationsmatrix Ri.

_ [cosy; —siny;

R, =| .
L siny;  cosy;

(2.19)

Neben der Rotation werden mit dem Programm , TILTALIGN" Unterschiede in der Ver-
gréBerung und Delokalisierungen in den Rohtomogrammen berechnet und gelést.
Hierbei entspricht d; = (4u; 4v;) der Translation nach der Projektion in die u, v-Ebene.
Durch ETomo (Programm zur Erstellung der Rickprojektion) wird mit einer Schatzung
von d; begonnen.

/ 2.20
pij = Ainj + d; (2.20)

Aus Gleichung (2.20) kdénnen flr jedes d; entsprechende r; mittels Anpassung (Me-
thode der kleinsten Quadrate) ermittelt werden. AnschlieBend werden d; aus Glei-

chung (2.21) bis zur Konvergenz iteriert.

di=p, ~ A, (2.21)
Wobei
pi=) By (2.22)
e N;
JEV;

Die Mittelpunkte von Bildkoorinatenpunkten (p;) gemessen in der i-ten Aufnahme sind

konstant und

=) 2 (2.23)
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sind die Mittelpunkte der Punkte der Projektion r; der i-ten Aufnahme entsprechend
einer Summe von Variablen.

Eine Ubergangslose Rekonstruktion kann durch die Anpassung eines Satzes von Ein-
zelaufnahmen des Rohtomogramms gebildet werden (s. Abbildung 2.23).

P

+ Centers of local areas
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Position adjusted by
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« Final interpolated
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Abbildung 2.23: Darstellung der Erzeugung einer libergangslosen Rekonstruktion durch Nut-
zung eines Satzes von Anpassungen basierend auf Nanopartikelbojen in lokalen Schnittebenen.
Die Graphik veranschaulicht wie die Position in dem rekonstruierten Volumen zu einem einzigen
Punkt in der Projektion bei einem bestimmten Rotationswinklel der Probe abgebildet wird (Lizenz
zur Verwendung der Abbildung von Springer eingeholt).l'3¢!

Das Programm zur Erstellung der Rickprojektion (ETomo) nutzt dazu sémtliche ange-
passte Aufnahmen eines Satzes von Projektionen in die weiter oben beschriebenen
Anpassungen vorgenommen werden. Die Kreuze in Abbildung 2.23 markieren die
Zentren der einzelnen Schnittebenen. Jede Spalte von Punkten in der Rekonstruktion
ist an einer bestimmten Position lokalisiert und grenzt an bis zu vier benachbarte Spal-
ten. Der Punkt in der Schnittebene ist in der Spalte neben zwei benachbarten Zentren
von zwei Schnittebenen lokalisiert. Dieser Punkt wird durch Rickprojektion einer be-
stimmten Position in jeder der angepassten Aufnahmen rekonstruiert. Der Projektions-
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strahl und die geflllten Kreise beschreiben die Position der Projektion bei einem be-
stimmten Drehwinkel vor der Anpassung. Die lokale Anpassung flr jede einzelne der
vier lokalen Bereiche werden verwendet um die modifizierte Position der Projektion zu
finden (offene Kreise). Diese Positionen werden durch Interpolation basierend auf der
Gewichtung des Abstandes des Punktes einer Spalte von den Zentren der lokalen

Ebenen bestimmt.[1371.[138]

2.5.7. Atomabsorptionsspektrometrie

Die Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) ist eine bewéahrte Methode zur quantitativen
Analyse von Elementen in wassrigen Lésungen. Im Strahlengang des Atomabsorpti-
onsspektometers befindet sich eine Atomisierungskammer, in der die zu analysierende
Probe atomisiert wird. Die Atomisierung kann in einem elektrisch beheizten Graphit-
rohr bei ca. 2450 °C (Graphitrohr-Atomabsorptionsspektroskopie) oder einer Luft-Ace-
thylen-Flamme bzw. Lachgas-Acetylen-Flamme (Flammen-Atomabsorptonsspektro-
metrie) stattfinden. Bei beiden Methoden wird anschlieBend die entstehende Atom-
wolke mit einem Lichtstrahl bestrahlt und detektiert, wie viel des eingestrahlten Lichtes
einer bestimmten Wellenlange durch die atomisierte Probe absorbiert wird. Dabei gilt
das Lambert-Beersche-Gesetz (s. Gleichung (2.24)).

I
E = —log (1—) =egxcx*d (2.24)

0

Hierbei ist ¢ die Konzentration der Lésung, d die Schichtdicke der Kuvette, I, die In-
tensitat des Primérstrahls und I die Intensitét des austretenden Lichtstrahls. Mit stei-
gender Konzentration des Analyten nimmt die Schwachung des eingestrahlten Lichts
(Extinktion) proportional zu. Die AAS ist ein relatives analytisches Messverfahren. Zu-
nachst wird die Extinktion eines Kalibrierungsstandards bekannter Konzentration auf-
genommen und eine Kalibrierungskurve erstellt. AnschlieBend wird der Analyt vermes-
sen. Ein groBer Vorteil der AAS gegeniber zahlreichen anderen spektroskopischen
Methoden besteht in der Elementselektivitat der quantitativen Elementbestimmung.
Die als Lichtquellen eingesetzten Lampen emittieren aufgrund der Zusammensetzung
ihres Leuchtmittels (Hohlkathodenmaterial, Salz in einer elektrodenlosen Entladungs-

lampe) ein elementspezifisches elektromagnetisches Spektrum.[39]
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Abbildung 2.24: Aufbau einer AAS.['4"]

In dieser Arbeit wird ein AAS mit Luft-Acetylen-Flamme verwendet. Dazu muss zu-
nachst der Analyt zerstaubt werden (s. Abbildung 2.25). Typische Nachweisgrenzen
der verwendeten AAS entsprechen fir Ag 1.5 pg/L, fir Au 9 pg/L und fir Si 90 pg/L.
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Abbildung 2.25: Zerstiauber und Brenner der Flammen-AAS.['4%

2.5.8. UV/VIS-Spektroskopie

Bei der UV/VIS-Spektroskopie werden Lésungen oder Dispersionen mit elektromag-
netische Strahlung im ultravioletten (UV) und sichtbaren Bereich (VIS) bestrahlt und
der Analyt angeregt (s. Abbildung 2.14). Diese Proben werden mit einer Vergleichs-
probe (Lésemittel) zusammen vermessen. Das Extinktionsspektrum der Vergleichs-
probe wird von dem Extinktionsspektrum der Probe abgezogen. Aus dem resultieren-
den Extinktionsspektrum kann beispielsweise die Konzentration des Analyten Gber das
Lambert-Beersche-Gesetz berechnet werden (s. Gleichung (2.24)).
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3. Experimentalteil

3.1. Gerate, Methoden und Chemikalien

3.1.1. Alilgemeine Arbeitsvorschriften

Samtliche Reaktionen wurden bei RT in ausgeheizten Standardglasapparaturen, die

zuvor mit 8%-iger Flusssaure und Kénigswasser gewaschen wurden, durchgefihrt.

3.1.2. Gerate und Methoden

Dynamische Lichtstreuung (DLS) und elektrophoretische Lichtstreuung (ELS):
Die Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers und des Zeta-Potentials von
Kolloiden erfolgte an dem Gerat Delsa Nano C (Delsa™ Nano Submicron Particle Size
and Zeta Potential Particle Analyzer) von Beckman Coulter. Hierzu wurden die Nano-
partikelproben in entsprechenden Lésemitteln dispergiert und vor der Messung mit ei-
nem sterilen Spritzenfilter (0.2 um, Filtermaterial: Nylon, Polytetrafluorethylen, regene-
rierte Zellulose, Carl-Roth) um Staubpartikel zu entfernen, filtriert. Die Messungen der
zu analysierenden Proben erfolgten in 1.5 ml Halbmikro-Plastikbrand-Einmalkivetten
von VWR mit einer Schichtdicke von 10 mm bei 25 °C. Zur Bestimmung des hydrody-
namischen Durchmessers wurden mindestens funf Einzelmessungen mit Akkumulati-
onszeiten von 50 bis 300 durchgefihrt. Der Polydispersitatsindex der Probe wird von
der Software Delsa™ Nano berechnet. Die Messungen zur elektrophoretischen Licht-
streuung werden in der Zetapotential-Messzelle von Delsa™ Nano durchgefiihrt.

ESI-FTICRMS: Die Proben wurden mit einem lonspec QFT-7, Varian Inc., Lake Fo-
rest, CA, ausgestattet mit einem 7 T supraleitenden Magneten und einer Micromass
Z-Spray ESI-Quelle, Waters Co., Saint-Quentin, Frankreich, analysiert. Die Solvens-
flussrate betragt 4 uL/min. Die Sprayspannung wurde auf 3.8 kV gesetzt. Alle anderen
Parameter wurden auf eine maximale Abundanz des jeweiligen [M+H]* oder [M-H])

optimiert.
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UV/VIS-Spektroskopie: Die Proben wurden mit einem Lambda 950 UV/VIS/NIR
Spektrometer von Perkin Elmer in 1.5 ml Halomikro-Plastik-Einmalkiivetten mit einer
Schichtdicke von 10 mm von VWR vorgenommen.

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM): Transmissionselektronenmikroskopi-
sche Aufnahmen erfolgen an einem Zeiss EM CR-Transmissionselektronenmikroskop
(Beschleunigungsspannung: 80 kV) bzw. mit einem Zeiss EM 906- Transmissionselekt-
ronenmikroskop (Beschleunigungsspannung: 80 kV). Die Nanopartikelproben wurden
auf Kohlenstoffnetzchen (Cu 400 mesh, Quantifoi®: 100 Carbon Support Films) auf-
gebracht. Ultradiinne Schnitte von Zellen mit einer Dicke von 70 nm werden an einem
Ultracut S, Leica angefertigt und auf Kohlenstoffnetzchen aufgebracht.

Aus den erhaltenen Aufnahmen konnte mittels des Programms Simple PCI von C-

Imaging die PartikelgréB3e ermittelt werden.

Rastertransmissionselektronenmikroskopie: Rastertransmissionselektronenmik-
roskopische Aufnahmen wurden an einem Hitachi SU8030 (Beschleunigungsspan-
nung 30 kV) durchgeftihrt. Die Probenpraparation erfolgte analog zur Probenprapara-

tion flr das Transmissionselektronenmikroskop.

Atomabsorptionsspektrometrie: Die quantitative Silberbestimmung von Silberdis-
persionen, Losungen, die Silberionen enthalten und Zellen die Silbernanopartikel auf-
genommen haben, erfolgte an einem AAnalyst 200 von Perkin Elmer. Zuvor wurden
die Proben in konzentrierter Salpetersaure aufgeldst. Zur Kalibrierung des Atomab-
sorptionsspektrometers wurden Standards vermessen deren Matrix der Matrix der Pro-
ben entspricht. Dies bedeutet, dass sich die Standards und die Messlésungen nur in

der Konzentration des zu bestimmenden Elements unterscheiden.

Optische Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma: Zur Mes-
sung wird das Gerat iCAP 6300 Duo der Firma Thermo Fisher Scientific verwendet.
Die Proben (Haut, die mit Silicananopartikeln inkubiert wurde) werden in konzentrierter
Natronlauge (4.3 M) aufgenommen und im Ultraschallbad fir 60 min bei 50 °C aufge-
|6st.
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Cryo-Réntgenmikroskopie/-tomographie: Am Strahirohr U41 bei BESSY Il am HZB
wird das Cryo-Réntgenmikroskop betrieben. Durch zwei vorgeschaltete Undulatoren
durchlaufen ankommende Elektronen, entgegengesetzte sinusférmige Bahnen und

emittieren linear-polarisierte Synchrotonstrahlung (s. Abbildung 3.1).0141]

Vorspiegel
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\ Eintritts-Spalt

Monochromator Monochromatorsteuerung
.f})
5 _‘H\‘\"\ ; Experimentiersteuerung
Speicherring = / .
Spiegel K N Y
Gitter \{_l, #

Datenerfassung

Austritts-Spalt (‘)
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Refokussier-Spiegel i l Probe
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Abbildung 3.1 Genereller Aufbau eines Strahlrohrs bei BESSY Il und SLS.[42]

Mit Hilfe eines Toroidspiegels wird die linear-polarisierte Strahlung fokussiert.['4!! Die
Strahlung wird auf den Eintrittsspalt eines Gittermonochromators gelenkt, indem die
erforderliche Energie (510 eV) selektiert wird. Die Réntgenstrahlung trifft auf den Kon-
densor (elliptische Glaskapillare) und wird hierdurch auf die Probe fokussiert. Durch
eine strahlungsundurchlassige Platte wird ausschlieBlich Strahlung der dritten Beu-
gungsordnung durchgelassen (s. Abbildung 3.2).

Elliptical single-bounce
glass capillary

Abbildung 3.2: Aufbau eines optischen Réntgenmikroskops bei BESSY Il. Der Kondensor (ellip-
tische Glaskapillare) generiert die benétigte Hohlkegelbeleuchtung. AusschlieBlich Réntgen-
strahlung dritter Ordnung wird zur CCD-Kamera transmittiert.['3!]
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Es wird eine elliptische Glaskapillare anstelle einer Kondensor-Fresnel-Zonenplatte
verwendet, da somit eine hohere Ortsauflosung erzielt werden kann.['3"l Zudem weist
dieser Kondensor einen geringen Strahlenverlust von etwa 20% auf. Durch die Ver-
wendung von monochromatischer Réntgenstrahlung wird auf eine Lochblende direkt
vor der Probe verzichtet.['3¢] Das nachgestellte Objektiv (Fresnel-Zonenplatte) fokus-
siert die austretende Réntgenstrahlung auf eine CCD-Kamera. Die Auflésung des Mik-
roskops liegt bei etwa 14.3 nm.['31]

Durch Verwendung eines Cryo-Probenhalters, der mittels eines Dewar-GefaBes mit
flissigem Stickstoff gespeist wird, erfolgen die Messungen bei —196 °C. Hierbei ist der
Probenhalter um £79° drehbar, sodass mit diesem Aufbau Rohtomographien (mehrere
Aufnahmen einer Probe bei verschiedenen Winkeln) durchgefihrt werden kénnen.
Durch eine spatere Bearbeitung der Aufnahmen lassen sich dreidimensionale Rekon-
struktionen der Zellen anfertigen.

Cryo-Fluoreszenzmikroskopie: Es wird ein Leica DMI6000B Cryo-Fluoreszenzmik-
roskop innerhalb des Cryo-Réntgenmikroskops, zur Lokalisierung der Zellen auf den
Goldnetzchen verwendet. Hierbei werden Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen bei ei-
ner Anregungswellenlange von 488 nm angefertigt. Als Lichtquelle dient eine HXP120
(D) Beleuchtungseinrichtung von Zeiss, an die ein flussigkeitsgeflllter Lichtleiter ge-
koppelt ist. Zudem werden Filter von Zeiss verwendet, die Licht im spektralen Bereich
von Rhodamin und grtin fluoreszierenden Proteinen (GFP) durchlassen.

Rastertransmissionsrontgenmikroskopie: Rastertransmissionsréntgenmikroskopi-
sche Untersuchungen von Zellsystemen, die mit Nanopartikeln inkubiert wurden, wer-
den an der Synchrotron-Lichtquelle Schweiz (SLS, PSI, Schweiz) am Strahlrohr Pol-
Lux bei 510 eV an der Ok-Kante im Wasserfenster durchgeflhrt. Zuvor werden Zell-
proben, die mit Silbernanopartikeln inkubiert wurden, auf Kollagen-bedeckte SisN4-
Membranen aufgebracht.['*3] Der generelle Aufbau eines Strahlrohrs an der SLS und
bei BESSY Il ist in Abbildung 3.1 veranschaulicht. Der Strahlengang des Mikroskops
bei der SLS ist in Abbildung 3.3 dargestellt. Mittels eines Toroidspiegels wird linear-
polarisierte Strahlung fokussiert.l'3% Eine Fresnel-Zonenplatte fokussiert die mono-
chromatische Réntgenstrahlung. Héhere Beugungsordnungen werden mittels einer
Blende (engl.: order-sorting aperture, OSA) geblockt, sodass nur Strahlung erster Ord-

nung transmittiert wird.
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Abbildung 3.3: Strahlengang des Rastertransmissionsrontgenmikroskops bei der SLS.['30!

Die Messungen erfolgen bei Raumtemperatur und bei 0.5 bar in einer Heliumat-

mosphare.

Ultraschallbad: Es wird ein Ultraschallbad (Bandelin Sonorex Super RK 514 H) ver-
wendet um hauptséchlich Nanopartikelproben zu redispergieren. Ultraschall-Spitzen-
leistung: 860 W, Betriebsfrequenz: 35 kHz.

3.1.3. Verwendete Chemikalien

Tabelle 3.1: Verwendete Chemikalien

Verbindung Abkirzung Hersteller Reinheit
3-Aminopropyl- trimethoxy- APS Sigma-Aldrich 97%
silan
4-(4-Diethylaminostyryl)-1- 4-Di-2Asp | Sigma-Aldrich 97%
methyl-pyridinium-iodid
Ammoniak (25%iQ) NHs Carl Roth reinst
Argon Ar Air Liquide 99.999%
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Verbindung Abkirzung Hersteller Reinheit
Chloroform CHCls VWR 99.2%
Cyclohexan - Sigma-Aldrich 99.5%
Ethanol - Berkel AHK 99.9%
Ethylacetat - VWR technisch
fetales Kalberserum FCS Lonza -
Fluoresceinisothiocyanat FITC Sigma-Aldrich 90%
Fluorwasserstoffsdure (40 bis HF Riesel de Haén technisch
45%, auf ca. 8% verdinnt)
Goldnanopartikel (d = (60 + Au-NP BBInternational -
5) nm)
lgepal® CO-520 - Sigma-Aldrich -
Natriumacetat - Merck 98%
Natriumborhydrid NaBH4 Sigma-Aldrich 99%
Natriumchlorid NaCl Grissing 99.5%
phosphatgepufferte Salz- PBS Biochrom -
l6sung (PBS), pH=7.4
Polyvinylpyrrolidon (10 PVP-10 Sigma-Aldrich -
kg/mol)
Polyvinylpyrrolidon (29 PVP-29 Sigma-Aldrich -
kg/mol)
Reinstwasser RW Millipore ultrapur (25 °C),
18.2MQ*cm
Salpetersaure (65%ig) HNO3 Gussig 95%
Salzséure (37%iQ) HCI Carl Roth 99%
Silbernitrat AgNOs3 Sigma-Aldrich 99%
Silberstandard fiir AAS (c = . . TraceCert®
(1000 + 5) mg/L) ( - Sigma-Aldrich
Tetraethoxysilan TEOS Sigma-Aldrich 98%
Trinatriumcitrat-Monohydrat - Merck 99%
Trypsin - Biochrom -
Wasserstoffperoxid H202 Carl Roth 30%
Zellkulturmedium, das am RPMI PAA The Cell steril
Roswell Park Memorial Insti- Culture Com-
tute entwickelt wurde pany
Zellkuturmedium, Keratino- KGM Lonza steril

cyte growth medium
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3.2. Darstellung von Nanopartikeln

3.2.1. Darstellung von SiO2-ummantelten Goldnanopartikeln

Die Darstellung erfolgt analog zur Literatur.['*4 Es wurden verschiedene Versuche mit
unterschiedlichen Reaktionsparametern durchgefihrt (s. Tabelle 3.2).

Im Folgenden wird exemplarisch ein Versuch (Synthese 4, s. Kapitel 4.1.2) beschrie-
ben, der zu einer homogenen und dinnen Silicaummantellung der Goldnanopartikel
fihrt. Samtliche Reaktionsschritte finden unter Schutzgasatmosphéare (Ar) und unter
Lichtausschluss statt. Zu einer Dispersion aus kommerziell erhéaltlichen Goldkolloiden
(V=60mL, c=2.6"10"°N/mL, d = (60+5) nm, BBI™ Group), die mit Citrat funktionali-
siert sind, wird Polyvinylpyrrolidon (PVP, M = 10 kg/mol) zur Funktionalisierung der
Nanopartikel verwendet. Dabei betragt die eingesetzte Menge 60 Moleklle PVP pro
nm? der Goldnanopartikeloberflache. PVP (11.52 mg, 1.152 pmol) wird zun&chst in
Reinstwasser (0.45 mL) in einem Ultraschallbad fir 15 min aufgelést. Die PVP-Lésung
wird anschlieBend zu der vorgelegten Golddispersion gegeben. Die Kolloide werden
fir 18 h bei RT und 600 U/min gerihrt. AnschlieBend werden durch Zentrifugation (123
g, 4 °C) Nebenprodukte wie PVP und Citrat abgetrennt. Es werden 0.625 mL einer
Mischung von Ammoniakwasser (30%, 1.099 mL, 1 g) in 25.1 mL Ethanol zu den se-
dimentierten und PVP-funktionalisierten Goldnanopartikeln zugegeben. Da die Bildung
der SiO2-Schale stéchiometrisch erfolgt, werden fiir eine 5 nm dicke Schale unter Rih-
ren bei 600 U/min 10 pL einer 5%-igen Tetraethoxysilan (TEOS)-Lésung in Ethanol
zugefigt und far 18 h gerthrt (600 U/min, RT). Die resultierenden Silica-ummantelten
Goldnanopartikel werden dreimal gewaschen, indem die Dispersion zentrifugiert wird
(128 g, 4 °C). Nach jedem Zentrifugationsschritt werden die sedimentierten Nanopar-
tikel in Ethanol redispergiert. Um die Nanopartikel vollstandig zu redispergieren wer-
den diese ultrabeschallt (5 min, RT). Fur Zellversuche werden die Nanopartikel in
Reinstwasser Uberflhrt. Dies geschieht unter den oben genannten Zentrifugationsbe-
dingungen. Die Nanopartikel werden insgesamt dreimal gewaschen, um eine Ethanol-
konzentration < 0.5% zu erreichen.

Zur Bestimmung des Durchmessers der Goldnanopartikel und der Silica-ummantelten
Goldnanopartikel werden die Nanopartikel an einem Transmissionselektronenmikro-
skop abgebildet und Messungen zur dynamischen Lichtstreuung durchgefihrt.
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Tabelle 3.2: Versuchsbedingungen

Synthese | Au-Disper- | NHs/Ethanol | TEOS/Ethanol Zugabe der
sion [mL] [mL] [uL] TEOS/Ethanol-L6-
sung
1 40 2.5 10 1*10 pL
2 40 2.5 30 3*10 uL
3 20 0.625 30 3*10 uL
4 20 0.625 10 einmalig
5 20 0.625 10 3*3.6 uL
6 20 0.313 10 einmalig

3.2.2. Darstellung von AHAPS-funktionalisierten, fluoreszenz-

markierten SiO2 Nanopartikeln

Die Darstellung von fluoreszenzmarkierten SiO2-Nanokernen erfolgte nach der Stéber-
methode, die von van Blaaderen und Vrijl'4% modifiziert wurde und nach der Mikro-
emulsionsmethode, %71l die von Osseo-Asare und Arriagada entwickelt wurde (s. Ka-
pitel 2.1.3).

3.2.2.1. Synthese des Farbstoffkopplungsprodukts (FITC-APS)

Die Darstellung erfolgt analog zur Literatur.['4%]

Die Kopplung von Fluoresceinisothiocyanat (FITC) an 3-Aminopropyltrimethoxysilan
(APS) wird in einem ausgeheizten und Argon gespilten 10 mL Einhalskolben unter
Lichtausschluss durchgefiihrt.l'46l Nach Vorlegen von FITC (0.043 mmol, 16.9 mg) wird
Ethanol (0.172 mol, 10 mL) unter Rihren (600 U/min) zugegeben. Zu dieser Lésung
wird APS (0.4 mmol, 70.7 pL) zugegeben und fir weitere 5 min gerthrt. AnschlieBend
wird der Kolben fiir 90 min ultrabeschallt und die Rektionsmischung unter Ar bei RT
fr 15 h gerGhrt.
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3.2.2.2. Synthese von fluoreszierenden SiO2-Nanokernen (Sté6-
ber-Methode)

Die Darstellung erfolgt analog zur Literatur.['4%]

In einem 2 L-Einhalskolben wird Ethanol (17 mol, 1 L) vorgelegt und eine wassrige
Ammoniaklésung (25 Gew.-%, 48 mL) unter Rihren (600 U/min) zugegeben. Anschlie-
Bend wird das Farbstoffkopplungsprodukt (FITC-APS, 29.1 mg, 74.2 umol bezlglich
FITC, s. Kapitel 3.2.2.1) ohne weitere Aufreinigung und TEOS (0.172 mol, 38 mL)
nacheinander dem 2 L-Kolben zugegeben und flir weitere 18 h unter konstanter Ge-
schwindigkeit gerthrt. AnschlieBend wird die gelbe Dispersion zentrifugiert (770 g, 8
h), der Uberstand entfernt und die sedimentierten Nanopartikel in Ethanol mit Hilfe
eines Ultraschallbads (20 min, RT) redispergiert. Dieser Waschschritt wird insgesamt

dreimal wiederholt.

3.2.2.3. Synthese von fluoreszierenden SiO2-Nanokernen (Mik-

roemulsionsmethode)

Die Darstellung erfolgt analog zur Literatur.[’0-71

In einem 2 L-Einhalskolben werden Nonylphenoxypoly(ethylenoxy)ethanol (Igepal CO-
520, 0.22 mol, 98.6 g) und Cyclohexan (18.5 mol, 2 L) vorgelegt und fiir 2 min bis zur
vollstandigen Vermischung gerthrt (1200 U/min). In den Kolben wird eine wassrige
Ammoniaklésung (25%, 12.1 mL) gegeben und wiederum fiir 2 min gerihrt. Anschlie-
Bend werden nacheinander das Farbstoffkopplungsprodukt (8.1 mg, 20.7 umol bezig-
lich FITC, s. Kapitel 3.2.2.1) und TEOS (56 mmol, 12.32 mL) zugegeben und fir 5 min
geruhrt (1200 U/min). Der Kolben wird an einen ruhigen Ort mit konstanter Temperatur
und unter Lichtausschluss fur 48 h gelagert.

Die resultierende Dispersion wird an einem Rotationsverdampfer (40 °C) von Cyclo-
hexan (p = 235 mbar) und Wasser (p = 72 mbar) befreit. AnschlieBend wird die Dis-
persion in Ethanol (17.2 mol, 1L) aufgenommen und zentrifugiert (770 g, 8 h), der
Uberstand wird entfernt und die sedimentierten Nanokerne in Ethanol mit Hilfe eines
Ultraschallbads (20 min, RT) redispergiert. Dieser Waschschritt wird insgesamt drei-

mal wiederholt.
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3.2.2.4. SiO2-Ummantelung von fluoreszenzmarkierten SiO2-

Kernen

Die Darstellung erfolgt analog zur Literatur.[64

Ein Teil der jeweiligen Dispersion (15.3 mg/mL, 65.36 mL, s. Kapitel 3.2.2.2 und
3.2.2.3) wird verwendet um die farbstoffmarkierten Nanopartikelkerne mit einer farb-
stofffreien SiO2-Schale zu ummanteln. Dazu wird die aufgereinigte Dispersion in einen
2 L-Einhalskolben gegeben und durch Zugabe von Ethanol (934.64 mL) eine Konzent-
ration von 1 g/L unter Rihren (600 U/min) eingestellt. AnschlieBend werden Ammoni-
aklésung (25%, 43.84 mL) und TEOS (1.51 mL, 6.8 mmol) der Dispersion zugegeben
und fir 18 h unter konstanter Geschwindigkeit gerthrt. Die Dispersion wird zentrifugiert
(770 g, 8h), der Uberstand entfernt und die sedimentierten Kern-Schale-Nanopartikel
in Ethanol mit Hilfe eines Ultraschallbads (20 min, RT) redispergiert. Dieser Wasch-
schritt wird insgesamt dreimal wiederholt. Die Dispersion wird in Ethanol bei RT unter
Lichtausschluss gelagert.

Zur Verwendung der Nanopartikel in Zellversuchen werden diese von Ethanol in
Reinstwasser Uberfiihrt. Die Dispersion wird zentrifugiert (770 g, 8 h), der Uberstand
entfernt und die sedimentierten Kern-Schale-Nanopartikel in Reinstwasser mit Hilfe
eines Ultraschallbads (20 min, RT) redispergiert. Dieser Waschschritt wird insgesamt
dreimal wiederholt. Die Dispersion wird in Reinstwasser bei RT unter Lichtausschluss

gelagert.

3.2.2.5. AHAPS-Funktionalisierung von fluoreszenzmarkierten
und SiO2-ummantelten SiO2-Kernen

Die Darstellung erfolgt analog zur Literatur.[64

Ein Teil der synthetisierten Dispersion (15.44 mg/mL, 10 mL, s. Kapitel 3.2.2.4) wird
verwendet um den Kern-Schale-Nanopartikeln ein positives Oberflachenpotential zu
verleihen. Dazu wird die aufgereinigte Dispersion in einem zuvor mit Argon gespulten
25 mL-1-Halsschlenkkolben mit Ethanol (4.79 mL) verdinnt und Ammoniaklésung
(650 pL) und N-(6-Aminohexyl)aminopropyltrimethoxysilan (AHAPS, 41.3 uL) zugege-
ben und fur 2 h bei 1200 U/min unter Argon refluxiert. AnschlieBend wird fur weitere 2
h bei Raumtemperatur unter Argon bei konstanter Geschwindigkeit gerthrt. Die Dis-
persion wird zentrifugiert (770 g, 8 h), der Uberstand entfernt und die sedimentierten
AHAPS-funktionalisierten Kern-Schale-Nanopartikel in Ethanol mit Hilfe eines Ultra-
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schallbads (15 min, RT) redispergiert. Dieser Waschschritt wird insgesamt dreimal wie-
derholt. Die Dispersion wird bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C unter Argon und
Lichtausschluss gelagert.

3.2.3. Darstellung von Silbernanopartikeln verschiedener Mor-

phologie

Die Darstellung von trigonalen Silbernanoprismen erfolgt modifiziert zur Literatur.[]
In einem 50 mL-Einhalsschlenkkolben wird eine wassrige Silbernitratlésung (0.1 mM,
25 mL) vorgelegt und nacheinander unter Rihren (800 U/min) Trinatriumcitratiésung
(30 mM, 1.5 mL) und PVP-L6sung (M = 29 kg/mol, 0.7 mM, 1.5 mL) vorgelegt. Was-
serstoffperoxid (30%, 60 uL) wird zugegeben und Natriumborhydridlésung (0.1 M, 226
pL) Gber 1 min zugetropft. AnschlieBend werden die resultierenden trigonalen Silber-
nanoprismen zentrifugiert (2550 g, 4 °C) der Uberstand entfernt und der Riickstand in
entgastem Reinstwasser (20 mL, ¢(02)=0.1 ppm) aufgenommen. Die Dispersion wird
bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C unter Argon und Lichtausschluss gelagert.
Spharische Silbernanopartikel wurden von Diendorf (AG Epple, Universitat Duisburg-
Essen) analog zur Literatur synthetisiert.l'4”] Dabei haben die PVP-funktionalisierten
sphérischen Silbernanopartikel einen TEM-Durchmesser von (70£25) nm, einen hyd-
rodynamischen Durchmesser von (75+20) nm und ein Zeta-Potential von ca. — 30 mV.

3.3. Praparation von humanen Keratinozyten mit Goldnano-

partikeln fiir die Rontgenmikroskopie (BESSY Il)

3.3.1. Beschichtung der Goldnetzchen

Ein mit Ethanol gereinigter Objekttrager (Menzelglaser 76 mm * 26 mm und einer Stan-
dardstarke von 1 mm (ISO Norm 8037/1)) wird mit humanem Hautfett gefettet und in
einen Tropftrichter gegeben. AnschlieBend wird eine zuvor praparierte 1.35 Gew.-%
Polyvinylformal (Formvar)-Lésung in Chloroform hergestellt und in den Tropftrichter
gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 10 s wird die Formvarlésung abgelassen.
Dabei benetzt die Formvarlésung den Glastrager. Nachdem Chloroform verdampft ist,
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wird der Formvarfilm mit einer Rasierklinge an den vier Kanten des Objekttragers ent-
fernt. Zum Ablésen des Films vom Objekttrager wird dieser in einem Winkel von 45° in
eine Kristallisierschale, die mit Reinstwasser geflllt ist, eingetaucht. Hierbei 16st sich
der Film vom Objekttrager und verharrt auf der Wasseroberflache. Ein Film mit opti-
maler Dicke zeigt keine Interferenzen mit sichtbarem Licht. Ein zu dicker Film kann
anhand der Farbzerlegung des sichtbaren Lichts identifiziert werden. Dicke Filme 16-
sen sich von den Goldnetzen ab, sodass sie unbrauchbar sind.

Die Goldnetzchen (Silson) werden mit der glanzenden Seite nach oben auf den Form-
varfilm gelegt. AnschlieBend wird ein zweiter Objekttrager, der vollstdndig mit einem
weiBem Aufkleber umklebt ist wieder aufgenommen. Dazu wird der Objekttrager in
einem 45° Winkel eingetaucht, sodass der Film an diesem haftet. Schlielich wird der

Film 1 h getrocknet.

3.3.2. Inkubation von humanen Keratinozyten

Die Proben werden von Frau Dr. Rancan (AG Blume-Peytavi/Vogt, Charité Berlin) pra-
pariert.

Priméare Keratinozyten werden in Anlehnung an die Literaturl'® aus humaner Haut iso-
liert, welche von einem/einer Spender/Spenderin zwischen 50-70 Jahren stammt. Die
Keratinozyten werden in einem basalen Medium (engl. Keratinocyte growth medium
(KGM)) aufgenommen und nach Sedimentation durch Zugabe von Trypsin vom Boden
einer Zellkulturflasche abgeldst (trypsiniert). In einer Petrischale werden flinf Goldnetz-
chen mit 1 mL KGM versetzt. In die Petrischale werden 200 uL der abgelésten Kera-
tinozyten mit einer Konzentration von 200,000 Zellen pro Petrischale gegeben. Inner-
halb von 24 h adhérieren die Keratinozyten auf dem Formvarfilm der Goldnetzchen.
Zu den Keratinozyten werden Goldnanopartikel und Goldnanopartikel mit Silicaschale
(jeweilsc=2g/L, V=100 pL (RPMI)) auf die Goldnetzchen in der Petrischale gegeben,
sodass die Endkonzentration 0.182 g/L betragt. Nach einer Inkubationszeit von 110
min in einem Brutschrank bei 37 °C, 100% Luftfeuchtigkeit und 5% CO:2 werden die
inkubierten Zellen mit dem kationischen und mitochondrialen Fluoreszenzfarbstoff 4-
(4-diethylamino)styryl)-N-methylpyridiniumiodid (4-DI-2-Asp) weitere 10 min bei kon-
stanten Bedingungen inkubiert.



63
3.3.3. Cryo-Behandlung der inkubierten Goldnetzchen

Das Medium und darin dispergierte Nanopartikel wird vollstandig entfernt und die Gold-
netze (s. Abbildung 3.4) mit 1 mL KGM versetzt. Mit Hilfe eines Lichtmikroskops wird
Uberprift an welchen Stellen auf den Goldnetzchen sich die humanen Keratinozyten
befinden. Die Goldnetzchen werden nachfolgend mit einer phosphatgepufferten Salz-
I6sung (PBS) gewaschen und anschlieBend mit einer Mischung aus Reinstwasser und
RPMI im Verhéltnis von 1:1 gewaschen. RPMI ist ein Zellkulturmedium, das am
Roswell Park Memorial Institute entwickelt wurde. Die Goldnetze werden mit Hilfe ei-
nes Filterpapiers am breiten Steg des Goldnetzchens getrocknet. Die Gridflache wird
nur wenig abgetupft, sodass eine 10 um dicke Eisschicht im Folgenden entsteht.

Dazu wird eine Pinzette, die das Goldnetzchen hélt, ziigig in flissiges Ethan mit einer
Temperatur von -140 °C bis -180 °C getaucht. Dabei bildet sich amorphes Eis. Die
Proben werden in flissigem Stickstoff gelagert. Kurz vor Analyse der Proben werden
die Goldnetzchen in einen auf ca. 77 K gekihlten Kryo-Probenhalter eingesetzt und

durch eine Schraube fixiert.

Endende Gridiiache

2 man
1 mm
3 1

Abbildung 3.4: Goldnetzchen

3.3.4. Bestimmung der Viskositat und des Brechungsindex

von RPMI

Die kinematische Viskositat wird mit Hilfe eines Mikro-Ostwald-Viskosimeter (s. Abbil-
dung 3.5) bestimmt. Hierzu werden 2 mL des RPMI in das verbreiterte Rohr pipettiert
und die Lésung bis zum Eichstrich E1 mit Hilfe eines Peleusball hochgesaugt und die

Zeit gemessen, bis die Lésung den Eichstrich E2 erreicht.
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Abbildung 3.5: Mikro-Ostwald-Viskosimeter.[148]

3.4. Praparation von humanen Keratinozyten mit Silicanano-

partikeln und Goldnanopartikeln fir TEM

Die Proben wurden von Frau Dr. Rancan (AG Lademann/Vogt, Charité Berlin) und
Frau Schrade (AG Bachmann, Charité Berlin) analog zur Literatur prapariert.l'l

Zur Untersuchung der Aufnahme von Goldnanopartikeln mit Silicaschale und Silicana-
nopartikeln werden Proben fir die TEM vorbereitet.

3.5. Inkubation von humanen Keratinozyten mit Ag-Nanoparti-

keln fiir TEM und AAS

Die Proben werden von Herrn Dipl.-Ing. Sebastian Ahlberg (AG Lademann/Vogt, Cha-
rité Berlin) prapariert.

Zur Untersuchung der Aufnahme von trigonalen Silbernanoprismen, Silbernanospha-
ren und einer 1:1-Mischung aus beiden Partikelsorten (Konfetti-Nanopartikel) in hu-
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mane Keratinozyten (HaCaT-Zellen) werden Proben fir die Transmissionselektronen-
mikroskopie und Atomabsorptionsspektrometrie vorbereitet. Dazu werden vier Proben

hergestellt:

Kontrollzellgruppe (ohne Nanopartikel)
Zellen mit trigonalen Ag-Nanoprismen (25 pg/mL, 1 mL)
Zellen mit Ag-Sphéaren (25 pg/mL, 1 mL)

>~ 0 bdh =

Zellen mit Ag-Konfetti-Nanopartikeln (25 pg/mL, 1 mL)

In eine 4*6 Lochplatte werden 17 Lécher mit 1 mL einer Mutterzellsuspension (250,000
Zellen/mL) in RPMI mit 10% fetalem Kalberserum (RPMI/FCS) gegeben und die
HaCaT-Zellen Uber Nacht bei 37 °C und 5% COz2 im Inkubator adhériert. Das Zellkul-
turmedium wird entfernt und 1 mL der entsprechenden Silberdispersionen in 1 mL
RPMI/FCS (c = 25 pg/mL) bzw. 1 mL pures RPMI/FCS (Kontrollzellgruppe) zugegeben
(s. Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3: Probenpréparation

Probe Nanopartikel | Lécher fir TEM | Lécher fir AAS

Negativkontrolle Keine 0 2

Zellen mit Ag-Sphéren Ag-Nano- 3 2
spharen

Zellen mit trigonalen Ag-Na- | Trigonale Ag- 3 2

noprismen Nanoprismen

Zellen mit Ag-Konfetti Ag-Konfetti 3 2

Die Proben werden fir 24 h bei 37 °C und 5% COz inkubiert. AnschlieBend wird das
Medium beztglich der Kontrollgruppe entfernt. In der Nanopartikelgruppe werden
ebenfalls das Medium und Nanopartikel, die von den HaCaT-Zellen nicht aufgenom-
men wurden, entfernt.

Samtliche Proben werden mit jeweils 1 mL PBS gewaschen, 500 pL Trypsin zugege-
ben und fir weitere 5 min inkubiert. Dabei werden die adharenten HaCaT-Zellen vom
Lochboden gelést. Es werden jeweils 500 uL RPMI zugegeben um den Ablésevorgang
der Zellen vom Lochboden zu unterbinden und die Zellsuspensionen in Eppendorf-
ReaktionsgefaBe (Mikroreaktionsgefal3) geflllt. AnschlieBend werden die Zellsuspen-

sionen zentrifugiert (493 g, 7 min) und der Uberstand entfernt. Die Zellen werden in 1
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mL PBS resuspendiert und wiederum zentrifugiert (493 g, 7 min). Der Uberstand wird
entfernt. Die Zellen, die anschlieBend mittels TEM untersucht werden sollen werden
mit 500 pL Fixierungslésung fixiert und die Proben fir die AAS in 500 pL Paraformal-
dehyd redispergiert.

Die Fixierung der Zellen fir die TEM erfolgt dabei nach einem Protokoll von Frau
Schrade (AG Bachmann, Charité Berlin, s. Anhang A).

3.6. Inkubation von humanen mesenchymalen Stammzellen
mit trigonalen Ag-Nanoprismen und Ag-Nanosphéaren flr

TEM und AAS

Die Probenpraparation humaner mesenchymaler Stammzellen (hMSC) wird in Ver-
haltnis zur Probenpraparation der HaCaT-Zellen (s. Kapitel 3.5) variiert. Dabei werden
die Zellzahlen von 250.000 Zellen/Loch auf 100.000 Zellen/Loch herabgesenkt. An-
schlieBend werden identische Partikelsysteme mit 10 pg/mL und 25 pg/mL der ver-
schiedenen Dispersionen (trigonale Ag-Nanoprismen, Ag-Nanosphéaren und Ag-Kon-
fetti) versetzt. Die Verringerung der Zellzahl ist notwendig, da die raumliche Ausdeh-
nung der hMSC deutlich gréBer als die rdumliche Ausdehnung der HaCaT-Zellen ist.
Dabei gibt es hMSC die eine Léange von 50 um, wahrend HaCaT-Zellen eine Lange
von etwa 10 um aufweisen. Bei einer Zellzahl >100.000 Zellen/Loch wirden sich Mul-
tilagen der hMSC bilden. Samtliche weitere Bedingungen (s. Kapitel 3.5) werden zur
Praparation der HaCaT-Zellen konstant gehalten.

3.7. Inkubation von Humanhaut mit fluoreszierenden AHAPS-

funktionalisierten SiO2> Nanopartikeln

Die Inkubation und Fixierung von Humanhaut mit fluoreszierenden AHAPS-funktiona-
lisierten SiO2-Nanopartikeln (s. Kapitel 3.2.2.2 und 3.2.2.4) werden von Herrn Dipl.-
Ing. S. Ahlberg (Charité) und Herrn Dr. M. Laue (Robert Koch Institut) analog zur Lite-
ratur durchgeflhrt.[13:[149]

Zunachst wird Humanhaut eines 50 bis 70-jahrigen Spenders exzidiert und die Haut
Uber Nacht in einem Inkubator bei 37 °C und 5% CO2 mit 100% Luftfeuchte fir 15 h
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gehalten. Samtliche Strukturen unterhalb des Bindegewebes werden entfernt. Es wird
intakte Haut (ohne Narben und Verfarbungen) in Stlicke mit einer Ausdehnung von 2
cm? geschnitten. Die Humanhaut wird mit einer Lanzette-Mikronadel auf einem mit
Alufolie umhiillten Styroporblock fixiert und 1 cm? groBe Quadrate markiert. Anschlie-

Bend werden drei verschiedene Proben vorbereitet:

1. Negativkontrolle
2. Native Hautprobe, die mit der Dispersion inkubiert wird
3. Geprickte Hautprobe, die mit der Dispersion inkubiert wird

Die zuletzt genannte Hautprobe wird mit einer Lanzette-Mikronadel ca. 10*10 Mal mit
einer Tiefe von etwa 70 um eingestochen. Es wird ausgeschlossen, dass die Basal-
membran der Haut verletzt wird.

Die humanen Hautproben werden entsprechend Tabelle 3.4 mit verschiedenen Me-
dien versetzt. Diese werden anschlieBend fiir etwa 10 s in die Haut einmassiert. Uber-

stehende Medien werden abgetupft.

Tabelle 3.4: Probenpréparation

Probe Hautprapara- | V(Nanoparti- V(PBS) [uL]

tion kel) [uL], c = 1
g/L

Negativkon- Keine 0 20
trolle

Native  Haut- | keine 20 0
proben

Geprickte geprickt 20 0
Hautproben

Die Hautproben werden in eine Nasskammer und in den Inkubator bei 37 °C, 5% COz2
und 100% Luftfeuchte fiir 24 h gestellt.l3]

Die Hautproben werden einmal mit einem Tesafilmstreifen (Beiersdorf AG) beklebt und
abgerissen. Die Hautproben werden in 3*3 mm? groBe Stlicke geschnitten und in Fi-
xierungslésung (Glutaraldehyd (2.5%), Paraformaldehyd (1%) in 2-(4-(2-Hydro-
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xyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaurepuffer (HEPES, 0.05 M)) fir 3 h bei Raumtem-
peratur gelagert. Nach der Fixierung werden die Hautproben bei 4 °C gelagert und von
Herrn Dr. M. Laue (Robert Koch Institut Berlin) geschnitten. Dazu wird die geprickte
Hautprobe zunachst semidinn (Schnittdicke 115 um) geschnitten. AnschlieBend wer-
den ultradiinne Schnitte prapariert (Schnittdicke 60 bis 80 nm) bis eine typische
Prickstelle zum Vorschein kommt (s. Anhang B und C).
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4. Ergebnisse und Diskussion

Aufgrund der zahlreichen kommerziell erhaltlichen Produkte, die Nanopartikel enthal-
ten und der gesellschaftlichen Verunsicherung bezlglich der méglichen Aufnahme und
Toxizitat dieser Systeme gegenliber dem menschlichen Organismus gibt es zahlreiche
Studien, die die Wechselwirkung von Nanopartikeln mit biologischen Systemen be-
schreiben. Dabei hangt die Interaktion von Nanopartikeln mit biologischen Systemen
von vielen Faktoren ab: Hierzu z&hlen die physiko-chemischen Eigenschaften der Na-
nopartikel, wie Material, Konzentration,[”?}8% GroRe,®!! Ligandendichte, 8!l Form,[82
Oberflachenfunktionalisierung,®4 Grad der Aggregation,®l Zeta-Potential und Porosi-
té.t.[84]’[85]

Chitrani et al. zeigten beispielsweise, dass Goldnanopartikel mit einem Durchmesser
von 50 nm starker von Zellen aufgenommen werden, als Nanopartikel mit einem
Durchmesser von 10 nm oder 100 nm.['1 Zudem zeigten diese Autoren, dass Nano-
partikel mit verschiedenen Ligandendichten zu unterschiedlichen biologischen Konse-
quenzen (Aufnahme, Zytotoxizitat) flhren. Gratton et al. veranschaulichten, dass Po-
lyethylenglycol-Hydrogel-Nanopartikel verschiedener Morphologie in unterschiedlicher
Quantitat von Zellen aufgenommen werden.[21 So werden in absteigender Quantitat
Stabchen gefolgt von Sphéren, Zylindern und Wiirfeln aufgenommen. Dies gilt flir Na-
nopartikel >100 nm. In Studien mit sub-100-nm-Partikeln werden Sphéaren in héherer
Quantitat als Stabchen aufgenommen. 83110 Graf et al. zeigten, dass die Oberflachen-
funktionalisierung und damit das Zeta-Potential von Silicananopartikeln Auswirkungen
auf die Stabilitdt von Dispersionen und auf die Aufnahme der Nanopartikel in Zellen
haben.[%4 Albanese et al. présentierten, dass monodisperse Goldnanopartikel in héhe-
rer Quantitat als aggregierte Systeme in Zellen aufgenommen werden. 3

Trotz der zahlreichen Studien, sind die fundamentalen Wechselwirkungen von Nano-
partikeln mit Biomaterie noch nicht verstanden.['>'l In den letzten Jahren wurden daher
zahlreiche Studien durchgeflhrt, in denen molekulare Wechselwirkungen von Nano-
partikeln mit Biosystemen untersucht werden.['5?] Es wurde herausgefunden, dass Na-
nopartikel bereits im extrazellularen Raum mit verschiedenen Biomolekilen, wie Pro-
teinen, Zuckern und Lipiden wechselwirken bevor eine Interaktion mit der Zellmembran

stattfindet.[1%2]
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Im ersten Kapitel der Auswertung dieser Arbeit (s. Kapitel 4.1) wird diskutiert, ob und
wieso Nanopartikel verschiedenen Oberflachenmaterials (Gold vs. Silica) und unter-
schiedlicher Oberflachenfunktionalisierung (Citrat vs. Silanolat) in die wichtigste zellu-
lare Subeinheit, den Zellkern, eindringen kénnen.

Im zweiten Kapitel der Auswertung (s. Kapitel 4.2) werden die Aufnahme und die
Wechselwirkung von Silbernanopartikeln verschiedener Morphologie mit zwei ver-
schiedenen Zellsystemen untersucht. Hierzu werden humane Keratinozyten, die Zel-
len aus der Oberhaut (Epidermis) menschlichen Gewebes reprasentieren und Stamm-
zellen, die an der Geweberegeneration involviert sind verwendet. Die Wahrscheinlich-
keit, dass diese Zellen mit zytotoxischen Silbernanopartikeln nach Exposition mit
menschlichen Organismen interagieren, ist hoch.[’8['53] Dabei soll herausgefunden
werden, ob Nanopartikel verschiedener Morphologie in unterschiedlicher Quantitat von
den verschiedenen Zellsystemen aufgenommen werden.

Im dritten Kapitel der Auswertung (s. Kapitel 4.3) wird die Aufnahme von Silicanano-
partikeln in humane Haut untersucht.

In dieser Arbeit wird darauf Wert gelegt, mit verschiedenen unabhangigen analytischen
mikroskopischen, spektromikroskopischen und spektrometrischen Verfahren identi-

sche Proben zu analysieren, um belastbare Ergebnisse zu erhalten.

4.1. Untersuchung der Aufnahme von Goldnanopartikeln,
Goldnanopartikeln mit Silicaschale und Silicananopartikeln

in den Zellkern humaner Keratinozyten

Der Zellkern ist die wichtigste Organelle von Zellen, da innerhalb des Zellkerns das
Erbgut liegt und die Replikation des Erbguts (Duplizierung der DNA) sowie die Tran-
skription (Erstellung von mRNA-Kopien) stattfinden. Daher wird vermutet, dass der
Zellkern besonders empfindlich gegentber Nanopartikeln ist. Wie Nanopartikel be-
schaffen sein missen um vom extrazellularen Raum Uber den intrazellularen Raum
bis in den Zellkern zu penetrieren und wie die Aufnahmewege sind, ist folglich von
groBBem Interesse.

Im Folgenden wird daher untersucht, wie Nanopartikel beschaffen sein missen, um

bis in den Zellkern zu gelangen. Dazu werden die Aufnahme und die Aufnahmewege
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von verschiedenen Nanopartikelsystemen (1. mit Silanolatoberflache, 2. mit Citra-
toberflache) mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und Cryo-Réntgen-
mikroskopie/-tomographie (engl.: soft X-ray cryo-microscopy/tomography, cryo-XM/T)
in humane primare Keratinozyten untersucht. Bei der cryo-XM/T werden ganze, cryo-
fixierte und nicht eingebettete Zellen untersucht, wahrend bei der TEM eingebettete
und fixierte ultradiinne Schnitte (Dicke ca. 70 nm) von Zellen untersucht werden. Da
bei cryo-XM/T Proben mit einer Dicke von etwa 10 um untersucht werden, bendtigt
man innerhalb der Nanopartikel einen Goldkern, um diese innerhalb der biologischen
Probe lokalisieren zu kénnen. Gold besitzt gegenlber Silica einen hdheren Absorpti-
onsquerschnitt, sodass ein héherer Kontrast mit geringerer Réntgenstrahlendosis er-
reicht werden kann.['%4 Vergleicht man die transmittierte Rontgenstrahlung bei einer
Energie von 510 eV von einem Goldnanopartikel mit einem Silicananopartikel mit
Durchmessern von 60 nm, so werden von Gold etwa 23% und von Silica ca. 94% der
Strahlung transmittiert.[5°]

Bei fixierten und eingebetteten Zellschnitten fir die TEM ist ein Goldkern nicht notwen-
dig, da die Dicke der biologischen Probe bei etwa 70 nm liegt und daher der von den
Silicananopartikeln erzeugte Kontrast im Elektronenstrahl ausreicht, um die biologi-
sche Probe von den Nanopartikeln zu unterscheiden. Die beiden verwendeten Metho-
den unterscheiden sich in der Ortsauflésung. Die Auflésung des cryo-XM/T liegt bei
etwa 14 nm,['3" die Auflésung des verwendeten TEM liegt bei etwa 1 nm liegt. Mittels
TEM kdnnen subzellulare Strukturen in héherer Auflésung visualisiert werden. Cryo-
XM/T bietet die Méglichkeit der Untersuchung des elementspezifischen Kontrasts
(Spektromikroskopie) der biologischen Probe.['31]

Die einzelnen Vor- und Nachteile der cryo-XM/T und TEM werden in Kapitel 4.1.3 er-
lautert.

4.1.1. Synthese und Charakterisierung des Farbstoffkopp-

lungsprodukts

Fluoresceinisothiocyanat (FITC) wird in zahlreichen Studien als Fluoreszenzsonde
verwendet, um beispielsweise Nanopartikel zu markieren.['46: 1561 Zur Darstellung von
fluoreszierenden Silicananopartikeln ist eine vorherige Synthese des Farbstoffkopp-
lungsprodukts (s. Abbildung 4.1) notwendig. Dazu wird FITC (0.043 mmol, 16.9 mg)



72

mit 3-Aminopropyltrimethoxysilan (APS, 0.4 mmol, 70.7 pL) in Ethanol (0.172 mol, 10
mL) zum Farbstoffkopplungsprodukt (FITC-APS) umgesetzt.

w

_—
__—

/\/\/\/\
/\

Abbildung 4.1: FITC-APS Kopplungsprodukt mit m/q = 568.1336.

Die Uberpriifung, ob die Reaktion ablauft, erfolgte mittels Massenspektrometrie (Elekt-
ronenstoBionisation) Im Massenspektirogramm ist ein Signal der relativen Intensitat
(Iret) bei 100% bei 595.15845 m/z (negativ) erkennbar. Dies legt die Vermutung nahe,
dass es zu einem Austausch von zwei Methoxygruppen des FITC-APS durch Ethoxyg-
ruppen gekommen ist. Zudem zeigt das Signal bei 609.17417 m/z (negativ) (Irei= 86%)
und 611.18636 m/z (let = 10%) den Austausch von drei Methoxygruppen durch
Ethoxygruppen. Da APS in zehnfachem Uberschuss eingesetzt wurde, tritt zudem ein
Signal bei 222.15189 m/z (positiv), Irel = 8%, das der Bildung des 3-Aminopropy-
ltriethoxysilan entspricht, auf. Ein Signal bei 568.1336 m/z, das dem Muttermolekiil
entspricht, ist nicht enthalten. Jedoch kann dieses Signal bei der ElektronenstoBioni-
sation fir das Muttermolekdlion fehlen, da vorwiegend intensive Signale fir Fragmen-
tationen erhalten werden.['%”] Zudem sind Polykondensationsprodukte bei der Reak-
tion entstanden (1205.34049 m/z (positiv), Irel = 10% sowie 2179.90889 m/z (positiv),
lrel = 20%).
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4.1.2. Synthese und Charakterisierung SiO-ummantelter Gold-

nanopartikel und fluoreszierender SiO2-Nanopartikel

Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markierte Silicananopartikel werden mit einer modifi-
zierten Mikroemulsionssynthese dargestellt (s. Kapitel 3.2.2).1'46: 1581 Dig resultierenden
fluoreszierenden Silicananokerne werden mit einer farbstofffreien Silicaschale mittels

Kern-Schale-Wachstum analog zum Stéberwachstum ummantelt (s. Abbildung 4.2).[68
159]

NH,, H;0, £ NH,, H,0, Si(OEt), I..-‘?’
|

Si{OE), i ,
Cyclohexan, Igepal  * F EtoH L f,r" b

r_.r"f Schale :jhne Fluoreszenzfarbstoff

Kern mit Fluoreszenzfarbstoff

= Fluoresceinisothiocyanat +
aminopropyltrimethoxysilan

Abbildung 4.2: Schema zum Aufbau der verwendeten Kern-Schale-Silicananopartikel mit Fluo-
reszenzfarbstoff.

AnschlieBend werden kommerziell erhéltliche Goldnanopartikel (BBI™ Group) und die
synthetisierten fluoreszierenden Silicananopartikel mit farbstofffreier Silicaschale mit
TEM, dynamischer Lichtstreuung (DLS) und Zeta-Potential-Messungen charakteri-
siert. Die Beschreibung zur Synthese und Charakterisierung der Silica-ummantelten
Goldnanopartikel erfolgt spater. Aufgrund der Oberfachenfunktionalisierung mit Citrat
(Goldnanopartikel) oder Silanolat (Silicananopartikel bzw. Goldnanopartikel mit Silica-
schale) besitzen die untersuchten Nanopartikel ein negatives elektrisches Potential an
der Abscherschicht (Zeta-Potential). Die resultierende elektrostatische AbstoBung der
Nanopartikel fuhrt zu hydrodynamischen Durchmessern, die den Durchmessern der
Nanopartikelkerne &hnlich sind, die durch die TEM (TEM-Durchmesser: (60+5) nm
(Goldnanopartikel), (51+2) nm (Silicananopartikel)) erhalten werden (s. Abbildung 4.3).



74

4.3.1

100 nm P 100 nm

Abbildung 4.3: TEM-Aufnahme von Goldnanopartikeln (Abbildung 4.3.1) und Silicananopartikeln
(Abbildung 4.3.2)

Die Kolloide liegen somit nicht aggregiert vor. Die Differenz aus TEM- und hydrodyna-
mischen Durchmesser resultiert aus der rdumlichen Ausdehnung des Liganden (Citrat
bzw. Silanolat) und adsorbierter Losemittelmolekdle.l'®! Die Nanopartikel sind auch

nach einer Lagerung von Uber 2 Jahren in Reinstwasser stabil (s. Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Charakterisierungsdaten zu Goldnanopartikeln und Silicananopartikeln.

Nanopartikel TEM-Durch- DLS-Durchmesser [nm] in | Zeta-Potential in
messer [nm] Reinstwasser nach Reinstwasser
0d 5d 2a nach 0 d [mV]
Goldnanopartikel (6015) (63+2) | (62+4) | (64%2) (-49+2)
Silicananopartikel (51£2) (96£2) | (972) | (9041) (-52+3)

Fir die Untersuchung von Nanopartikeln mit Silanolatoberflache mittels cryo-XM/T
werden Goldnanopartikel mit Silicaschale synthetisiert. Dabei ist eine direkte Umman-
telung von Citrat-funktionalisierten Goldnanopartikeln mit SiO2 nicht moglich.['44 Die
Synthese SiOz2-ummantelter Goldnanopartikel wird nach einer modifizierten Vorschrift
von Graf et al. durchgefiihrt.['44 Dabei werden die Goldnanopartikel zunachst mit Po-
lyvinylpyrrolidon (PVP, M = 10 kg/mol, 60 Molekile PVP pro nm? der Nanopartikelober-
flache) funktionalisiert. Hierbei soll PVP die Affinitat der Goldnanopartikeloberflache zu

Silica erhéhen.['*4 Die PVP-ummantelten Goldkolloide werden zentrifugiert und vom
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Uberstand befreit. Hierbei befinden sich weniger als 1% der eingesetzten Goldnano-
partikel im Uberstand. Durch Zugabe des Sediments (enthalt Goldnanopartikel) wird
in das Reaktionsmedium flir die Silicaschalenbildung ein zusatzliches Volumen von
Wasser von (70+10) pL eingebracht. Die Ummantelung der Goldnanopartikel mit SiO2
erfolgt durch Umsetzung von Tetraethoxysilan (TEOS) unter der katalytischen Wirkung
von Ammoniak und Wasser. Hierbei ist das Ziel, eine homogene und etwa 5 nm dicke
Silica-Schale zu erhalten.

Dazu werden fir die Synthesen folgende Parameter gewabhlt (s. Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2: Ubersicht der Parameter wihrend der Ummantelung von Goldnanopartikeln mit SiO»

Syn- Viotar® c(AU- Aojotal | ¢(H20) c(TEOS) c(NHs)
these [mL] NP)P) [m?/L] [mol/L] | [umol/L])/ be- [mol/L]
L] rechnete
Schalendicke
[nm]
1 2.58+0.02 | 4.03*10"'* | 4.6%0.5 | 2.9+0.3 10+1/5 0.65+0.01
2 2.60+0.02 | 4.00*10'* | 4.5+0.5 | 2.9+0.3 30£1/10 0.64+0.01
3 0.73+0.02 | 7.17*10'* | 8.1+0.8 | 6.7+1.1 1101 /20 | 0.58%0.01
4 0.71+£0.02 | 7.38*10'4 | 8.3%0.8 | 6.8%1.2 36x1/10 0.59+0.02
5 0.71+£0.02 | 7.38*10'* | 8.3%0.8 | 6.8%1.2 36x1/10 0.59+0.02
6 0.40+0.02 | 1.32*10'5 | 15.0+1.0 | 11.1+2.0 651 /10 0.53+0.02

3) Viotai: Volumen in der Gesamtreaktion, ) c(Au-NP): Konzentration der Goldnanopartikel, © Ao,otai: Ge-
samtoberflache der eingesetzten Nanopartikel. Es wurde mittels UV/VIS-Spektroskopie bestimmt, dass
der relative Fehler der Goldnanopartikelkonzentration nach Umsetzung mit PVP und anschlieBender
Aufreinigung &(c(Au-NP)) < 1% und der relative Fehler der Goldnanopartikeloberflache somit (Ao total)
< 1% betragen.

In Synthese 1 konnten keine Goldnanopartikel mit homogener Silicaschale dargestellt
werden. Bei Umsetzung der Nanopartikel mit TEOS (10 pmol/L entspricht einer be-
rechneten Schalendicke von 5 nm) bildete sich keine im TEM erkennbare Silicaschale
(keine TEM-Aufnahme angefertigt). Bei nochmaliger Umsetzung mit TEOS (Synthese
2, insgesamt 30 umol/L, errechnete Schale 10 nm) zeigt sich, dass die Goldnanopar-
tikel nicht homogen mit Silica ummantelt wurden. Anhand der TEM-Aufnahme (s. Ab-

bildung 4.4) ist zu erkennen, dass zum Teil die Goldnanopartikel eine nicht geschlos-
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sene Silicaschale umgibt (s. Abbildung 4.4.1), dass Goldnanopartikel zusammenge-
wachsen sind (s. Abbildung 4.4.1 und Abbildung 4.4.3), dass es dariber hinaus Gold-
nanopartikel gibt, die nicht mit Silica ummantelt sind (s. Abbildung 4.4.2) und dass sich
Silica-Zweitnukleate gebildet haben (s. Abbildung 4.4.4).

4.4.1

* 250 nm

4.4.3
4.4.2
] ~
.............. 250 nm
4.4.4 e 2 250 nm
250 nm /
i 500 nm

Abbildung 4.4: TEM-Aufnahme von Nanopartikeln aus Ansatz 2.

Die Ummantelung der Goldnanopartikeln mit einer definierten Silicaschale ist von zahl-
reichen Faktoren abhangig. Das Schalenwachstum ist eine Funktion der Konzentrati-
onen der Katalysatoren (Ammoniak und Wasser), der Primarpartikel (Konzentration
und Oberflache der Goldnanopartikel), der Konzentration des Silicaprakursors (TEOS)
und der molaren Masse des PVP: Graf et al. zeigten, dass eine molare Masse des
PVP von 10 kg/mol zu einer hohen Stabilisierung der Goldnanopartikel wahrend des
Schalenwachstums und zu homogenen Silicaschalen flhrt.['“ Daher wurde in dieser
Studie ausschlieBlich PVP mit dieser molaren Masse verwendet. Da es keine syste-
matischen Untersuchungen in der Literatur gibt, die sémtliche Parameter untersuchen,
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die fir die Bildung einer Silicaschale um PVP-funktionalisierte Goldnanopartikel rele-
vant sind, werden die Ergebnisse aus dieser Arbeit mit dem Silica-Schalenwachstum
von Silicananopartikeln verglichen:

Dabei wird in einigen Publikationen veranschaulicht, dass das Wachstum von Silica-
schalen auf ein bestehendes Nanopartikel grundsatzlich auf der Bildung und der an-
schlieBenden Aggregation von Silicanukleaten auf Primarnanopartikeln beruht.[72:1159
[1601.[1611.[162] Somit wird geschlussfolgert, dass die in dieser Arbeit durchgefiihrte Sili-
caummantellung von Goldnanopartikeln, bei der ebenfalls Silicanukleate auf beste-
hende Nanopartikel aggregieren, vergleichbar ist. Chen et al. fanden fir das Wachs-
tum von reinen Silicananopartikeln heraus, dass je kleiner Nanokerne sind desto we-
niger neue Nanokerne bilden sich beim Partikelwachstum mit SiO2. Umso gréBer die
Gesamtoberflache der Primarpartikel ist, desto weniger Sekundarkerne bilden sich.
Daher spielt ebenfalls die Konzentration der Primarpartikel bei der Bildung von Zweit-
nukleaten eine entscheidende Rolle.['83] Chen et al. zeigten dariiber hinaus, dass die
Bildung von Zweitnukleaten eine Funktion von der Initialkonzentration von TEOS, der
Geschwindigkeitskonstante der Hydrolyse von TEOS (Kn) und der Geschwindigkeits-
konstanten der Kondensation der Kieselsaure (Kc) ist. Wenn jedoch die Konzentration
an Primarpartikeln zu hoch ist, kdnnen die Priméarpartikel sich zu nahe kommen und
mit Silica zusammenwachsen. Dies ist in diesem Versuch genauso wenig erwinscht
wie die Bildung von Zweitnukleaten. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Zugabe
von NaCl die Bildung von Sekundarkeimen inhibieren kann. Jedoch werden mit stei-
gender lonenstarke ebenfalls Dispersionen instabil, sodass Nanopartikel generell ag-
gregieren und somit zusammenwachsen kénnen.[72 163]

AusschlieBlich ein homogenes und nicht-aggregiertes Nanopartikelsystem lasst ein-
deutige Ruckschlisse auf die Aufnahme in und die Toxizitat der Nanopartikel auf bio-
logische Systeme zu. Ist das Nanopartikelsystem divers, bleibt unklar welche Spezies
zur eventuell auftretenden akuten Toxizitat fihrt.

Die oben genannten Geschwindigkeitskonstanten Kn und K¢ sind von der Konzentra-
tion des Reinstwassers und des Ammoniaks abhangig. Da die Bildung einer homoge-
nen, dinnen Silicaschale eine Funktion der eingesetzten Konzentration von TEQSI'63]
und der Katalysatoren (Ammoniak und Reinstwasser) ist, wurde in den folgenden Ex-
perimenten die Konzentration an Goldnanopartikeln, die Konzentration an eingesetz-
tem TEOS, Ammoniak und Reinstwasser systematisch variiert (s. Tabelle 4.2). Die
Konzentration und molare Masse des PVP wurde hingegen konstant gehalten.
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Liz-Marzan et al. zeigten, dass die Bildung einer homogenen Silicaschale um Goldna-
nopartikel auch bei Wasser als Losemittel realisierbar ist.[164]

Bogish et al. veranschaulichten, dass die Bildung von kleinen Silicananokernen bei
hohen Konzentrationen an Ammoniak und Wasser auftritt.['> In den vorliegenden Ex-
perimenten sind die Wasserkonzentrationen deutlich erhéht.

Park et al. und Chen et al. publizierten, dass Partikelwachstum von Silica proportional
zur Konzentration von Wasser und zur Konzentration des Ammoniaks ist.['631[165]
Park et al. verwenden fur die Synthese und dem Wachstum von Silicananopartikeln
mit geringer Polydispersitat 0.2 - 0.35 mol/L Ammoniak und [H20)/[TEOS] = 30 - 55.
Diese geringen Verhéltnisse von Wasser zu TEOS sind in dem vorliegenden Versuch
nicht realisierbar, da die reinen Goldnanopartikel bereits in Reinstwasser dispergiert
sind. Diese Dispersionen werden abzentrifugiert und dem Reaktionskolben zugege-
ben, sodass das Volumen an zugefligten Reinstwasser in den einzelnen Reaktionen
70£10 pL betragt. Somit ist das Verhaltnis von Wasser zu TEOS in der vorliegenden
Arbeit deutlich gréBer (von 1100 bis 9900) als bei den optimierten Synthesen von Park
et al.['®%] (s. Tabelle 4.3) und Chen et al.l'63l

Zudem kommt es bei der Aufkonzentrierung der Goldnanopartikeldispersion zu einem
vernachlassigbaren Verlust an Goldnanopartikeln von weniger als 1% (mittels UV/VIS-
Spektroskopie bestimmt).

Tabelle 4.3: Vergleich der Reaktionsparameter in der vorliegenden Arbeit und der Publikation
von Park et al.['5%]

Synthese ([H,0]/[TEOS])pis ([H,0]/[TEOS]) pis
([H201/[TEOS] park,ss ([H201/[TEOSD park,30
1 5.4*103 9.9*103
2 1.8*10° 3.3*103
3 1.1*103 2.0*10°8
4 3.5*10°8 6.3*10°
5 3.5*103 6.3*10°3
6 3.1*108 5.7*10°8

Fiir den Vergleich werden die Daten aus der vorliegenden Arbeit (([H,01/[TEOS])pis) mit den Daten von
Park et al. fur ([H,0]/[TEOS)) park,ss = 55 und ([H,0]/[TEOS])park 30 = 30 vergleichen.[165]
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Da eine geringere Wachstumsrate zur Bildung einer dinnen homogenen Silicaschale
fihren kann, wurden in Synthese 3 90% der Konzentration an Ammoniak aus Syn-
these 2 eingesetzt. In Synthese 2 und 3 wurde die Konzentration an Wasser im Ver-
gleich zur Konzentration von TEOS konstant gehalten ([H,0]/[1075TEOS] ~
1 bzw.0.6).

In der TEM-Aufnahme der Partikel aus Synthese 3 (s. Abbildung 4.5) ist erkennbar,

dass sich keine Zweitnukleate gebildet haben.

9 453

)y 6 bt | O
: % R \\ —

250 nm

500 nm

.o
Abbildung 4.5: TEM-Aufnahme von Nanopartikeln aus Ansatz 3.

Zudem ist eine gréBere Anzahl an Goldnanopartikeln mit einer diinnen SiO2-Schale (s.
Abbildung 4.5.1) ummantelt als in Synthese 2. Es sind bei zusammengewachsenen
Nanopartikeln die einzelnen Silicaschalen erkennbar (s. Abbildung 4.5.2). Die reale

durchschnittliche Dicke der Silicaschalen ist mit (26+15) nm zu dick und zu inhomogen
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(s. Abbildung 4.5.3 und Abbildung 4.5.4), da die Spezies kein homogenes System re-
prasentiert. Die berechnete Silicaschale betragt 20 nm. Es wird geschlussfolgert, dass
die eingesetzte Menge an TEOS zu hoch ist, um eine ca. 5 nm dicke Silicaschale zu
generieren. Dabei wird anhand der TEM-Aufnahme abgeschatzt, dass die Menge an
eingesetztem TEOS um den Faktor 3 verringert werden muss um zu einer diinnen
Silicaschale zu gelangen.

In Synthese 4 wurde folglich die Menge an TEOS um ca. 67% reduziert. Hierbei betragt
die berechnete Schalendicke ca. 10 nm. Die Konzentration an Wasser im Verhéltnis
zu TEOS wurde dabei im Verhaltnis zu den vorherigen Synthesen verdoppelt (Syn-
these 2) bzw. verdreifacht (Synthese 3) ([H,0]/107°[TE0S] =~ 2), wahrend die Kon-
zentration an Ammoniak zu der vorherigen Synthese (Synthese 3) konstant gehalten
wurde.

Dabei ist zu erkennen, dass die Reduzierung der Menge des TEOS zu einer diinnen
Silicaschale (4+3) nm flhrt (s. Abbildung 4.6). Es sind zudem einige wenige (ca. 5%)
Goldnanopartikel zusammengewachsen (s. Abbildung 4.7). Die Silica-ummantelten
Goldnanopartikel sind somit fiir nachfolgende Zellversuche geeignet (s. Kapitel 4.1.3)

und werden daher weiter charakterisiert.

‘@ 25 nm
e

200 nm
Abbildung 4.6: TEM-Aufnahme von Nanopartikeln aus Ansatz 4.
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200 nm \ 25 nm
Abbildung 4.7: TEM-Aufnahme von Nanopartikeln aus Ansatz 4.

In Synthese 5 wurden samtliche Reaktionsparameter analog zu Synthese 4 gelassen,
nur dass die Zugabe des TEOS in 3 Etappen in einem zeitlichen Abstand von 30 min
erfolgte. Durch diese Syntheseroute sollte die Bildung von zusammengewachsenen
Nanopartikeln unterdriickt werden. Park et al. zeigten, fir reine Silicananopartikel, je
kleiner die Zuflussgeschwindigkeit von TEOS zum Reaktionsmedium ist, desto gréBer
werden die Nanopartikel.['8%] Es wird daher geschlussfolgert, dass bei einer verringer-
ten Zuflussgeschwindigkeit, die Reaktionsgeschwindigkeit verringert wird, sodass die
Nanopartikel nicht zusammenwachsen. Die Folge dieser Syntheseroute war jedoch,
dass sich keine Silicaschale um die Goldnanopartikel bildete (im TEM analysiert, je-
doch keine TEM-Aufnahme angefertigt). Park et al. zeigten, dass wenn die Zuflussge-
schwindigkeit von TEOS zum Reaktionsmedium die kritische Uberséattigungskonzent-
ration unterschreitet, findet Nukleation in deutlich geringerer Quantitat statt.['65! Daher
wird vermutet, dass in Reaktion 5 im Verhéltnis zu Reaktion 4 nur wenige Nukleate
nach Zugabe des ersten Drittels des TEOS gebildet wurden. Generell wird bei der
Bildung von Silicaschalen und bei der Bildung von Silicananopartikeln TEOS zu Kie-
selsdure hydrolisiert. Jedoch spielen monomere Einheiten an Kieselsdure keine di-
rekte Rolle bei der Bildung von SiO2. Kieselsaure kondensiert vielmehr als SixOy(OH)-.
Wenn von diesen Einheiten eine ausreichend hohe Konzentration vorliegt, bildet sich
SiO2.1'8%1 Da die Bildung von SiO2 indirekt von der Konzentration von TEOS bzw. Kie-
selsaure und somit von den Geschwindigkeitskonstanten der Hydrolyse (Kn) bzw. der
Kondensation (Kc) abhangt, besteht die Mdglichkeit, dass eine kritische Menge an
TEOS vorliegen muss um SiOz2 zu bilden (s. Gleichung (4.1).

[$i,0,(0H),] = f([TEOS]o, Ky, K, = const. (4.1)



82

Mit Hilfe des Monomeradditions-Wachstumsmodell (engl.: Monomer addition growth
model) nach LaMer wie auch nach dem Aggregations-Wachstumsmodell (engl.: Ag-
gregation growth model) kann die Bildung von SiO2 Partikeln und somit auch von Sili-
caschalen beschrieben werden. Nukleation tritt nach dem erstgenannten Modell auf,
wenn die Konzentration von TEOS bzw. Kieselsaure Uber einem kritischen Wert liegt
(Ubersattigung). Partikelwachstum tritt durch die Addition von kleinen Nanokernen auf
bestehende gréBere Partikel auf. Diese Theorie wurde von zahlreichen Autoren be-
wiesen.[72L159L[160L[1611.[162] 7r Stabilisierung der Goldkolloide wahrend des Schalen-
wachstums und héherer Affinitat der Goldoberflache zu SiO2 wurde zunachst PVP auf
der Oberflache der Goldkolloide absorbiert.['44 Durch Adsorption der Silicanukleate
auf der Goldnanopartikeloberflache kann die absolute Partikeloberflache verringert
werden.l'#4 Dies ist energetisch bevorzugt.

Nach dem Aggregations-Wachstumsmodell bilden sich zunachst wahrend der Hydro-
lyse und Kondensation von TEOS kolloidal instabile Kerne mit einer rdumlichen Aus-
dehnung von einigen Nanometern. Generell aggregieren diese Kerne zu gréBeren Na-
nopartikeln bzw. Silicaschalen.!'*® Wenn jedoch die Konzentration an TEOS zu gering
ist, besteht die Méglichkeit, dass instabile Nanokerne in geringerer Quantitat entstehen
(Synthese 5). Wird nach erfolgter Nukleation weiteres TEOS zugegeben, so wachsen
die Nukleate, wahrend eine Zweitnukleation nicht stattfindet. Hierdurch sind vermutlich
stabile Silicananokerne entstanden, die nicht auf den Goldnanopartikeln adsorbieren.
Durch den anschlieBenden Aufreinigungsprozess der Dispersion mittels Zentrifugation
wurden vermutlich die Silicananopartikel verworfen, da sich diese Partikel aufgrund
der geringen Dichte des SiO2 im Uberstand und nicht im Sediment befanden. Somit
konnten bei den anschlieBenden TEM-Abbildungen (nicht abgebildet) nur Goldnano-
partikel ohne Silicaschale und keine Silicananopartikel gefunden werden.!'6°

In Synthese 6 wurde aufgrund der vorherigen Synthesen (Synthese 3 bis 5) die Kon-
zentration an Ammoniak auf etwa 90% im Verhaltnis zu Synthese 5 eingestellt, wéh-
rend die Konzentration von Wasser zu TEOS konstant gehalten wurde ([H,0]/
107°[TE0S] =~ 2). Die berechnete Silicaschalendicke betragt 10 nm.

In der TEM-Aufnahme der resultierenden Nanopartikel (s. Abbildung 4.8) ist erkenn-
bar, dass sich keine vollstandige Silicaschale um die Goldnanopartikel gebildet hat,
sondern Silicakerne auf der Oberflache der Goldnanopartikel kondensierten.
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Abbildung 4.8: TEM-Aufnahme von Partikeln aus Ansatz 6.

Dieser Effekt wird von Park et al. fir reine Silicananopartikel beschrieben. Dies wird in
dieser Arbeit auf das Kern-Schale-Modell Ubertragen. Umso héher die Gesamtkon-
zentration an Wasser ist, desto kleinere Silicananokerne aggregieren.['6°]

Dabei wird davon ausgegangen, dass es eine Attraktion von einzelnen Silicananopar-
tikeln zu einander durch Wassermolekile gibt. Durch Wechselwirkung des elektrone-
gativen Sauerstoffs der Silanolatgruppe mit den Protonen von H20 kommt es zu einer
Verringerung des Abstandes zwischen den Silicananokernen. Wird folglich die Kon-
zentration von Wasser erhéht, so kommt es zu einer Verringerung des Abstandes der
Silicananokerne zueinander.['®%] Die Partikelkerne aggregieren infolgedessen stark (s.
Abbildung 4.9). Aufgrund der hohen Affinitat des PVP zu den Nanokernen binden diese
aneinander.['#4 Dementsprechend ist bei der Betrachtung der Wasserkonzentration
nicht nur das Verhaltnis von Wasser zu TEOS wichtig, sondern ebenfalls die absolute
Wasserkonzentration in der Synthese. Chen et al. zeigten zudem, dass hohe Konzent-
rationen an H20 und geringere Konzentrationen an NHz zur Bildung kleinerer Partikel
flhrt.[163]
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Abbildung 4.9: Effekt der Wasserkonzentration auf die Partikelgr6Be und die GréBenverteilung
der Partikel (Lizenz zur Verwendung der Abbildung von Elsevier eingeholt).[53!

Carcouét et al. und Masalov et al. untersuchten das Wachstum von Silicananopartikeln
und fanden heraus, dass das Wachstum nicht molekular erfolgt, sondern sich Nano-
kerne mit einem Durchmesser von etwa 1 nm bilden, die zusammenwachsen.['601161]
In Tabelle 4.4 sind die erzielten Schalendicken der einzelnen Synthesen (1 bis 6) zu-

sammengefasst:
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Tabelle 4.4: Anséatze und Dicke der generierten Silicaschale.

Ansatz | berechnete erhaltene Scha- Anmerkungen
Schalendicke | lendicke (TEM-
[nm] Auswertung)
[nm]
1 5 - Keine Silicaschalen
2 10 1218 Sehr divers: zusammengewachsene

Nanopartikel, nicht geschlossene Si-
licaschale, Zweitnukleate, nicht um-

mantelte Nanopartikel

3 20 26+15 GréBere Anzahl an Goldnanoparti-
keln mit dinner Silicaschale im Ver-
haltnis zu den Nanopartikeln aus
Synthese 2, inhomogene Silicascha-
len, Zweitnukleate

4 10 413 Silicaschalen klein und homogen
5 10 - Keine Silicaschalen
6 10 1243 inhomogene, dicke Silicaschalen

Aus der systematischen Untersuchung der Synthese von Goldnanopartikeln mit einer
4 nm Silicaschale wird deutlich, dass hierfiir mehr TEOS verwendet werden muss, als
berechnet (vgl. Synthese 1 (5 nm berechnet) und 4 (10 nm berechnet)). Es zeigt sich,
dass sich bei einer berechneten Silicaschale von 5 nm keine Silicaschale bildet, wah-
rend sich flr eine berechnete Silicaschale von 10 nm eine 4 nm Silicaschale bildet.
Fir eine Silicaschale von 4 nm ist folglich etwa die 3.6-fache Masse des berechneten
TEOS bzw. SiO2 notwendig. Dies ist darauf zurtickzuflihren, dass sich neben dem Si-
lica, das auf den Goldnanopartikeln aufwachst, auch Silicananokerne in der Dispersion
bilden (s. Abbildung 4.6). Wird eine gréBere Menge an TEOS (entspricht einer Silica-
schalen von 20 nm) zugegeben, so bilden sich dickere und inhomogenere Silicascha-
len und die Nanopartikel wachsen zusammen.

Zudem scheint die Ammoniakkonzentration der entscheidende Parameter beim Silica-
schalenwachstum zu sein: Vergleicht man die Synthesen 2 (0.64 mol/L NHs, 100%), 4
(0.59 mol/L NHs, 92%) und 6 (0.53 mol/L NHs, 83%) fallt auf, dass in Synthese 2 eine
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inhomogene Silicaschale um die Goldnanopartikel gebildet, wahrend die Silicaschale
in Synthese 4 homogen war und in Synthese 6 sich kleine Silicakerne auf der Goldna-
nopartikeloberflache bildeten. H. Giesche zeigte, dass die Ammoniakkonzentration ei-
nen deutlich gréBeren Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit hat als die Wasser-
konzentration.['¢] An dieser Stelle muss nochmals erwahnt werden, dass Wasser in
deutlichem Uberschuss eingesetzt wurde. Aus den vorliegenden Ergebnissen kann
geschlussfolgert werden, dass eine bestimmte Ammoniakkonzentration (0.59 mol/L)
eingesetzt werden muss, um eine homogene und diinne Silicaschale auf die Goldna-
nopartikel homogen wachsen zu lassen.

Es wird vermutet, dass durch Verringerung der Ammoniakkonzentration und Erhéhung
der absoluten Wasserkonzentration in Synthese 6 die Porositat der Silicaschale zu-
nimmt, sodass sich die Silicaschale vergrdBert (s. Abbildung 4.8). Das Verhéltnis von
TEOS zu Wasser wurde hingegen konstant gehalten. Zudem wird vermutet, dass die
Zuflussgeschwindigkeit von TEOS bei der Bildung einer Silicaschale eine entschei-
dende Rolle spielt: Bei einer geringen Zuflussgeschwindigkeit konnte gezeigt werden,
dass sich keine Silicaschale um die Goldnanopartikel bildet, sondern vermutlich Sili-
cananopartikel entstehen, die durch die Aufreinigung entfernt werden (vgl. Synthese 4
und 5).

Mit den Kern-Schale-Nanopartikeln aus Synthese 4 kann gezeigt werden, dass mit
exakt eingestellten Parametern reproduzierbare Goldnanopartikel mit einer diinnen Si-
licaschale generiert werden kénnen.

Da die generierten Nanopartikel aus Synthese 4, die kommerziell erhéltlichen Goldna-
nopartikel und die synthetisierten fluoreszierenden Silicananopartikel mit Zellen inku-
biert werden sollen, wird im Folgenden die Stabilitat der Dispersionen mittels Messun-
gen der dynamischen Lichtstreuung bestimmt um zu gewahrleisten, dass die Nano-
partikel nicht aggregiert vorliegen. Dabei werden beide Nanopartikelsysteme in Reinst-
wasser und in einem Zellkulturmedium (engl.: Keratinocyte growth medium (KGM-

Gold™ BulletKit™)) vermessen.



87

Bestimmung des Brechungsindex und der dynamischen Viskositit des KGM-
Gold™ BulletKit™

Zur Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers von Nanopartikeln mittels dy-
namischer Lichtstreuung ist die vorherige Kenntnis der Viskositat und des Brechungs-
indexes essentiell. Da der Hersteller keine Charakterisierungsdaten zum Zellkulturme-
dium liefert, werden diese beiden Parameter experimentell bestimmt.

Der Brechungsindex von KGM-Gold™ BulletKit™ bei 25 °C und 589 nm betragt 1.3362
+0.0001.

Die kinematische Viskositat wird mit einem Mikro-Ostwald-Viskosimeter bestimmt. Da-
bei wird die Zeit bestimmt, die das Zellkulturmedium bendtigt um von Markierung E1
bis Markierung E2 zu flieBen (s. Abbildung 3.5). Es wurden 5 Einzelmessungen durch-
gefuhrt und ein arithmetisches Mittel von v = (66.6 + 0.2) s. Die kinematische Viskositat
kann durch Einsetzen in Gleichung (4.2) bestimmt werden. Dabei ist die kinematische
Viskositat von einer Viskosimeter-abhangigen Konstante K und der Zeit t abhangig.

v=K({t-v) (4.2)

Unter der Verwendung von K = 0.01318 und einer Hagenbachkorrektur von 0.06 s
ergibt sich eine kinematische Viskositat von (0.877 £ 0.002) mm?2s™'. Zur Bestimmung
der dynamischen Viskositat n wird zudem die Dichte p benétigt (s. Gleichung (4.3). Zur
Bestimmung der Dichte des Mediums wird flinfmal jeweils 1 mL des Mediums einge-
wogen. Dabei betragt das arithmetische Mittel (1.023 + 0.001) g*mL™".

n=vxp (4.3)

Nach Gleichung (4.3) ergibt sich fir die dynamische Viskositat n ein Wert von (0.897
+0.003) mPa’s.

DLS-Messungen an Goldnanopartikeln und Goldnanopartikeln mit 4 nm dicken
Silicaschale (Synthese 4)

Da die Goldnanopartikel und die Goldnanopartikel mit Silicaschale in Reinstwasser

gelagert werden, ist die Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers, der Rick-
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schllisse auf die Aggregation der Nanopartikel liefert, notwendig. Zudem ist die Be-
stimmung des hydrodynamischen Durchmessers der Nanopartikelsysteme in KGM-
Gold™ BulletKit™ notwendig, da die humanen Keratinozyten in diesem Zellkulturme-
dium wachsen gelassen werden und die Nanopartikel damit inkubiert werden. Das
Zellkulturmedium enthélt zahlreiche Zuséatze wie Wachstumsfaktoren, die das Wachs-
tum und die Zellteilungsrate der Keratinozyten begtinstigen.!'®”] Die Goldnanopartikel
sind Uber 2 a in Reinstwasser stabil (s. Tabelle 4.1). Der Polydispersitatsindex zeigt,
dass es sich bei den Goldnanopartikeln um ein monodisperses System handelt (s.
Kapitel 2.5.2). Im KGM-Gold™ BulletKit™ ist der hydrodynamische Durchmesser der
Goldnanopartikel vergréBert (s. Tabelle 4.5). Somit zeigt sich, dass theoretisch ein
durchschnittliches Aggregat ca. 18 monomere Nanopartikeleinheiten zum Zeitpunkt t
=0 d beinhaltet (s. Gleichung (4.6)).

VNpPinH,0 = 4/3 nr3 = (130924 + 24938) nm? (4.4)
Vipinkem = ¥/gmr3 = (2309565 + 506978) nm? (4.5)
V .
_NPinKGM _ 17.6 + 5.1 (4.6)
VnpinH,0

Hierbei entspricht Vyp in 1,0 Und Viyp in kg den Volumina der Goldnanopartikel in Was-

ser und im KGM-Gold™ BulletKit™ und r dem Radius der Goldnanopartikel, der aus
der dynamischen Lichtstreuung erhalten wird. Es muss bertcksichtigt werden, dass
die Streuintensitat des Messsignals mit der sechsten Potenz des Radius zunimmt.
Wenn daher einige wenige groBBe Aggregate in der Dispersion vorhanden sind, steigt
der hydrodynamische Radius mit der sechsten Potenz des Radius dieser Aggregate
an_[168]

Zudem muss beachtet werden, dass die enthaltenen Proteine im KGM-Gold™ Bullet-
Kit™ einen hydrodynamischen Durchmesser von (20 + 2) nm mit einer groBen Gro-
Benverteilung und einem PDI von 0.30 aufweisen. Die Proteine wie auch die Nanopar-
tikel tragen daher einen Beitrag zum durchschnittlichen hydrodynamischen Durchmes-
ser, der aus der Kumulanten-Anpassung der DLS-Daten erhalten wird, bei.[?¥ Nach
mehr als finf Tagen ist der gemessene hydrodynamische Durchmesser der Goldna-
nopartikel deutlich kleiner als zum Zeitpunkt t = 0 d. In der Messung nach t = 0 d rea-
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gregieren die Nanopartikel mit der Zeit. Dies ist anhand des hydrodynamischen Durch-
messers beobachtbar. Bei jeder der einzelnen DLS-Messungen steigt der hydrodyna-
mische Durchmesser an. Der PDI lasst auf eine breite GréBenverteilung der aggre-
gierten Nanopartikel schlieBen. Die Aggregation der Goldnanopartikel ist auf die er-
hohte lonenstarke des KGM-Gold™ BulletKit™ zurlickzuftihren. Graf et al. zeigten,
dass lonenstarken im biologisch relevanten Bereich zu einer erhdhten Aggregation von
Nanopartikeln fihrt.['6% Der Hersteller des KGM-Gold™ BulletKit™ (Lonza) stellt keine
Daten bezlglich der Zusammensetzung des Mediums bereit. Flr vergleichbare Zell-
kulturmedien wie RPMI (Roswell Park Memorial Institute), DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) und isotonische Kochsalzlésung kénnen lonenstarken von 138
mmol/L, 168 mmol/L und 154 mmol/L berechnet werden.!'®”] Daher ist es wahrschein-
lich, dass das KGM-Gold™ BulletKit™ eine vergleichbare lonenstarke hat. Die Aggre-
gation kommt folglich aufgrund der erhéhten lonenstarke des Zellkulturmediums im
Verhaltnis zu der des Reinstwassers zustande.[%* Durch Anlagerung von entgegenge-
setzt geladenen lonen verkleinert sich die elektrostatische Doppelschicht. Dabei ist die
Debyelange (Abschirmlange) ein Maf3 fur die Ausdehnung der elektrostatischen Dop-
pelschicht. Die Debyelange ist definiert als diejenige Lange, auf der das Oberflachen-
potential auf das 1/e-fache abfallt.'’?! In Elektrolytldsungen wie KGM-Gold™ Bullet-
Kit™ ist die Debyelange gegeben durch Gleichung (4.7):

A = |_ZoerksT (4.7)
D — BZNAZCiZl-Z

Dabei ist Ap die Debyelédnge, €o die elekirische Feldkonstante, € die Dielektrizitats-
konstante der Lésung, ks die Boltzmann-Konstante, T die absolute Temperatur, Na die
Avogadrozahl, e die elektrische Elementarladung, z die Wertigkeit und ¢ die Konzent-
ration der lonen.[64]

Durch die Erh6hung der lonenstarke kommt es zur Verkleinerung der elektrostatischen
Doppelschicht der Partikel und somit zur Herabsetzung der elektrostatischen Absto-
Bung der Partikel und folglich zu Aggregation.

Die DLS-Messungen mit Goldnanopartikeln mit Silicaschale zeigen, dass die Nano-
partikel in Reinstwasser nach 0 d einen erhéhten hydrodynamischen Durchmesser als
der Durchmesser, der durch TEM-Messungen ermittelt wurde (68+8 nm), aufweisen.
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Folglich ist das Volumen der leicht aggregierten Nanopartikel in Reinstwasser im Ver-
héltnis zum TEM-Durchmesser verdoppelt. Die Differenz von TEM- zu hydrodynami-
schen Durchmesser kann nur teilweise durch die rdumliche Ausdehnung der Liganden
und adsorbierter Losemittelmolekile erklart werden.[''% In der TEM-Aufnahme (s. Ab-
bildung 4.7) ist zu erkennen, dass in der Probe ebenfalls Dimere vorhanden sind. Die
Goldnanopartikel mit Silicaschale haben nach flnftagiger Lagerung einen signifikant
kleineren hydrodynamischen Durchmesser von (71+3) nm. Der Polydispersitatsindex
von 0.13%0.07 zeigt, dass es sich um eine monodisperse Probe handelt.

Die hydrodynamischen Durchmesser der Silica-ummantelten Goldnanopartikel in
Reinstwasser und KGM-Gold™ BulletKit™ sind hingegen nicht signifikant unterschied-
lich. Dies bedeutet, dass es zu keiner spontanen Aggregation der Nanopartikel kommt.
Dies steht im Gegensatz zu den Goldnanopartikeln in Zellkulturmedium nach 0 d. Folg-
lich sind Nanopartikel mit einer Schale aus SiO2 zunachst stabilisierter als Partikel mit
Citrat auf der Oberflache. Nach einer Inkubationszeit von 5 d betragt der hydrodyna-
mische Durchmesser (125+3) nm und ist somit leicht vergréBert. Die reinen Silicana-
nopartikel haben im biologischen Medium Uber den Messbereich von 5 d einen im
Fehlerintervall konstanten hydrodynamischen Durchmesser (s. Tabelle 4.5). Da die
drei Nanopartikelsorten eine enge GréBenverteilung des hydrodynamischen Durch-
messers von (117+1) nm bis (12946) nm nach 5 d im biologischen Medium haben,

sind diese gut vergleichbar.
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Tabelle 4.5: Hydrodynamischer Durchmesser und Polydispersitdtsindex der Goldnanopartikel
mit/ohne Silicaschale und der Silicananopartikel in Reinstwasser und KGM-Gold™ BulletKit™.

Nanopartikel Lésemittel hydrodynamischer Polydispersitatsindex
Durchmesser [nm] (PDI)
nach
0d >5d 0d >5d

Goldnanopartikel | Reinstwas- 6312 6214 0.13£0.04 | 0.13£0.09
ser
KGM-Gold™ | 16416 12916 0.32+0.02 | 0.22+0.03
BulletKit™
Goldnanopartikel | Reinstwas- 8714 7143 0.18+£0.04 | 0.13%0.07
mit SiO2-Schale ser
KGM-Gold™ 8812 12543 0.21+0.04 | 0.14%+0.02

BulletKit™
Silicananopartikel | Reinstwas- 96+2 97+2 0.03+0.03 | 0.05%0.08
ser
KGM-Gold™ | 12648 11741 0.17+0.03 | 0.17+0.04
BulletKit™

Aus den DLS-Resultaten lasst sich schlieBen, dass die Nanopartikel im Zellkulturme-

dium wenig aggregieren.

4.1.3. Untersuchung von humanen Keratinozyten mittels cryo-

XM/T und TEM

Zur Untersuchung der Aufnahme von Nanopartikeln mit einer Citratfunktionalisierung
(Goldnanopartikel) und Nanopartikeln mit einer Silanolatoberflache (Goldkerne mit Si-
licaschale und Silicananopartikel) in den Zellkern von humanen Keratinozyten werden
zwei verschiedene Analyseverfahren (cryo-XM/T und TEM), die jeweils Vor- und Nach-
teile haben, genutzt.

Fir die TEM werden die Proben zunachst mit OsOa4, Ka(Fe(CN)s) und (CHs)2AsO2Na
fixiert, mit aufsteigender Ethanolkonzentration entwassert, in Propylenoxid und Epon
polymerisiert, semidiinn (0.5 um bis 1 um) dann ultradiinn (70 nm) geschnitten sowie
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mit Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert. Bei dieser Doppelkontrastiermethode er-
héht Uranylacetat den Kontrast von Lipiden und Proteinen, wahrend Bleicitrat den Kon-
trast von Proteinen und Polysacchariden erhoht.['”l Ein Nachteil dieser etablierten
Prozedur ist, dass Nanopartikel aus dem extrazelluldren Bereich gewaschen werden
kénnen. Nach erfolgter Probenpraparation kénnen die Proben Uber Jahre gelagert
werden und mittels TEM abgebildet werden. Moderne TEM haben heutzutage Auflé-
sungen bis in den Sub-Angstrém-Bereich.'72 Transmissionselektronenmikroskope
sind zudem haufig verfigbar. Das verwendete TEM hat eine Auflésung von etwa 1 nm.
Um die biologischen Proben am Speicherring BESSY Il mittels cryo-XM/T mikrosko-
pieren zu kdnnen, werden diese zunachst cryofixiert. Hierbei wird die biologische
Probe in flissigem Ethan (T = 183 K) so eingefroren, dass amorphes Eis entsteht.
Damit werden die einzelnen Zellbestandteile nicht zerstért, sondern in einem nahezu
natlrlichen Zustand fixiert. Bei zu hoher oder zu niedriger Temperatur kann es zur
Kristallisation des Eises kommen. Dies fuhrt wiederum zur Deformation der Zellen.
Bei der cryo-XM/T bei BESSY Il kénnen dreidimensionale innere Strukturen mit einer
raumlichen Auflésung von ca. 14 nm auflést werden.['3"l Wahrend eine einzelne cryo-
XM/T Aufnahme ausschlieBlich eine Orientierung der Zellen visualisiert, kénnen To-
mogramme, Aufnahmen verschiedener Winkel darstellen. Das Ergebnis ist ein Satz
von Projektionen. Durch Stapelung der einzelnen Aufnahmen kann ein dreidimensio-
nales Objekt rekonstruiert werden. Hierdurch bekommt man einen dreidimensionalen
Eindruck von der Zelle. Aufgrund der Auflésung des cryo-XM/T und aufgrund der Dicke
der biologischen Proben, werden Nanopartikel mit einem Durchmesser > 50 nm, die
aus einem Material mit hohem Absorptionsquerschnitt (beispielsweise Gold) bestehen,
bendtigt.

Ein Vorteil von cryo-XM/T ist, dass biologische Proben, die nanoskalige Strukturen
aufweisen, mit elementspezifischem Kontrast (Spektromikroskopie) untersucht wer-
den konnen.['3"] Dies ist auf die verschiedenen Photoabsorptionsquerschnitte der
Rumpfniveau-Absorption zuriickzufiihren. Die spektrale Auflésung ist etwa um einen
Faktor 40,000 héher als bei energiedispersiver Rontgenspektroskopie (EDX), die hau-
fig mit TEM kombiniert wird.['”31 Zudem koénnen dicke biologische Proben (bis zu 10
um) mittels cryo-XM/T abgebildet werden. Anhand einer einzelnen cryo-XM/T-Auf-
nahme kann jedoch nicht herausgefunden werden, ob Nanopartikel an den Zellkern
adhariert sind oder vom Zellkern aufgenommen wurden. Da in Transmission gemes-

sen wird, erhdlt man nur eine zweidimensionale Projektion eines dreidimensionalen
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Objekts. Trotz dieser Vorteile ist die Anzahl von verfigbaren Aufbauten limitiert, so-
dass cryo-XM/T nur zur Untersuchung von wenigen biologischen Proben, die mit Na-
nopartikeln inkubiert wurden, in der Vergangenheit angewendet wurde.['43]

Durch die Untersuchung von Proben mit verschiedenen Analyseverfahren sind resul-
tierende Ergebnisse valider als durch Untersuchung mit ausschlieB3lich einem Verfah-

ren.

4.1.3.1. Untersuchung mittels cryo-XM/T

In der folgenden Untersuchung mittels cryo-XM/T sollte herausgefunden werden, ob
Nanopartikel mit einer Citrat- oder Silanolatoberflache mit einem Durchmesser von 60
bzw. 68 nm vom Zellkern primarer humaner Keratinozyten aufgenommen werden kén-
nen. Dabei ist der Zellkern die bedeutendste subzelluldre Struktur, da hier die DNA-
Replikation und -Transkription stattfindet. Da in naher Zukunft Nanopartikel als Boten
im Bereich der Gentherapie verwendet werden kénnten, ist es wichtig, das Gefahren-
potential und daher die Aufnahme von Nanosystemen in den Zellkern zu bestimmen.
Keratinozyten wurden aus humaner Haut gewonnen, kultiviert und mit einem Fluores-
zenzfarbstoff (4-(4-Diethylaminostyryl)-1-methyl-pyridinium-iodid, 4-Di-2Asp) markiert.
Die Keratinozyten wurden auf mit Formvar beschichtete Goldnetzchen ausgesat.
Nachdem die Zellen auf dem Formvarfilm festgewachsen waren, wurden sie Uber zwei
oder 48 h mit Goldnanopartikel mit und ohne Silicaschale inkubiert. AnschlieBend wur-
den die Goldnetze bei etwa -160 °C in flissigem Ethan zligig mittels ,plunge freezing®
eingefroren und in flissigem Stickstoff gelagert, sodass sich die Wassermolekdile
amorph anordnen.

Vor den cryo-XM/T-Untersuchungen wurden die eingefrorenen Proben mit Fluores-
zenzmikroskopie mit einer Anregungswellenlange von 488 nm abgebildet. Die cryo-
XM/T-Untersuchungen wurden unterhalb der K-Absorptionskante des Sauerstoffs bei
510 eV durchgefihrt, da das verwendete Mikroskop einen Messbereich von etwa 250
bis 600 eV hat und Wasser bei 510 eV die héchste Transmission (ca. 90%) besitzt.
Durch Markierung der Zellen mit einem Fluoreszenzfarbstoff konnten die Zellen auf
dem Goldnetz mittels eines Fluoreszenzmikroskops, das in das Rdntgenmikroskop
eingebaut ist, lokalisiert werden. Das Aufnahmefeld des Fluoreszenzmikroskops hat
die GroBe eines halben Fensters des Goldnetzes (s. Abbildung 3.4) mit einer GréBe
von 50 um. Dies wurde nach Zellen abgesucht und dann die nachste Position gewahilt.
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Teilweise waren gefundene Zellen nicht flr die cryo-XM/T-Aufnahmen oder Rohtomo-
graphie geeignet. Ein haufiger Grund hierfir war, dass Zellen am Rand des Fensters
lokalisiert waren, sodass bei einer Rohtomographie der das Fenster begrenzende
Goldsteg die untersuchte Zelle verdecken wiirde, da dieser bei einer Rotation der
Probe vor die Zelle gedreht wirde. Zudem waren zahlreiche Zellen in cryo-XM/T-Auf-
nahmen nicht zu identifizieren. Meist wurden Zellen aus demselben Fenster des Gold-
netzes gewahlt. Diese Position ist nicht immer auf der Fluoreszenzmikroskopieauf-
nahme zu erkennen.

Einige Positionen waren unbrauchbar, da keine Zellen oder kein Formvarfilm vorhan-
den waren. Dieser ist mdglicherweise beim Einfriervorgang verloren gegangen, da
Temperaturunterschiede von ca. 200 °C und ebenfalls groBe mechanische Kréfte
durch das schnelle Einfrieren herrschten, sodass die Goldnetzchen haufig verbogen
waren und fir das Einsetzen in den Probenhalter der cryo-XM/T in eine plane Form
gebogen werden mussten. Zudem flhrte eine zu dicke Eisschicht dazu, dass Zellen
nicht mehr beobachtet werden konnten. Wenn die Dicke der Eisschicht Gber 40 pm am
Ende des Netzchens betrug, konnte das Goldnetzchen nicht in die Nut des cryo-Pro-
benhalters eingesetzt werden. Die Schichtdicke des Eises konnte folgendermafen
grob abgeschatzt werden. Maser und Wang et al. zeigten, dass bei einer Eisdicke von
10 um Réntgenstrahlung mit einer Energie von 500 eV so durchdringt, dass Aufnah-
men mit hoher Auflésung und hohem Kontrast resultieren.l'4[175 Da Zellen eine ver-
tikale Ausdehnung von ca. 10 um haben, sind diese bei dieser Eisdicke vollstandig
eingebettet. Eine Abschatzung der Dicke des Eises kann mittels Lichtmikroskopie er-
folgen, indem evaluiert wird, in welchem Bereich sich die Abbildung der Probe fokus-
sieren lasst. Dabei ergaben sich Werte von 50 um. Diese widersprechen den zuvor
genannten Bedingungen. Die Abschatzung der Dicke des Eises mittels Lichtmikrosko-
pie ist folglich ungenau. Der Absorptionsquerschnitt nimmt mit der Dicke des Eises
stark zu, sodass es bei einer Anderung der Dicke des Eises von 10 auf 30 um zu einer
etwa zehnfachen Abnahme der transmittierten Strahlung bei 510 eV kommt.['%%] Posi-
tionen, die mit einer Eisschicht von >30 um bedeckt sind, kénnen folglich nicht mit
ausreichendem Kontrast abgebildet werden. Wenn die Zellen eine zu diinne Eisschicht
aufweisen, kommt es bei langerer Bestrahlung beispielsweise wahrend der Aufnahme
einer Probe bei verschiedenen Winkeln (Rohtomographie) zu Strahlenschaden (s. Ab-

bildung 4.10.2). Die Dicke des Formvarfilms hat hingegen einen geringen Einfluss auf
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die Strahlendosis. Bei einer Dicke von 50 nm betragt die Transmission von Réntgen-
strahlung bei 510 eV etwa 96%, bei 100 nm ca. 92% und bei 1 um ungefahr 43%.[155]
Da der Formvarfilm eine Dicke von maximal 100 nm hat, werden folglich nur etwa 8%
der Rontgenstrahlung absorbiert.['>®! Andere Materialien, wie Siliziumnitrid, Polypropy-
len oder Teflon haben vergleichbare Absorptionsquerschnitte wie Formvar.['%% Wenn
das Goldnetzchen um 180° gedreht in den Probenhalter eingesetzt wird, trifft die Ront-

genstrahlung zunachst auf den Formvarfilm und nicht auf die schiitzende Eisschicht.

Hierdurch kdnnen Strahlenschaden verstarkt auftreten.

Abbildung 4.10: Cryo-XM/T-Aufnahme eines Keratinozyten mit Goldnanopartikeln (schwarze
Strukturen sind Nanopartikel) vor der Aufnahme der Rohtomogramme (Abbildung 4.10.1), nach
der Aufnahme der Rohtomogramme mit Strahlenschaden (Abbildung 4.10.2). In Abbildung 4.10.1
ist die Zellkernmembran mit magentafarbenen Pfeilen die Goldnanopartikel mit gelben Pfeilen
gekennzeichnet. Inkubationszeit 2 h.

Die Strahlendosis wahrend der cryo-XM/T-Aufnahme (Abbildung 4.10.1) betragt etwa
5*107 Gy und bei der Rohtomographie ca. 10° bis 10'° Gy (Aufnahme nach Rohtomo-
graphie, s. Abbildung 4.10.2).['3¢] Die Energiedosis wahrend der Rohtomographie ist
so hoch, dass Proteine innerhalb des Zellkerns denaturieren. Wahrend der Denaturie-
rung durch Réntgenstrahlung kommt es zum Bruch kovalenter Bindungen (Depoly-
merisation). Dabei wird die Probe mit gréBer werdender Dosis inhomogen. Es entste-
hen Bereiche auf der Probe, die mehr Rdntgenstrahlung absorbieren als andere. Somit
sind die Nanostrukturen kaum zu identifizieren. Problematisch sind zudem verschie-
dene Dicken der Eisschicht innerhalb einer Probe, da folglich die Fokussierung der
Probe wahrend der Rohtomographie variiert. Daher sind Zellmembranen und Zellkern-
membranen in solchen cryo-XM/T-Aufnahmen kaum oder gar nicht auswertbar. Aus
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Abbildung 4.10.1 I&sst sich nicht schlieBen, ob sich die Nanopartikel im Zellkern befin-
den oder am Zellkern adhariert sind. Darliber kann ausschlieB3lich die ausgewertete
Tomographie Aufschluss geben. Im Folgenden wird beschrieben, wie aus einem
Rohtomogramm ein ausgewertetes Tomogramm entsteht:

Um eine Tomographie von Zellen zu erhalten ist eine EDV-gestltzte Auswertung der
Rohtomogramme notwendig. Zunachst werden Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie
identifiziert und anschlieBend mittels cryo-XM/T bei verschiedenen Winkeln abgebil-
det. Dazu wird ein euzentrischer Probenhalter verwendet, auf dem die Probe befestigt
wird und seriell um ca. £50° oder +60° mit 1°- oder 2°-Inkrementen rotiert wird. Werden
die einzelnen Aufnahmen abgespielt, so wird hieraus ein Rohtomogramm erhalten.
Aus diesem Rohtomogramm muss Uber eine Rlckprojektion ein Tomogramm berech-
net werden (s. Abbildung 4.11), da das Koordinatensystem des Rohtomogrammes nicht
gleich dem Koordinatensystem des Mikroskops und somit nicht gleich dem Koordina-
tensystem des Tomogramms aufgrund der Rotation der Probe ist. Dazu sind Berech-
nungen mit dem IMOD-Software-Paket (mit dem graphischen Benutzer-Interface E-
Tomo) notwendig. Zu diesem Programm gehdren zahlreiche Programme, die in Kapitel
2.5.6.2 beschreiben werden.['371[138]

Eine Ubergangslose Rekonstruktion kann durch die Anpassung eines Satzes von Ein-
zelaufnahmen des Rohtomogramms gebildet werden (s. Abbildung 2.23). Das Pro-
gramm zur Erstellung der Rickprojektion (ETomo) nutzt dazu samtliche angepasste
Aufnahmen eines Satzes von Projektionen in die, die im Kapitel 2.5.6.2 beschriebenen
Anpassungen vorgenommen werden. Zur Anpassung werden Marker (in diesem Fall
die inkubierten Goldnanopartikel bzw. Silica-ummantelte Goldnanopartikel) innerhalb
der Proben verwendet. Die Positionen der Partikel werden zu Projektionsgleichungen
angepasst, um die Parameter zu finden und die einzelnen Aufnahmen anzupassen.!'%’]
In anderen Studien werden die Proben mit Markierungsbojen (Silicananopartikel mit
Goldschale) mit einem Durchmesser von 270 nm verwendet.['38 SchlieBlich wird die
tomographische Rekonstruktion mittels eines reziproken Raum-Algorithmus durchge-
fOhrt. Stark vereinfacht ist die Rickprojektion der Einzelaufnahmen des Rohtomo-
gramms in ein Tomogramm in Abbildung 4.11 dargestellt.
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Abbildung 4.11: Schematische Darstellung der Umwandlung von einem Rohtomogramm in ein
Tomogramm.

Im Folgenden werden die Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen und Schnittbilder der

Tomogramme der Zellen analysiert.

4.1.3.2. Untersuchung der Aufnahme von Citrat-funktionalisier-
ten Goldnanopartikeln in humane Keratinozyten

Die zu untersuchenden Zellen wurden zunachst mit Fluoreszenzmikroskopie hinsicht-
lich der Erkennbarkeit der Zellmembran und der Zellkernmembran ausgesucht (s. Ab-
bildung 4.12). In den anschlieBenden cryo-XM/T-Aufnahmen ist zu erkennen, dass
sich Nanopartikel (d = (60+£5) nm) im Bereich des Nukleo- und des Zytoplasmas befin-
den.

In der Fluoreszenzmikroskopieaufnahme (Abbildung 4.12.1) sind die Zellkern- und die
Zellmembran erkennbar. Zur weiteren Untersuchung wurde die Zelle mittels cryo-XM/T
untersucht. In Einzelprojektionen des Tomogramms ist erkennbar, dass die mit gelben
Pfeilen markierten Nanopartikel aus Abbildung 4.12.2 in anderen Ebenen lokalisiert
sind als die mit tarkisfarbenen Pfeilen markierten Nanopartikel. Anhand von Abbildung
4.12.3 ist erkennbar, dass sich die Nanopartikel in derselben Ebene befinden wie die
Zellkernmembran (mit magentafarbenen Pfeilen gekennzeichnet). Wenn die Partikel
mit der Zellkernmembran in einer Ebene liegen, missen sich die Nanostrukturen im
Zellkern befinden. Zudem bewegen sich die Nanopartikel, die sich innerhalb des Zell-
kerns befinden, in einem kleinen Radius bzw. Nanopartikel, die sich auBerhalb des
Zellkerns befinden mit einem gréBeren Radius im Tomogramm. Das Aggregat aus Ab-
bildung 4.12.3, das durch einen gelben Pfeil markiert wird, ist an die Zellkernmembran
adhériert. Anhand der Ergebnisse aus Abbildung 4.12 wird deutlich, dass eine Tomo-

graphie es ermdglicht zu beurteilen, ob Nanopartikel im Zellkern lokalisiert sind.
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Abbildung 4.12: Fluoreszenzmikroskopieaufnahme eines Keratinozyten mit Goldnanopartikeln
(Abbildung 4.12.1), cryo-XM/T-Aufnahme der markierten Zelle vor der Aufnahme der Rohtomo-
gramme (Abbildung 4.12.2), ausgesuchte Aufnahme aus der Tomographie (Abbildung 4.12.3).
Darin ist zu erkennen, dass Nanopartikel in dem Zellkern lokalisiert sind. Cryo-XM/T-Aufnahme
nach der Aufnahme der Rohtomogramme mit Strahlenschaden (Abbildung 4.12.4). In Abbildung
4.12.1, Abbildung 4.12.2 und Abbildung 4.12.3 ist die Zellmembran mit griinen Pfeilen, die Zell-
kernmembran mit magentafarbenen Pfeilen, die Goldnanopartikel, die sich auBerhalb des Zell-
kerns befinden mit gelben Pfeilen, die Goldnanopartikel, die sich innerhalb des Zellkerns befin-
den, mit tirkisfarbenen Pfeilen gekennzeichnet. Inkubationszeit 2 h. Das Tomogramm befindet
sich auf einer CD im Anhang: Dateiname: 2_20110617-02-a.

Im Folgenden wurde eine weitere Zelle, die mit Goldnanopartikeln inkubiert wurde mit-
tels Fluoreszenzmikroskopie und Cryo-XM/T analysiert (s. Abbildung 4.13). Dabei ist
anhand der Tomographie zu erkennen, dass einige Goldnanopartikel in den Zellkern
aufgenommen wurden. Es sind neben kleinen Aggregaten ebenfalls Aggregate mit ei-

nem Durchmesser von etwa 400 nm innerhalb des Zellkerns zu finden.
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Abbildung 4.13: Fluoreszenzmikroskopieaufnahme eines Keratinozyten mit Goldnanopartikeln
nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden vor der Aufnahme der Rohtomogramme (Abbildung
4.13.1). Cryo-XM/T-Aufnahme (Abbildung 4.13.2) der markierten Zelle vor der Aufnahme der
Rohtomogramme. Die Zellkernmembran ist mit magentafarbenen Pfeilen gekennzeichnet. In den
ausgesuchten Aufnahmen zur Tomographie (Abbildung 4.13.3 und Abbildung 4.13.4) ist zu er-
kennen, dass sich die Nanopartikel im Zellkern befinden. Nanopartikel, die sich im Zellkern be-
finden sind mit tirkisfarbenen, Nanopartikel, die sich auBerhalb des Zellkerns befinden mit gel-
ben Pfeilen gekennzeichnet. Cryo-XM/T-Aufnahme (Abbildung 4.13.5) des Keratinozyten nach
der Rohtomographie mit zahlreichen Strahlenschaden. Das Tomogramm befindet sich auf einer
CD im Anhang: Dateiname: 5_20110617-01-a.
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In Abbildung 4.12 und Abbildung 4.13 ist zu erkennen, dass nur Goldnanopartikelag-
gregate im Zellkern lokalisiert sind. In Abbildung 4.14 ist zu erkennen, dass einzelne
Nanopartikel im Zellkern lokalisiert sind. Diese sind jedoch aufgrund der Auflésung des
cryo-XM/T von ca. 14 nm kaum zu erkennen. Es ist fraglich, ob Nanopartikel im Zyto-
plasma aggregieren und dann vom Zellkern aufgenommen werden oder einzelne Na-
nopartikel vom Zellkern aufgenommen werden und anschlieBend im Karyoplasma ag-

gregieren.

Abbildung 4.14: Fluoreszenzmikroskopieaufnahme (Abbildung 4.14.1) eines Keratinozyten mit
Goldnanopartikeln (d = (60t5) nm) nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden vor der Auf-
nahme der Rohtomogramme (-60° bis +60° mit 2°-Schritten). Cryo-XM/T-Aufnahme (Abbildung
4.14.2) der markierten Zelle vor der Aufnahme der Rohtomogramme. Die Zellkernmembran ist
mit magentafarbenen Pfeilen gekennzeichnet. In den ausgesuchten Aufnahmen zur Tomogra-
phie (Abbildung 4.14.3 und Abbildung 4.14.4) ist zu erkennen, dass sich einzelne Nanopartikel
im Zellkern befinden. Nanopartikel, die sich im Zellkern befinden, sind mit tiirkisfarbenen Pfeilen,
Aggregate, die sich auBerhalb des Zellkerns befinden mit gelben Pfeilen gekennzeichnet. Das
Tomogramm befindet sich auf einer CD im Anhang: Dateiname: 4_20110617-03-a.
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Im Folgenden wurde eine weitere Zelle, die mit Goldnanopartikeln inkubiert wurde,
mittels cryo-XM/T analysiert (s. Abbildung 4.15). Anhand der cryo-XM/T-Aufnahme
(Abbildung 4.15.2) ist zu vermuten, dass Nanopartikel innerhalb des Zellkerns lokali-

siert sind. Das Tomogramm befindet sich auf einer CD im Anhang: Dateiname:
20110617-05-a.

Abbildung 4.15: Fluoreszenzmikroskopieaufnahme (Abbildung 4.15.1) und cryo-XM/T-Aufnahme
(Abbildung 4.15.2) eines Keratinozyten an dessen Kernmembran Goldnanopartikel adhériert
sind. Die Zellkernmembran ist mit magentafarbenen Pfeilen gekennzeichnet. Nanopartikel, die
sich auBerhalb des Zellkerns befinden sind mit gelben Pfeilen gekennzeichnet.

Aus Abbildung 4.12, Abbildung 4.13 und Abbildung 4.14 lasst sich schlie3en, dass
Citrat-funktionalisierte Goldnanopartikel mit einem TEM-Durchmesser von (60£5) nm
und einem hydrodynamischen Durchmesser von (63+2) nm in Reinstwasser in den
Zellkern aufgenommen werden.

Die Diskussion zu den erhaltenen Ergebnissen erfolgt in Kapitel 4.1.3.6.

4.1.3.3. Untersuchung der Aufnahme von Goldnanopartikeln
mit einer 4 nm Silicaschale in humane Keratinozyten

Die zu untersuchenden Zellen wurden zunachst mit Fluoreszenzmikroskopie hinsicht-
lich der Erkennbarkeit der Zellmembran und der Zellkernmembran ausgesucht. In den
anschlieBenden cryo-XM/T-Aufnahmen ist zu erkennen, dass sich Nanopartikel (d =
(681£8) nm) im Bereich des Zytoplasmas befinden.

In der cryo-XM/T-Aufnahme (s. Abbildung 4.16.1) ist zu vermuten, dass Silica-umman-

telte Goldnanopartikel in das Nukleoplasma des humanen Keratinozyten aufgenom-
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men wurden. Im Verhaltnis zu zuvor abgebildeten Keratinozyten, die mit Goldnanopar-
tikeln inkubiert wurden (vgl. Kapitel 4.1.3.2), wurden zahlreiche Aggregate in den Ke-
ratinozyten aufgenommen. Anhand des Rohtomogramms (im Anhang: prealign1.wmv)
kann man zudem vermuten, dass Nanopartikel in den Zellkern aufgenommen wurden.
Diese Vermutung wird durch das Tomogramm nicht bestatigt (s. Tomogramm im An-
hang: tomo1.wmv). In den Schnittebenen Uber (s. Abbildung 4.16.2) und unter (s. Ab-
bildung 4.16.4) dem humanen Keratinozyten ist zu erkennen, dass Nanopartikel im

Zytoplasma aggregiert und/oder an der Zellkernmembran adhariert sind.

Abbildung 4.16: Cryo-XM/T-Aufnahme (Abbildung 4.16.1) eines Keratinozyten mit Goldnanopar-
tikeln mit einer 4 nm Silicaschale (d = (68+8) nm) nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden
vor der Aufnahme der Rohtomogramme (-50° bis +50° mit 1°-Schritten). Ausgewahlte cryo-XM/T-
Aufnahmen aus dem Tomogramm (Abbildung 4.16.2, Abbildung 4.16.3 und Abbildung 4.16.4)
zeigen, dass Nanopartikel innerhalb des Keratinozyten lokalisiert sind. Nanopartikel, die sich
auBerhalb des Zellkerns befinden sind mit gelben Pfeilen markiert. Die Zellkernmembran ist mit
magentafarbenen Pfeilen, die Zellmembran mit griinen Pfeilen gekennzeichnet.
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Bei einer ausgewahlten Schnittebene, die auf die Zellkernmembran fokussiert ist, kann
man erkennen, dass keine Nanopatrtikel in den Zellkern aufgenommen wurden (s. Ab-
bildung 4.16.3). Im Verhaltnis zu zuvor aufgenommenen cryo-XM/T-Aufnahmen ist in
Abbildung 4.16 die Zellmembran des Keratinozyten eindeutig erkennbar. Dies kénnte
ein Hinweis darauf sein, dass bei zuvor abgebildeten Zellen die Zellmembran nach
Inkubation der Citrat-funktionalisierten Goldnanopartikel durch die Nanopartikel ge-
schadigt und porés wurde.

Es wurden zudem Keratinozyten untersucht, die sowohl Aggregate als auch einzelne
Silica-ummantelte Goldnanopartikel aufweisen. Es kann aus dem Rohtomogramm (s.
Anhang: 20110618-02-a) nicht geschlussfolgert werden, ob die Aggregate und die ein-
zelnen Nanopartikel innerhalb oder auBerhalb des Zellkerns lokalisiert sind. Fur diese

Keratinozyten wird hier reprasentativ einer dargestellt (s. Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.17: Fluoreszenzmikroskopieaufnahme (Abbildung 4.17.1) eines Keratinozyten, der
mit Goldnanopartikeln mit einer 4 nm dicken Silicaschale ummantelt ist. In der cryo-XM/T-Auf-
nahme vor/nach der Aufnahme der Rohtomogramme (Abbildung 4.17.2/3) ist zu erkennen, dass
einzelne Nanopartikel und Aggregate in den Keratinozyten aufgenommen wurden. Aus dem To-
mogramm kann man nicht schlieBen, ob Nanopartikel in den Zellkern aufgenommen wurden. Die
Zellkernmembran ist mit magentafarbenen, Nanopartikel, die auBerhalb des Zellkerns lokalisiert
sind, wurden mit gelben Pfeilen markiert.

Es wurden in Keratinozyten sowohl Aggregate als auch einzelne Silica-ummantelte
Goldnanopartikel gefunden. Dabei ist unklar, ob es wahrend der Inkubation der Nano-
partikel mit den humanen Keratinozyten auBerhalb der Zelle oder innerhalb der Zelle
zur Aggregation kam. In den Aufnahmen und Tomogrammen kénnen keine Silica-um-
mantelten Goldnanopartikel innerhalb des Zellkerns der humanen Keratinozyten ge-
funden werden. Mittels cryo-XM/T konnte kein Unterschied zwischen der quantitativen
Aufnahme bzw. des Aufnahmeweges von Goldnanopartikeln bzw. Goldnanopartikeln
mit einer 4 nm dicken Silicaschale in das Zytosol humaner Keratinozyten festgestellt

werden.
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Es wurde gezeigt, dass Citrat-stabilisierte Goldnanopartikel innerhalb des Zellkerns
lokalisiert sind, wahrend sich Goldnanopartikel mit Silicaschale vermutlich auBerhalb
des Zellkerns befinden. Die Nanopartikel sind im Zytoplasma zum GroBteil lokal in ho-
hen Konzentrationen zu finden, sodass vermutet wird, dass die Partikel Gber Endozy-
tose ins Zytoplasma gelangen. Miaczynska et al. zeigten, dass Endosomen als Signal-
geber zwischen der Plasmamembran und dem Zellkern fungieren,['”®l sodass ein mog-
licher Aufnahmeweg in den Zellkern Uber eine endosomale Aufnahme der Nanoparti-

kel in die Zelle erfolgen kdnnte.

4.1.3.4. Transmissionselektronenmikroskopische Untersu-
chung

Zur weiteren Untersuchung von humanen Keratinozyten, die mit Nanopartikeln inku-
biert wurden, wird ein Verfahren (TEM) gewéhlt welches eine deutlich hdhere Aufld-
sung aufweist als cryo-XM/T. Das verwendete TEM hat eine Auflésungsgrenze von ca.
1 nm. Daher wurden humane primare Keratinozyten mit Nanopartikeln inkubiert und
anschlieBend mittels TEM abgebildet. Als Nanopartikelsysteme wurden neben Citrat-
funktionalisierten Goldnanopartikeln Silanolat-stabilisierte Silicananopartikel (s. Kapi-
tel 3.2.2.3 und 3.2.2.4) verwendet. Die Silicananopartikel ersetzen die zuvor verwen-
deten Goldnanopartikel mit einer 4 nm dicken Silicaschale, da die Auflésung des TEM
hoch genug ist und die Probendicke klein genug ist, um Nanopartikel mit geringerer
Dichte und Elemente mit geringerer Ordnungszahl zu visualisieren. Zudem lassen sich
Silicananopartikel einfacher als Goldnanopartikel mit Silicaschale darstellen.

4.1.3.5. Untersuchung der Aufnahme von Silicananopartikel in

humane Keratinozyten

Zunachst wurden humane Keratinozyten mit Silicananopartikeln (d = (51 2) nm) inku-
biert und mittels TEM untersucht. Dabei betragt die Inkubationszeit 2 h. In Abbildung
4.18 ist ein humaner Keratinozyt mittels TEM abgebildet.
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Abbildung 4.18: TEM-Aufnahme eines humanen Keratinozyten, der mit Silicananopartikeln (d=
(51%£2) nm) inkubiert (2 h) wurde (s. Abbildung 4.18.1). Silicananopartikel sind sowohl im Zytosol
als auch in Endosomen/Lysosomen lokalisiert (s. Abbildung 4.18.2, Abbildung 4.18.3 und Abbil-
dung 4.18.4). Die Zellmembran ist mit griinen, die Zellkernmembran ist mit magentafarbenen,
Nanopartikel, die auBerhalb des Zellkerns lokalisiert sind, mit gelben Pfeilen markiert. Mit roten
Pfeilen werden Strukturen gekennzeichnet, die sich innerhalb vom Zellkern befinden, jedoch
nicht der GréBe der Nanopartikel entsprechen (s. Abbildung 4.18.2). Es sind keine Nanopartikel
im Zellkern lokalisiert. Die gepunkteten schwarzen Kéastchen zeigen hierbei den Bereich, der in

der nachfolgenden Teilabbildung mit héherer VergroBerung dargestellt wird (vgl. Abbildung
4.18.1/2).

Die Zellmembran ist intakt und es sind subzellulare Strukturen erkennbar. Zudem sind
Nanopartikel in Vesikeln als auch unverkapselt im Zytosol lokalisiert. Das bedeutet,
dass die Nanopartikel entweder via Endozytose aufgenommen wurden und teilweise
an das Zytosol abgegeben wurden oder einige Nanopartikel Gber einen anderen Auf-
nahmeweg direkt in das Zytosol der Zelle gelangen. Bei den Vesikeln kann nicht zwi-
schen frihen Endosomen (pH=6), spaten Endosomen (pH~5 bis 6) und Lysosomen
(pH~4.5 bis 5) unterschieden werden.['% Daher werden im Folgenden die Vesikel als
Endosomen/Lysosomen bezeichnet. In Abbildung 4.18.1 und Abbildung 4.18.4 ist zu
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erkennen, dass die Nanopartikel sich Nahe der Zelle befinden und diese beginnt sich
einzustilpen. Folglich nimmt der humane Keratinozyt die Nanopartikel entweder tber
eine rezeptorgesteuerte Endozytose oder liber die unspezifische Pinozytose auf.['07]

FASE . S . '4.19.32 R \
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Abbildung 4.19: TEM-Aufnahme eines humanen Keratinozyten, der mit Silicananopartikeln inku-
biert (2 h) wurde (s. Abbildung 4.19.1). Es sind keine Nanopartikel im Zellkern lokalisiert (s. Ab-
bildung 4.19.2). Silicananopartikel sind sowohl im Zytosol als auch in Endosomen/Lysosomen
lokalisiert (s. Abbildung 4.19.3 und Abbildung 4.19.4). Die Zellmembran ist mit griinen, die Zell-
kernmembran ist mit magentafarbenen, Nanopartikel, die auBerhalb des Zellkerns lokalisiert
sind mit gelben Pfeilen markiert.

Zudem ist erkennbar, dass wenige Nanopartikel nicht-verkapselt von der Zelle aufge-
nommen werden (s. Abbildung 4.18.4, mit schwarzem Pfeil markiert). In Abbildung
4.18.3 ist erkennbar, dass vier Nanopartikel von der Zelle aufgenommen wurden und
diese ebenfalls nicht verkapselt wurden. Uber welchen Mechanismus diese Nanopar-
tikel in die Zelle aufgenommen wurden, ist nicht bekannt. Teilweise sind dunkle Struk-
turen im Zellkern erkennbar (s. Abbildung 4.18.2, gekennzeichnet durch rote Pfeile).
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Die GroBe, der Strukturen entspricht dabei nicht der GréBe und der GréBenverteilung
der inkubierten Silicananopartikel.

In anderen Zellen, die mit Silicananopartikeln inkubiert wurden, sind Nanopartikel im
Zytosol und in Vesikeln (s. Abbildung 4.19.3 und Abbildung 4.19.4) und ebenfalls nicht
im Zellkern (s. Abbildung 4.19.2) lokalisiert.

Es befinden sich zahlreiche Silicananopartikel im extrazellularen Raum (s. Abbildung
4.19.1 und Abbildung 4.20.1).

In einigen TEM-Aufnahmen kann die Aufnahme von Silicananopartikeln in einen Ke-
ratinozyten dokumentiert werden (s. Abbildung 4.20). Die Nanopartikel sind meist in
Vesikeln lokalisiert.

Folglich werden einige wenige Silicananopartikel von den untersuchten humanen Ke-
ratinozyten aufgenommen. Teilweise sind dunkle Strukturen im Zellkern erkennbar (s.
Abbildung 4.20.4, gekennzeichnet durch rote Pfeile). Die GrdBe, der Strukturen ent-
spricht dabei nicht der Gr6Be und der GréBenverteilung der inkubierten Silicananopar-
tikel. In sdmtlichen untersuchten Zellen sind die Zellmembran und die Zellkernmemb-
ran intakt. Mittels TEM kann durch die Inkubation von Silicananopartikeln mit humanen
Keratinozyten und die Aufnahme der Silicananopartikel in humane Keratinozyten keine
Verringerung der Viabilitat der Zellen beobachtet werden.
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Abbildung 4.20: TEM-Aufnahme eines humanen Keratinozyten, der mit Silicananopartikeln inku-
biert wurde (s. Abbildung 4.20.1). Silicananopartikel sind sowohl im Zytosol als auch in Endoso-
men/Lysosomen und nicht im Zellkern lokalisiert (s. Abbildung 4.20.2, Abbildung 4.20.3, Abbil-
dung 4.20.4 und Abbildung 4.20.5). Die Zellmembran ist mit griinen, die Zellkernmembran ist mit
magentafarbenen, Nanopartikel, die auBerhalb des Zellkerns lokalisiert sind mit gelben Pfeilen
markiert. Strukturen, die innerhalb des Zellkerns lokalisiert sind jedoch nicht der GroBe und der
GroBenverteilung der Nanopartikel entsprechen, sind mit roten Pfeilen markiert.
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4.1.3.6. Untersuchung der Aufnahme von Goldnanopartikeln in

humane Keratinozyten

Es wurden humane Keratinozyten mit Goldnanopartikeln ((60+5) nm) fir 2 h inkubiert
und mittels TEM abgebildet. Dabei ist zu erkennen, dass die Zellen, die mit Citrat-
stabilisierten Goldnanopartikeln inkubiert wurden zahlreiche Nanopartikel aufgenom-
men haben (s. Abbildung 4.21).

4.21.1 A | 4.21.2 .

2

+300 nm
W
Abbildung 4.21: TEM-Aufnahme eines humanen Keratinozyten, der mit Goldnanopartikeln inku-
biert wurde (s. Abbildung 4.21.1 und Abbildung 4.21.2). Es sind viele Nanopartikel im Bereich
des Zellkerns lokalisiert. Die Goldnanopartikel, die auBerhalb des Zellkerns lokalisiert sind, be-
finden sich in Endosomen/Lysosomen. Die Zellmembran ist mit griinen, die Zellkernmembran
ist mit magentafarbenen, Nanopartikel, die auBerhalb des Zellkerns lokalisiert sind mit gelben

und Nanopartikel, die innerhalb des Zellkerns lokalisiert sind, mit tlrkisfarbenen Pfeilen mar-
kiert. Die Offnung des Zellkerns zum extrazelluldren Bereich ist mit einem blauen Pfeil markiert.

Die Citrat-stabilisierten Goldnanopartikel sind in groBer Anzahl im Bereich des Zell-
kerns lokalisiert. Es ist weder eine intakte Zellmembran noch eine intakte Zellkern-
membran erkennbar. Es ist verwunderlich, dass die Offnung hin zum extrazellularen
Bereich oben rechts in Abbildung 4.21.1 lokalisiert ist, jedoch die Goldnanopartikel im
Zellkern unten links lokalisiert sind. Zudem befinden sich weitere Nanopartikel in Vesi-
keln in der Zelle und im extrazellularen Raum.

In einem anderen humanen Keratinozyten ergibt sich ein anderes Bild. Die Goldnano-
partikel sind zwar ebenfalls in einer Vielzahl im Bereich des Zellkerns lokalisiert. Je-
doch scheint die Zellmembran intakt zu sein. Die Zellkernmembran ist hingegen nicht
zu erkennen (s. Abbildung 4.22). Es befinden sich nur wenige Nanopartikel im extra-

zellularen Raum.
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Abbildung 4.22: TEM-Aufnahme eines humanen Keratinozyten, der mit Goldnanopartikeln inku-
biert wurde (s. Abbildung 4.22.1 und Abbildung 4.22.2). Es sind viele Nanopartikel im Bereich
des Zellkerns lokalisiert. Die Goldnanopartikel, die auBerhalb des Zellkerns lokalisiert sind, be-
finden sich in Endosomen/Lysosomen. Die Zellmembran ist mit griinen, Nanopartikel, die auBer-
halb des Zellkerns lokalisiert sind mit gelben und Nanopartikel, die innerhalb des Zellkerns lo-
kalisiert sind mit tlirkisfarbenen Pfeilen markiert. Die Zellkernmembran hat sich zum Teil aufge-
16st.

In einem weiteren Keratinozyten ist erkennbar, dass keine Goldnanopartikel in den
Zellkern aufgenommen wurden. Der Zellkern wird jedoch deutlich durch die Goldna-
nopartikel deformiert (s. Abbildung 4.23). Die Nanopartikel sind zum Teil an die Zell-
kernmembran adhariert (s. Abbildung 4.23.4, mit schwarzem Pfeil markiert).

Chithrani et al. vermuten, dass sich nach Inkubation von Citrat-stabilisierten Goldna-
nopartikeln mit DMEM/FCS primare Amine an die Nanopartikeloberflache binden, so-
dass die Nanopartikel ein positives Zeta-Potential besitzen.l'! In der Literatur wird do-
kumentiert, dass Goldnanopartikel mit einer positiven Oberflachenladung in héherer
Konzentration von Zellen aufgenommen werden,!'”] da positiv geladene Nanopartikel
starker mit der negativ geladenen Zellmembran wechselwirken. Somit ist erklarbar,
dass in unserer Studie die Goldnanopartikel in solch hoher Quantitat um den Zellkern
lokalisiert sind und diesen deformieren.
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Abbildung 4.23: TEM-Aufnahme eines humanen Keratinozyten, der mit Goldnanopartikeln inku-
biert wurde (s. Abbildung 4.23.1). Es sind viele Nanopartikel an der Zellkernmembran adhériert
(s. Abbildung 4.23.2, Abbildung 4.23.3 und Abbildung 4.23.4). Die Goldnanopartikel, die auBer-
halb des Zellkerns lokalisiert sind, befinden sich in Endosomen/Lysosomen. Die Zellmembran
ist mit griinen, die Zellkernmembran ist mit magentafarbenen, Nanopartikel, die auBerhalb des
Zellkerns lokalisiert sind, mit gelben Pfeilen markiert. Es sind keine Nanopartikel im Zellkern
lokalisiert. Der Zellkern ist jedoch durch die Goldnanopartikel deformiert.

v
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In Abbildung 4.24 ist zu erkennen, dass Goldnanopartikel von der Zellkernmembran
umschlossen sind. Zudem befinden sich die Partikel in einigen Vesikeln innerhalb der
Zelle. Dabei scheint die Zellmembran intakt zu sein. An der Zellmembran sind keine

Nanopartikel adhéariert.
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Abbildung 4.24: TEM-Aufnahme eines humanen Keratinozyten, der mit Goldnanopartikeln inku-
biert wurde (s. Abbildung 4.24.1). Es sind viele Nanopartikel um die Zellkernmembran lokalisiert
(s. Abbildung 4.24.2). Drei Nanopartikel befinden sich in Vesikeln, die vom Zellkern umgeben
sind (s. Abbildung 4.24.3). Die Goldnanopartikel, die auBerhalb des Zellkerns lokalisiert sind,
befinden sich in Endosomen/Lysosomen. Die Zellmembran ist mit griinen, die Zellkernmembran
ist mit magentafarbenen, Nanopartikel, die auBerhalb des Zellkerns lokalisiert sind mit gelben
und die Nanopartikel, die sich in einem Vesikel innerhalb des Zellkerns befinden, mit tiirkisfar-
benen Pfeilen markiert.

In Abbildung 4.25 ist erkennbar, dass ein humaner Keratinozyt deutlich mit Goldnano-
partikeln beladen ist. Dabei sind viele Nanopartikel auch im Zellkern lokalisiert.
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Abbildung 4.25 TEM-Aufnahme eines humanen Keratinozyten, der mit Goldnanopartikeln inku-
biert wurde (s. Abbildung 4.25.1). Es sind viele Nanopartikel im Bereich des Zellkerns lokalisiert
(s. Abbildung 4.25.2 und Abbildung 4.25.3). Die Zellmembran ist mit griinen, die Zellkernmemb-
ran ist mit magentafarbenen, Nanopartikel, die auBerhalb des Zellkerns lokalisiert sind mit gel-
ben und Nanopartikel, die innerhalb des Zellkerns lokalisiert sind, mit tiirkisfarbenen Pfeilen
markiert.

Die Literatur zur akuten Zytotoxizitat von Citrat-stabilisierten Goldnanopartikeln gegen-
Uber Zellen ist divers. Forscher nutzen in lhren unterschiedlichen Laboren verschie-
dene Zellsysteme, sodass ein Vergleich der Ergebnisse erschwert wird. Zudem wer-
den meist die untersuchten Nanopartikel nicht hinsichtlich der Stabilitat im Zellkultur-
medium untersucht, sodass fraglich ist, ob die Nanopartikel nicht aggregiert vorliegen.
Connor et al. zeigten, dass Citrat-stabilisierte Goldnanopartikel mit einem TEM-Durch-
messer von 18 nm und Konzentrationen von 0 bis 3*10"" mmol/L gegeniiber humanen
Zellen (K562 Zellen) keine akute Zytotoxizitat aufweisen.[78]

Chen et al. inkubierten Citrat-funktionalisierte Goldnanopartikel mit TEM-Durchmes-

sern von 3 bis 100 nm und Konzentrationen von 10 bis 10" mmol/L mit HeLa-Zellen
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(humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms). Dabei konnte keine akute Zytotoxizitat
festgestellt werden.l'”?1 Qu et al. zeigten, dass Citrat-stabilisierte Goldnanopartikel mit
einem Durchmesser von 20 nm und einer Konzentration von 3*10-' mmol/L keine akute
Zytotoxizitat bei humanen Dermal-Fibroblasten aufweisen.l'8] Vijayakumar et al. zeig-
ten, dass mit steigender Konzentration von Citrat-stabilisierten Goldnanopartikeln mit
einem Durchmesser von ca. 20 nm die Zytotoxizitat zunimmt. Bei einer maximalen
Konzentration von 7*10-" mmol/L betragt die Zellviabilitat (MTT-Assay) nur ca. 70%.[181]
Uboldi et al. untersuchten Goldnanopartikel mit Citrat-Funktionalisierung mit einem
hydrodynamischen Durchmesser von 20 bis 30 nm und zeigten eine Abnahme der
Zellproliferation von humanen Lungenadenokarzinom-Epithelzellen bei einer Goldkon-
zentration von 7*10"" mmol/L nach 72 h auf ca. 80%.7°}8% Die Autoren verwendeten
in einem zweiten Zellversuch Goldnanopartikel mit einer deutlich geringeren Citratbe-
ladung. Die Toxizitat gegeniber Zellen verringerte sich drastisch. Es kann geschluss-
folgert werden, dass die Belegungsdichte von Citrat auf Nanopartikeln eine entschei-
dende Rolle bei der Toxizitat spielt. Lu et al. inkubierten Citrat (5 mM) ohne Nanopar-
tikel mit humanen Magenkrebszellen. Die Viabilitat der Zellen sank nach 72 h auf fast
OOA).[182]

In unserer Studie haben wir eine Gold-, Goldsilicakonzentration von 9*10-" mmol/L
bzw. eine Silicakonzentration von 3 mmol/L (jeweils 182 mg/L) verwendet. Hierbei be-
sitzen die Goldnanopartikel 96% der Masse der Goldnanopartikel mit Silicaschale. Da-
her wird die Differenz in der Konzentration (9*10"" mmol/L) vernachléssigt. Es wurden
etwa zehnmal mehr Silicananopartikel als Goldnanopartikel im TEM-Experiment ein-
gesetzt. Hierbei sollte untersucht werden, ob die Citrat-funktionalisierten Goldnanopar-
tikel im Verhaltnis zu den Silicananopartikeln in héherer Konzentration aufgenommen
werden, obwohl die Goldnanopartikel in deutlich geringerer Quantitat inkubiert wurden.
Die hohe Goldkonzentration, gepaart mit einer gewissen unbestimmten Citratkonzent-
ration auf den Goldnanopartikeln, fihrt zur akuten Zytotoxizitat, da akute Zytotoxizitat
eine Funktion der Konzentration von Goldnanopartikeln und von Citrat ist. Dabei zei-
gen die vorher genannten Studien, dass Goldnanopartikel ab einer Konzentration von
ca. 0.5 mmol/L toxisch sind.

Es ist aufféllig, dass eine groBe Anzahl an Goldnanopartikeln im Verhéltnis zu Silica-
nanopartikeln von den humanen Keratinozyten aufgenommen wird und sich perinu-
clear lokalisiert (s. Abbildung 4.23).
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Chithrani et al. zeigten, dass die Aufnahme von Goldnanopartikeln in Zellen eine Funk-
tion der GréBe der Nanopartikel ist. Dabei werden Nanopartikel mit einen Durchmesser
von ca. 50 nm ungefahr doppelt so stark aufgenommen wie Nanopartikel mit einem
Durchmesser von 10 nm und etwa dreimal so stark aufgenommen wie Nanopartikel
mit einem Durchmesser von ca. 100 nm.!8" Aufgrund des Umwicklungseffekts (engl.:
wrapping effect) kann erklart werden, dass Nanopartikel mit einem Durchmesser von
50 nm in héherer Quantitdt aufgenommen werden, da dies energetisch beglnstigt
ist.[83 Fir die Umhdllung eines Nanopartikels mit einer Biomembran sind 2 Faktoren
wichtig: Erstens die Freie Energie, die ein Ergebnis der Ligand-Rezeptor-Wechselwir-
kung ist, und zweitens die Rezeptordiffusionskinetik. Mit mathematischen Anpassun-
gen wurde herausgefunden, dass Nanopartikel mit einem Durchmesser von 27 bis 30
nm die schnellste Umwicklungszeit (engl.: wrapping time) und der schnellsten rezep-
tor-vermittelten Endozytose unterliegen.['84

Zudem fihrt die Citratfunktionalisierung im Verhaltnis zu anderen Funktionalisierungen
zu einer erhdhten Aufnahme der Nanopartikel.[®]

Es stellt sich die Frage wieso Goldnanopartikel in solch hoher Konzentration im Ver-
héltnis zu Silicananopartikeln von Zellen aufgenommen werden. Da das Oberflachen-
potential bei beiden Nanopartikelsystemen (Silicananopatrtikel: (-51.8+2.8) mV), Gold-
nanopartikel: (-49.0+£1.9) mV)) im Rahmen der Fehlergrenzen identisch ist, kann der
Grund fir die unterschiedlichen aufgenommenen Konzentrationen und die betrachtli-
chen morphologischen Unterschiede der Zellen nicht im Zeta-Potential der verschie-
denen Nanopartikel liegen. Daher wird vermutet, dass die Oberflachenmolekule (Citrat
und Silanolat) verschieden mit essentiellen Molekilen im extra- und im intrazellularen
Raum reagieren. Treuel et al. zeigten, dass Cystein bzw. Proteine, die Cystein enthal-
ten, an die Goldoberflache von Goldnanopartikeln tber die Thiolgruppe binden. Hierbei
sprechen die Autoren von der Bildung einer ,harten Proteincorona®, da die Bindung
kovalent ist.['8] Zudem kénnte die Bindung von Cystein bzw. Proteinen, die Cystein
enthalten zu einem positivem Zeta-Potential der Nanopartikel fihren. DarGber hinaus
wird Cystein die indirekte Rolle zu Teil, Zellen vor oxidativem Stress zu schiitzen.
Wong et al. veranschaulichten, dass Zellmedien, die mit L-Cystein versetzt sind, zu
einer deutlich héheren Viabilitdt von Parasiten (Entamoeba histolytica) fihren als Me-
dien, die kein Cystein enthalten.['®] Parasiten sind vom zellularen Aufbau &hnlich zu
Zellen des menschlichen Organismus. Somit kann vermutet werden, dass die Bindung
von Cystein bzw. Cystein-Proteinen an Goldnanopartikel, die Konzentration von freiem
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Cystein bzw. Cystein-Proteinen so stark verringert, dass dies zur akuten Toxizitat ge-
genidber humanen Keratinozyten fhrt. Darlber hinaus wird durch die Bindung des
Cysteins bzw. der Cystein-Proteine gegebenenfalls eine nicht unbetrachtliche Menge
an Citrat freigesetzt. Wie schon vorher gezeigt wurde, inkubierten Lu et al. Citrat (5
mmol/L) mit humanen Magenkrebszellen. Die Viabilitat der Zellen sank nach 72 h auf
fast 0%.['82] Dem entgegen steht eine Studie von Majzik et al. Die Autoren beschreiben
einen Mechanismus, bei dem Citrat von der Goldoberflache durch Cystein ersetzt wird
und sich eine organische Doppelschicht mit terminalem Citrat bildet.[87]

Es ist erkennbar, dass die in dieser Studie inkubierten Citrat-funktionalisierten Gold-
nanopartikel zu morphologischen Verédnderungen (Porositat der Zellmembran und Auf-
I6sung der Zellkernmembran) der Zellen fihren. Somit wird vermutet, dass in unserer
Studie die Citrat-stabilisierten Goldnanopartikel von den Zellkernen der humanen Ke-
ratinozyten aufgenommen werden und dies zur Erniedrigung der Viabilitdt der huma-
nen Keratinozyten fuhrt.

Nanopartikel mit einer Silanolatoberflache (Silicananopartikel und Goldnanopartikel
mit Silicaschale) verandern hingegen nicht die Morphologie der Zellen und fihren nicht
zu einer Porositat der Zellmembran. Zudem werden die Silicananopartikel nicht so
stark aufgenommen und scheinen die Viabilitdt zudem nicht zu beeintrachtigen. Ob-
wohl in unserer TEM-Studie zehnmal mehr Silicananopartikel als Goldnanopartikel mit
den Zellen inkubiert wurden, nahmen die Zellen Goldnanopartikel in hdherer Quantitat
auf als Silicananopartikel.

Lu et al. zeigten, dass Leberkarzinomzellen (HepG2 Zellen), die mit Silicananoparti-
keln mit einem TEM-Durchmesser von etwa 50 nm inkubiert wurden, bis zu einer Kon-
zentration von 640 mg/L eine Viabilitat > 90% aufweisen.['88]

Jin et al. zeigten hingegen, dass die Zellviabilitdt von Lungenkrebszellen (A549), die
mit vergleichbaren Nanopartikeln inkubiert wurden, ab einer Konzentration von 100
mg/L < 90% bzw. etwa 60% (Inkubationszeit 48 h bzw. 72 h) betragt.['8% Liang et al.
inkubierten dhnliche Nanopartikel mit humanen Keratinozyten (HaCaT) und zeigten,
dass die Viabilitéat der Zellen bei einer Konzentration von 100 mg/L auf etwa 50% fallt
und bei einer Konzentration von 200 mg/L auf ca. 40% fallt.[1%C]

Eine Charakterisierung der Nanopartikel hinsichtlich der Stabilitat in physiologischen
Medien wurde in den drei Studien nicht dokumentiert.
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In unserer Studie kdnnen wir mit zwei verschiedenen, unabhangigen Analyseverfahren
(cryo-XM/T und TEM) nachweisen, dass Goldnanopartikel mit Citrat-Funktionalisie-
rung in héherer Quantitat als Silicananopartikel bzw. Goldnanopartikel mit Silicaschale
mit Silanolat-Funktionalisierung von humanen Keratinozyten aufgenommen werden.
Dartber hinaus werden Goldnanopartikel mit Citrat-Funktionalisierung vom Zellkern
der humanen Keratinozyten aufgenommen. Dies flihrt zu einer verminderten Viabilitat.
Mit cryo-XM/T kann zum Teil visualisiert werden, wie stark die einzelnen Zellen ge-
schadigt wurden. Anhand der Tomogramme wird deutlich, dass Citrat-funktionalisierte
Goldnanopartikel im Verhaltnis zu Nanopartikeln mit Silanolatoberflache (Goldnano-
partikel mit Silicaschale) im Zellkern der humanen Keratinozyten lokalisiert sind. Die
starkere Schadigung der Zellen durch Citrat-funktionalisierte Goldnanopartikel kann

anhand von TEM-Aufnahmen bestatigt werden.
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4.2. Untersuchung der Wechselwirkung von Silbernanoparti-

keln verschiedener Morphologie mit humanen Zellen

Silbernanopartikel werden aufgrund der antimikrobiellen und zytotoxischen Eigen-
schaften in zahlreichen Konsumprodukten eingesetzt. Dazu z&hlen Reinigungs-
sprays,* Nuckel und Babyflaschen,®l BeiBringe als Zahnwachstumshilfe fir Babys,!”]
Zahnpasta,!® Textilien und Deodorants,['® Kihlschrankel'l und Waschmaschinen.[?
Der Marktanteil an kommerziell erhaltlichen Produkten, die Silbernanopartikel enthal-
ten (N = 437), gemessen an allen Produkten, die Nanopartikel enthalten (N = 1801)
liegt bei etwa 24% (stand Oktober 2014).[4l Damit représentieren Produkte, die Silber-
nanopartikel enthalten, unter samtlichen ,Nanoprodukten® den gréBten Anteil. Auf-
grund der bekannten antiseptischen Wirkungsweise von Silber werden Silbernanopar-
tikel bei der Behandlung von Verbrennungen,!'%! bei der Oberflachenbeschichtung von
Kathetern('®2l und in Implantaten!'®l eingesetzt. Durch den vielfaltigen Einsatz von Sil-
bernanopartikeln in zahlreichen Produkten kann ein intensiver Kontakt mit Menschen
nicht verhindert werden. Es wurde herausgefunden, dass die Zytotoxizitat von Silber-
nanopartikeln gegeniiber Zellen eine Funktion der Freisetzung von Silberionen ist.[*]
Die Freisetzung zytotoxischer Silberionen ist wiederum eine Funktion des pH-Wertes
und der Sauerstoffkonzentration in der Dispersion.[*4 Hierbei ist noch nicht geklart, ob
und wie sich anisotrope Silbernanopartikel auflésen und wie diese Nanosysteme auf
Organismen wirken.

Im Folgenden werden daher anisotrope, trigonal-prismatische Siloernanopartikel syn-
thetisiert und die Auflésung der Nanopartikel mit der Auflésung isotroper, sphérischer
Analoga in verschiedenen Medien verglichen. Darlber hinaus wird die quantitative
Aufnahme der Silbernanopartikel mit unterschiedlicher Morphologie in zwei verschie-
denen Zellsystemen untersucht.

Dabei werden Zellsysteme untersucht, die erstens als Modell fiir die Epidermis (Ober-
haut) fungieren, ndmlich humane Keratinozyten. Diese Zellen représentieren immorta-
lisierte Zellen, die eine hohe Kapazitat zur Differenzierung und Proliferation haben. Da
bei den urspriinglichen Kulturbedingungen eine geringe Differenzierungsrate der hu-
manen Keratinozyten bei kleinen Calciumkonzentrationen (ca. 0.1 mM) und bei hohen
Temperaturen (ca. 38.5 °C) erzielt wurde, bezeichnet man diese Zellen als HaCaT-
Zellen. Dies steht fir ,Human adult low Calcium high Temperature keratinocytes*!"3l

Zweitens werden humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) verwendet, die nicht
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transformierte, nicht immortalisierte Gewebezellen reprasentieren. hMSC kénnen in
verschiedenen Geweben wie Knochenmarkgewebe, Fettgewebe sowie Muskelge-
webe gefunden werden. hMSC sind zudem in den Prozess der Geweberegeneration
involviert, sodass die Wahrscheinlichkeit, dass diese Zellen mit zytotoxischen Silber-
nanopartikeln nach Exposition interagieren hoch ist.[781153]

4.2.1. Synthese und Charakterisierung von trigonalen Silber-

nanoprismen

Zur reduktiven thermischen Synthese von trigonalen Silbernanoprismen werden zu ei-
ner Silbernitratldsung (0.1 mM, 25 mL) unter Rihren nacheinander Lésungen von Tri-
natriumcitrat (30 mM, 1.5 mL), Polyvinylpyrrolidon (M = 29 kg/mol, 0.7 mM, 1.5 mL),
Wasserstoffperoxid (30%, 60 pL) und Natriumborhydrid (0.1 M, 226 uL) gegeben.0]
Nach Zugabe der Natriumborhydridldsung verfarbt sich das Reaktionsgemisch fir 2
bis 5 s gelb. AnschlieBend entfarbt sich das Reaktionsgemisch. Durch die Gelbfarbung
(s. Abbildung 4.26.2) kann geschlussfolgert werden, dass sich aufgrund der hohen
lokalen Konzentration des Reduktionsmittels im Reaktionsgemisch Nukleate bil-
den,['%4 die jedoch thermodynamisch instabil sind und somit direkt wieder in die Edukte

zerfallen.

Abbildung 4.26: Farbumschldage wahrend der Synthese von trigonalen Silbernanoprismen vor
der Zugabe von NaBH; (s. Abbildung 4.26.1), nach der Zugabe von NaBH; (s. Abbildung 4.26.2)
und am Ende der Reaktion (s. Abbildung 4.26.3).

AnschlieBend werden die trigonalen Silbernanoprismen mittels TEM, DLS und elekt-
rophoretischer Lichtstreuung (ELS, Bestimmung des Zeta-Potentials) charakterisiert
(s. Tabelle 4.6).
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Tabelle 4.6: Charakterisierungsdaten zu trigonalen Silbernanoprismen.

Kanten- | Prismendi- | dhyar PDI Zeta-Po- Oberflache-zu-
lange [nm] | cke [nm] [nm] tential [mV] | Volumen-Verhaltnis
[nm-T]
(42+15) (8x1) (27£1) | (0.39+0.04) -(2911) (0.41+0.10)

Aufgrund der Oberflachenfunktionalisierung mit Citrat und PVP besitzen die untersuch-
ten trigonalen Silbernanoprismen ein negatives Zeta-Potential (-(29+£1) mV). Messun-
gen zur dynamischen Lichtstreuung wurden durchgefiihrt, um den kugelaquivalenten
hydrodynamischen Durchmesser und die kolloidale Stabilitat der trigonalen Silberna-
noprismen darzustellen. DLS kann bei anisotropen Nanopartikeln nur in Kombination
mit anderen analytischen Verfahren verwendet werden, um strukturelle Informationen
zu gewinnen. Durch Kombination mit TEM bietet die DLS statistisch reprasentative
Daten bezlglich des effektiven hydrodynamischen Durchmessers der anisotropen Na-
nopartikel.l'®%] Der effektive kugelaquivalente TEM-Durchmesser der trigonalen Silber-
nanoprismen betragt (22+6) nm. Die Differenz aus dem TEM- und dem DLS-Durch-
messer ((27+1) nm) resultiert aus dem verkleinerten Diffusionskoeffizientenl('%¢! gines
anisotropen trigonalen Silbernanoprismas, der rdumlichen Ausdehnung des Liganden
und adsorbierter Losemittelmolekiile auf der Nanopartikeloberflachel''® und durch den
verkleinerten Diffusionskoeffizienten!'%! eines anisotropen trigonalen Silbernanopris-
mas. Es wird daher geschlussfolgert, dass die Kolloide nicht aggregiert vorliegen. Auf-
grund der anisotropen Form der Nanopartikel und der signifikanten Varianz der Kan-
tenlange entspricht der PDI (0.39£0.04) einer polydispersen Probe (s. Kapitel 2.5.2).
Anhand der TEM-Aufnahme ist zu erkennen, dass die trigonalen Silbernanoprismen
mit einheitlicher Morphologie, nicht aggregiert, jedoch mit polydisperser GréBenvertei-
lung vorliegen (s. Abbildung 4.27.1). Als Vergleichssystem zu trigonalen Silbernano-
prismen dienen sphérische Silbernanopartikel, die in der AG Epple (Universitat Duis-
burg-Essen) synthetisiert und charakterisiert wurden (s. Abbildung 4.27.2).



122

| AP 4 2 &
4.27.1 Y " : 4.27.2 F . N
Ye's. ¥ &
. ,‘ " -
4 ’v" . ~‘;
A W < : x-- ,
4 v e . & _a
. T JA. ™
® YMuwsr o . v D
< ,4" ’ O b
v e * q° a -
; 4 >4 ‘. ”
P ‘Ov e 4 4« -~
BT . @ g -
@ ' 8 “x(ﬂnm a 100 nm =
> & -

Abbildung 4.27: TEM-Aufnahmen von trigonalen Silbernanoprismen (s. Abbildung 4.27.1) und
groBtenteils sphérischen Silbernanopartikeln (s. Abbildung 4.27.2)

Die spharischen Nanopartikel werden ebenfalls mittels TEM, DLS und ELS untersucht
(s. Tabelle 4.7).

Tabelle 4.7: Charakterisierungsdaten zu sphérischen Silbernanopartikeln.['%7]

TEM-Durchmes- DLS-Durchmes- | Zeta-Poten- | Oberflache-zu-Volumen-
ser [nm] ser [nm] tial [mV] Verhaltnis
[nm-]
70+25 75120 ~-30 0.09+0.02

Die sphéarischen Silbernanopartikel liegen folglich nicht aggregiert vor. Das Oberfla-
che/Volumen-Verhaltnis ist bei den trigonalen Silbernanoprismen gegentber den
sphérischen Analoga um den Faktor 4.6+1.5 erhéht.

Das Zeta-Potential beider Partikelsorten ist identisch und der hydrodynamische Durch-

messer der Spharen gegeniber den Prismen um einen Faktor von 2.84£0.8 erhoht.

4.2.2. Auflésung von trigonalen Silbernanoprismen und Silber-
nanosphéren
Da vermutet wird, dass die zytotoxischen Eigenschaften von Silbernanopartikeln eine

Funktion der Freisetzung von Silberionen ist, wurde in der folgenden Studie unter-

sucht, ob Silbernanopartikel verschiedener Morphologie sich unterschiedlich auflésen.
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Die Auflésung von sphéarischen Silbernanopartikeln wurde bereits in verschiedenen
externen Studien untersucht.[43:144]

Die Auflésung von trigonalen Silbernanoprismen mit einer Konzentration von 25 mg/L
wurde in dieser Studie zunachst in vier verschiedenen Medien untersucht. Dazu wur-
den Reinstwasser, isotonische Kochsalzlésung (lonenstarke (I) = 154 mmol/L), RPMI
(Zellkultur-Medium, dass im Roswell Park Memorial Institute entwickelt wurde, | = 138
mmol/L) und RPMI mit 10% fetalem Kalberserum (RPMI/FCS) (I = 124 mmol/L) ver-
wendet, da diese Medien dem Zytoplasma in aufsteigender Reihenfolge exakter ent-
sprechen. Zur Abtrennung von freigesetzten Silberionen von Silbernanopartikeln nach
verschiedenen Lagerungszeiten werden Zentrifugationsfiltrationseinheiten (Amicon®)
verwendet. Durch Verwendung der Zentrifugationsfiltrationseinheiten genligen kurze
Zentrifugationszeiten (15 min), um Nanopartikel von Silberionen zu trennen. Nach Ab-
trennung der Silberionen kénnen diese quantitativ mittels AAS bestimmt werden. In
einigen vorherigen Studien wurden Filtersysteme mit einem MWCO von 100 kDa ver-
wendet, um freie Silberionen von Silbernanopartikeln zu trennen und um anschlieBend
zu untersuchen, wie sich Silbernanopartikel auflésen.*3 Eine Pore mit einem MWCO
von 100 kDa entspricht in etwa einer PorengréBRe von 9 nm.['%8 Somit kdnnen nicht nur
Silberionen, sondern auch Silbernanopartikel durch die Filter penetrieren. In einer Stu-
die zur Untersuchung der Auflésung von Silbernanopartikeln wurden Filtersysteme mit
einem MWCO von 3 kDa verwendet.[*4 Dies entspricht einer PorengréBRe von 1-2 nm.
Die Autoren beschreiben, dass nach 24 h sich ca. 15% des Silbers der Nanopartikel
aufgelést hat. Jedoch hatten die untersuchen polydispersen Nanopartikel einen mittle-
ren hydrodynamischen Durchmesser von ca. 2 nm. Folglich ist es auch hier mdglich,
dass die Nanopartikel durch die Filter penetrieren und somit die Nanopartikel das
Messsignal in der Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) liefern.

In vorherigen Studien wurde nicht untersucht in welcher Quantitat Silberionen von den
Filtern absorbiert werden. Daher wurde in dieser Studie zunachst getestet, in welcher
Quantitat Silberionen die Membranen der Zentrifugationsfiltrationseinheiten mit ver-
schiedenen Ausschlussgrenzen (Molecular Weight Cut-Off (MWCO)) passieren kén-
nen. Dazu wurden Zentrifugationsfiltrationseinheiten mit einem MWCO von 3 und 50
kDa mit verschiedenen Konzentrationen an Silbernitrat in Reinstwasser und
RPMI/FCS verwendet (s. Abbildung 4.28).
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Abbildung 4.28: Diffusion von Silberionen aus Silbernitrat durch Zentrifugationsfiltrationseinhei-
ten in Abhéangigkeit der PorengroBe (in kDa), der Konzentration des eingesetzten Silbers (in
mg/L) und des Losemittels. Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf Silber, nicht
aber auf Silbernitrat.

Dabei ist zu erkennen, dass bei einer Silberionenkonzentration von (1.25+0.01) mg/L
(6924)% der Silberionen durch eine 3 kDa-Membran diffundieren. Somit werden
(0.3920.01) ug der Silberionen an die Membran gebunden. Da die Membran eine ak-
tive Membranflache von 3 cm? hat, betragt die Absorption (0.13+0.02) pug/cm?2. Wird
die Konzentration an eingesetzten Silberionen verdoppelt, so erhdht sich der relative
Anteil der diffundierten lonen auf (76+4)%. Hierbei werden (0.20+0.03) pug/cm? der Sil-
berionen an die Membran gebunden. Wird die Konzentration der eingesetzten Silberi-
onen auf (13.50+£0.01) mg/L erhéht, so betragt der diffundierte Anteil ca. (89£3)% und
der absorbierte Anteil (0.45%0.11) pg/cm?. Wird ein Filter mit einem MWCO von 50 kDa
verwendet, so passieren (97+1)% der Silberionen die Membran. Der absorbierte Anteil
betragt lediglich (0.14+0.01) pug/cm?2. Die verringerte Absorption von Silberionen durch
einen Filter mit einem MWCO von 50 kDa kann durch die verringerte Wahrscheinlich-
keit der Interaktion der Silberionen mit der regenerierten Cellulose der Membran erklart
werden, da der MWCO dieses Filters um das ca. 17-fache vergréBert ist. Wird Silber-
nitrat zu RPMI/FCS gegeben, kann kaum Silber mittels AAS detektiert werden. Dies
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ist dabei davon unabhéangig, ob die Probe als nichtfiltrierte Lésung (Stammldsung
(stock)) oder als filtrierte Lésung (3 kDa) gemessen wird.

Zur Untersuchung der Freisetzung von Silberionen aus trigonalen Silbernanoprismen
wurde darauf verzichtet, Filter mit einem MWCO von 50 kDa (PorengréBe etwa 7
nm)l'9%8l zu verwenden. Stattdessen werden zur Untersuchung der Auflésung der Na-
nopartikel Zentrifugationsfiltrationseinheiten mit einem MWCO von 3 kDa (Porengréi3e
etwa 1-2 nm) verwendet, um die Penetration von Silbernanopartikeln zu unterdriicken.
Wéhrend des Aufléseprozesses werden die Dispersionen in den einzelnen Medien in
Zentrifugationsfiltrationseinheiten mit einem MWCO von 3 kDa gelagert. Somit wird
gewabhrleistet, dass nach absolvierter Lagerung der Silberprismen, diese innerhalb von
15 min mittels Zentrifugation vom Medium getrennt werden kénnen, um anschlie3end
die Konzentration an freien Silberionen mittels AAS zu bestimmen.

In Abbildung 4.29 ist die Auflésung trigonaler Silbernanoprismen in verschiedenen Me-
dien dargestellt. Dabei wurde die Gesamtmenge an Silberionen im Dialysat bezogen
auf die eingesetzte Menge an Silber in relativen Masseanteilen gegen die Lagerungs-

zeit aufgetragen.
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Abbildung 4.29: Auflé6sung von Silbernanoprismen in Reinstwasser in Anwesenheit von Luftsau-
erstoff, isotonischer Kochsalzlé6sung, RPMI und RPMI/FCS.
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Anhand der Daten aus Abbildung 4.29 ist zu erkennen, dass in Reinstwasser nach 48
h ca. 2.8% an freien Silberionen detektiert werden kénnen. In isotonischer Kochsalz-
I6sung liegt der Anteil bei etwa 1.6% und in RPMI und RPMI/FCS kénnen wie erwartet
keine freien Silberionen detektiert werden. Zum einen kdnnen die verschiedenen lo-
nenstarken der Medien die Aufldsung der Nanoprismen beeinflussen, zum anderen
sind in isotonischer Kochsalzldsung samtliche ionischen Anteile und in RPMI 78% bzw.
RPMI/FCS 71% der Anionen Chloridionen. Silberchlorid hat eine Léslichkeit von ca.
1.88 mg/L.l" Somit kann vermutet werden, dass freie Silberionen direkt nach Freiset-
zung an Chloridionen binden und Silberchlorid ausfallt. Ausgefallenes AgCl kann nicht
durch die 3 kDa-Filter diffundieren und somit kann Silber, das als Silberchlorid gebun-
den ist, nicht mittels AAS detektiert werden. In RPMI sind dartber hinaus schwefelhal-
tige Aminosauren und Dimere solcher Aminosauren (L-Methionin und L-Cystein) ent-
halten, die daflr bekannt sind Silberionen zu binden. In RPMI/FCS sind zudem Prote-
ine u.a. bovines Serumalbumin enthalten. Es wird vermutet, dass Proteine zudem Sil-
berionen binden.[?% In Reinstwasser kann beobachtet werden, dass es zu einer sig-
nifikanten Freisetzung von Silberionen nach 17 h kommt. In Reinstwasser sowie in
isotonischer Kochsalzlésung ist zudem ein Versatz bei t = 0 h der Silberkonzentration
zu erkennen. Es sind folglich vor Beginn des Aufléseprozesses Silberionen (ca. 2%)
in den Dispersionen vorhanden. Da die trigonalen Silbernanoprismen nach der Syn-
these fur 2 h zentrifugiert werden um Uberschissige Edukte und Nebenprodukte der
Reaktion zu entfernen, die die Auflésung der Nanopartikel beeinflussen kénnen, ist es
maoglich, dass hierbei 2% Silberionen aus den Nanopartikeln freigesetzt werden. An-
hand der vergréBerten Darstellung des Aufléseprozesses in Reinstwasser und isoto-
nischer Kochsalzlésung ist erkennbar, dass es zu einer Sattigung nach etwa 48 h in
Reinstwasser kommt (s. Abbildung 4.30). In der vergréBerten Darstellung ist ersicht-
lich, dass es in isotonischer Kochsalzlésung zunachst zu einer Freisetzung von Silbe-
rionen kommt und anschlieBBend die Konzentration an freien Silberionen sinkt. Es wird
vermutet, dass es hierbei zu einer Konkurrenzreaktion kommt. Wahrend Silberionen
freigesetzt wurden, kommt es zur Bildung von Silberchlorid und damit zur Reduzierung
der Konzentration freier Silberionen. Die Daten fiir die Auflésung in Reinstwasser las-
sen sich durch folgende Fitfunktion (s. Gleichung (4.8)), die schon in anderen Verof-

fentlichungen verwendet wurde, anpassen. 43l
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d[Ag]
dt

= —k+[Ag] => [Ag*], = [Ag ] fina(1 —eT) + [Ag*],  (4.6)

Hierbei betragt [Ag™], = 2%. Folglich sind vor Beginn der Auflésung Silberionen in der
Dispersion enthalten. Die Geschwindigkeitskonstante betragt k = (0.035 + 0.012)h™?!
und die Silberionenkonzentration nach dem Aufléseprozess [Ag*] fina = (1.0 + 0.2)%.
Aus der Studie der Penetration von Silberionen durch die 3 kDa-Membran ist ersicht-
lich, dass ein Teil der Silberionen, der sich aus den trigonalen Silbernanoprismen in
Reinstwasser geldst hat, von den Filtern absorbiert wird. Wird davon ausgegangen,
dass wahrend der Auflésung von trigonalen Silbernanoprismen etwa 30% der freige-
setzten Silberionen vom Filter absorbiert werden, kommt man zu einem Wert fir [Ag*]si-

nal in Reinstwasser von etwa 1.4%.
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Abbildung 4.30: VergroéBerte Darstellung der Auflésung von Silbernanoprismen in Reinstwasser
und isotonischer Kochsalzlésung (pH = 7). Bei der Anpassungsfunktion betriagt das Be-
stimmtheitsmaB r? = 0.9823.

Es wurde vor Durchfiihrung der Auflésung der Silbernanoprismen vermutet, dass der
Anteil an Silberionen, der aus den Silbernanoprismen herausgeldst wird, héher ist als
bei spharischen Analoga. Kittler et al. und Liu et al. zeigten jedoch, dass bei sphéri-
schen Analoga deutlich héhere Masseanteile freigesetzt werden. So werden bei Kittler
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et al. bezlglich Citrat-funktionalisierter Silbernanopartikel etwa [Ag*]fina = 11.5% bzw.
15% in Abhangigkeit von der eingesetzten Silberkonzentration (co = 140 mg/L bzw.
320 mg/L) freigesetzt. Kittler et al. vermuten daher, dass die Geschwindigkeits-
konstante k und die freigesetzte Konzentration an Silberionen antiproportional zur Kon-
zentration der Silbernanopartikel sind.[*3l Da in unserer Studie eine deutlich geringere
Konzentration (25 mg/L) an Nanopartikeln eingesetzt wurde, kann dies der Grund fir
die verringerte Freisetzung der Silberionen sein. Vergleicht man die Geschwindigkeits-
konstanten, die Kittler et al. in Ihren Versuchen fir die Auflésung von Silbernanoparti-
keln fanden, zeigt sich, dass sich mit steigender Silbernanopartikelkonzentration die
Geschwindigkeitskonstante verringert. Silbernanopartikel mit einer Konzentration von
50 mg/L haben demnach eine Geschwindigkeitskonstante von k = 0.017 h~1.143 In un-
serem Versuch ist die Konzentration an trigonalen Silbernanoprismen um 50% verrin-
gert. Hieraus resultiert eine um etwa 50% erhdhte Geschwindigkeitskonstante k =
(0.035 £ 0.012)h™ 1.

Es wurde versucht, die Messergebnisse aus der AAS mit anderen Messmethoden zu
verifizieren. Dazu wurden zundchst Experimente an einem Raster-Transmissions-
elektronenmikroskop (STEM)-Detektor eines Rasterelekironenmikroskops (REM)
durchgefihrt. Trigonale Silbernanoprismen wurden in Reinstwasser (pH = 7) fir ver-
schiedene Zeitrdume gelagert und anschlieBend mittels STEM abgebildet (s. Abbil-
dung 4.31).
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4 h 17 h 24 h

Abbildung 4.31: STEM-Aufnahmen der Auflésung von trigonalen Silbernanoprismen zu ver-
schiedenen Lagerungszeiten (0.5 h, 1 h, 2 h, 4 h, 17 h und 24 h). Es wurden mindestens 752
Nanopartikel pro Probe ausgemessen.

Dabei ist zu erkennen, dass sich nach 17 h zwei Fraktionen bilden. Die erste Fraktion
besteht aus nicht angelésten Nanoprismen. Diese liegen auch nach 24 h unangel6st
oder wenig angeldst vor. Die zweite Fraktion besteht aus kleinen spharischen Nano-
partikeln mit einem Durchmesser von < 5 nm.

In den STEM-Aufnahmen werden die Projektionsflachen der trigonalen Silbernanopris-
men nach verschiedenen Lagerungszeiten dargestellt. Die Abnahme der Projektions-
flache eines trigonalen Silbernanoprismas korreliert nicht linear mit der Auflésung ei-
nes trigonalen Silbernanoprismas. Daher missen die Daten fir die Projektionsflachen
zunachst in Volumina umgerechnet werden.

Die kleinen spharischen Nanopartikel sind nach einer Lagerungszeit von 24 h in deut-
lich héherer Quantitat (ca. 89%) vorhanden (s. Abbildung 4.31 und Abbildung 4.32).
Zu Beginn sind keine kleinen Kerne in den STEM-Aufnahmen zu finden.

Da mittels AAS in vorherigen Versuchen gezeigt wurde, dass nur eine kleine Menge
an Silberionen aus den Prismen freigesetzt wird, erscheint es unwahrscheinlich, dass

die kleinen Silbernanopartikel aus ehemalige Silbernanoprismen stammen.



130

100 : . ; . : :
80_ T +t=0h
—o—1t=0.5h
9 ‘\ ~—4—t=1h
= 607 9 ~v t=2h
g e t-4n
s —»t=24h
20 - -
O y T = - — =
0 10000 20000 30000 40000

Volumen [nm?]

Abbildung 4.32: Haufigkeit der aus den Flachen berechneten Volumina der Nanopartikel in Ab-

hangigkeit der Lagerungszeit (STEM-Daten). Es wurden pro Probe mindestens 752 Nanopartikel
ausgemessen.

Um zu Uberprifen, wie die kleinen Nanopartikel entstanden sind, wurden daher zwei
verschiedene Konzentrationen an Silberionen (Silbernitratiésung mit einer Konzentra-
tion von 0.125 mg/L und 1.25 mg/L bezlglich Ag (entsprechend 0.5% bzw. 5% der
Silbernanoprismenkonzentration zu Beginn der Auflésung der Ag-Prismen)) auf ein
Kupfernetzchen getropft und mittels STEM untersucht.

Dabei ist zu erkennen, dass sich hierbei Nanostrukturen mit einer Gré8e von < 5 nm
bilden (s. Abbildung 4.33). Diese Nanopartikel sind von der GréBe vergleichbar mit den
kleinen Nanopartikeln, die auf dem Kupfernetz nach einer Lagerungszeit von 24 h ge-
funden wurden (vgl. Abbildung 4.31).

Somit kann geschlussfolgert werden, dass die kleinen Nanopartikel aus Abbildung
4.31 nicht stark angeléste Nanoprismen sind, sondern aus dem kleinen Anteil aus Sil-
berionen von Silbernanoprismen entstanden sind. Dabei betragt dieser Anteil ca. 3%
des Silbers aus Nanoprismen (mittels STEM bestimmt). Es wird davon ausgegangen,
dass die kleinen Nanostrukturen aus Ag=0 bestehen.?9'l Hierbei reagieren Silberionen
mit atmospharischem Lufsauerstaoff zu Ag20.
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Abbildung 4.33: STEM-Aufnahme einer eingetrockneten Silbernitratiosung (0.125 mg/L beziig-
lich Ag). Eine STEM-Aufnahme zu eingetrockneter Silbernitratiosung mit einer Konzentration
von 1.25 mg/L wird an dieser Stelle nicht abgebildet, da diese dhnlich der hier gezeigten STEM-
Aufnahme ist.

AnschlieBend wurde die Auflésung von trigonalen Silbernanoprismen und Silbernano-
sphéaren in verschiedenen Medien (Reinstwasser (pH = 7), Acetatpuffer (pH = 4), iso-
tonischer Kochsalzlésung (pH = 7) und isotonischem Acetatpuffer (pH = 4)) mittels
UV/VIS-Spektroskopie und STEM nach 0 h und 24 h untersucht. Anhand der UV/VIS-
Spektren der trigonalen Silbernanoprismen in Reinstwasser nach 0 und 24 h zeigt sich,
dass sich die Nanopartikel analog zu STEM- und AAS-Ergebnissen sich kaum veran-
dern (s. Abbildung 4.34).

In Acetatpuffer (pH = 4) ist die Absorption unmittelbar nach Uberfilhrung in den Puffer
deutlich geringer als in Reinstwasser (blaue Kurve fir 0 h in Abbildung 4.34), bleibt
dann jedoch in den folgenden 24 h nahezu konstant (magentafarbene Kurve in Abbil-
dung 4.34). In isotonischer Kochsalzlésung und isotonischem Acetatpuffer ist die Ab-
sorption unmittelbar nach Uberfiihrung in das jeweilige Medium noch geringer, danach
andert sich in den nachsten 24 h die Absorption nur noch wenig (s. Abbildung 4.34).
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Abbildung 4.34: UV/VIS-Spektren der trigonalen Silbernanoprismen (c = 70 mg/L) in verschiede-
nen Medien (Reinstwasser (pH = 7), Acetatpuffer (pH = 4), isotonischer Kochsalzlésung (pH = 7)
und isotonischem Acetatpuffer (pH = 4)) nach 0 h und 24 h.

Diese Ergebnisse sind im Einklang mit STEM-Aufnahmen, die von den Nanopartikeln
nach Lagerung in den einzelnen Medien angefertigt wurden. Dabei zeigt sich, dass
trigonale Silbernanoprismen, die in Acetatpuffer (pH = 4) gelagert wurden, nur partiell
angeldst wurden (s. Abbildung 4.35).

FU-Berlin 30.0kV 8.3mm x120k TE

Abbildung 4.35: STEM-Aufnahme von ehemaligen trigonalen Silbernanoprismen nach Lagerung
in Acetatpuffer tGiber 24 h.
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Im Verhaltnis dazu sind trigonale Silbernanoprismen, die in isotonischer Kochsalzl-
sung und isotonischem Acetatpuffer (pH = 4) gelagert wurden, nach 24 h deutlich ab-
gerundet mit einem Durchmesser der abgerundeten Plattchen von jeweils (16+£4) nm
(s. Abbildung 4.36.1/2). Das Ergebnis ist analog zu den vorherigen UV/VIS-Messun-
gen, da die Absorptionen der Nanopartikel in isotonischer Kochsalzlésung (pH = 7)
und isotonischem Acetatpuffer (pH = 4) vergleichbar und deutlich geringer als in Ace-
tatpuffer (pH = 4) sind. Zudem ist an dieser Studie erkennbar, dass die trigonalen Sil-
bernanoprismen deutlich starker in der Gegenwart von Chloridionen angelést werden,
als in der Gegenwart von Protonen. Hierfir ist die groBBe Affinitat von Chloridionen far
Silberionen (AH]? = —127.01 KJ/mol) verantwortlich. Silberchlorid hat eine Lslichkeit

von 1.88 mg/L in Wasser.['%9]

|
FU-Berlin 30.0kV 8.4mm x300k TE 100nm

I
FU-Berlin 30.0kV 8.5mm x300k TE 100nm

Abbildung 4.36: STEM-Aufnahmen von trigonalen Silbernanoprismen nach Lagerung in isotoni-
schem Acetatpuffer (pH = 4) (s. Abbildung 4.36.1) und isotonischer Kochsalzlésung (pH = 7) (s.
Abbildung 4.36.2).

AnschlieBend werden die spharischen Nanopartikel (c = 140 mg/L) mittels UV/VIS-
Spektroskopie in verschiedenen Medien (Reinstwasser (pH = 7), Acetatpuffer (pH =
4), isotonischer Kochsalzlésung (pH = 7) und isotonischem Acetatpuffer (pH = 4)) un-
tersucht. Die Konzentration wurde im Vergleich zu den Prismen verdoppelt, da die Ab-
sorption in der UV/VIS-Spektrometrie bei 70 mg/L zu gering war. Hierbei zeigt sich,
dass die Anlésung der Silbernanosphéren deutlich langer dauert als die Anlésung der
trigonalen Silbernanoprismen. Die Auflésung der Silbernanosphéaren in Acetatpuffer
kann mit einer Kinetik 1. Ordnung beschrieben werden (s. Gleichung (4.9), fir B =
0 willk.Einh., k, = 0 h). Die Auflésung der Silbernanosphéren in salzhaltigen Lésun-
gen folgt einem biexponentiellen Prozess. Somit kénnen die Daten nicht mit einer mo-

noexponentiellen Funktion beschrieben werden, sondern mit einer biexponentiellen
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Funktion, d. h. es finden mehrere Prozesse mit deutlich unterschiedlichen Geschwin-
digkeitskonstanten statt (s. Gleichung (4.9)). Dies ist darauf zurlckzufihren, dass es
in den salzhaltigen Lésemitteln (isotonische Kochsalzlésung und isotonischer Acetat-
puffer) neben einer Aufldsung durch Protonen zusatzlich zu einem Ausfallen der Sil-

berionen mit Chloridionen kommt.
y = A x exp(—k,t) + B x exp(—k,t) + y, (4.9)

Hierbei entspricht y der Extinktion zum Zeitpunkt t, y, der Extinktion fir t — o, A, B
den praexponentiellen Faktoren und k4, k, den Geschwindigkeitskonstanten. In Abbil-
dung 4.37 sind die Maxima der einzelnen UV/VIS-Spektren der Silbernanosphéren in
verschiedenen Dispersionsmitteln (Reinstwasser (pH = 7), Acetatpuffer (pH = 4), iso-
tonische Kochsalzlésung (pH = 7) und isotonischer Acetatpuffer (pH = 4)) in Abhan-
gigkeit der Zeit dargestellt. Dabei zeigt sich, dass die Aufldsung der Silbernanosphéaren
bevorzugt in Acetatpuffer, isotonischer Kochsalzlésung und isotonischem Acetatpuffer
ablauft. Es findet analog zu trigonalen Silbernanoprismen keine erkennbare Auflésung

in Reinstwasser statt.
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Abbildung 4.37: Auftragung der maximalen Absorption der einzelnen UV/VIS-Spektren der Sil-
bernanosphéren (¢ = 140 mg/L) in verschiedenen Medien (Reinstwasser (pH = 7) bei 431 nm,
Acetatpuffer (pH = 4), bei 433 nm, isotonischer Kochsalzlésung (pH = 7), bei 426 nm und isoto-
nischem Acetatpuffer (pH = 4), bei 433 nm) in Abhéangigkeit von der Zeit.
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Die Ergebnisse der Anpassung der Auflésung der Silbernanosphéren in verschiede-
nen Medien sind in Tabelle 4.8 zusammengefasst.

Tabelle 4.8: Ergebnisse der Anpassung der zeitabhéngigen Auflésung der Silbernanosphéren in
Acetatpuffer, isotonischer Kochsalzlésung und isotonischem Acetatpuffer.

Medium A B k1 ko Yo
[willk. [willk. [h] [h"] [willk.
Einh.] Einh.] Einh.]
Acetatpuffer 0.75%0.02 - 0.11£0.01 - 0.2610.02

isotonische 0.12+0.01 | 0.22+0.01 1.420.1 0.09+0.01 | 0.19+£0.01
Kochsalzlésung
isotonischer 0.14+0.04 | 0.47+0.07 1.2+0.8 0.06+0.03 | 0.22+0.10
Acetatpuffer

AnschlieBend wurden STEM-Aufnahmen von Silberspharen nach Lagerung in Reinst-
wasser (pH = 7), Acetatpuffer (pH = 4), isotonischer Kochsalzlésung (pH = 7) und iso-
tonischem Acetatpuffer (pH = 4) angefertigt. Dabei zeigt sich, dass die Silberspharen
in Reinstwasser nach 24 h kaum angelést werden (s. Abbildung 4.38). Dies Ergebnis
ist analog zu den aufgenommen UV/VIS-Spektren (vgl. Abbildung 4.37).

FU-Berlin 30.0kV 8.4mm x70.0k TE

Abbildung 4.38: STEM-Aufnahme von Silbernanosphéren nach Lagerung in Reinstwasser (pH =
7) fiir 24 h.
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In Acetatpuffer (pH = 4) werden die Silbernanosphéaren deutlich starker angeldst als
die trigonalprismatischen Analoga (s. Abbildung 4.39 und vgl. mit Abbildung 4.35). Da-
bei haben die angelésten Spharen einen TEM-Durchmesser von (16£5) nm.

- e

FU-Berlin 30.0kV 8.4mm x250k TE SN Y00nm

Abbildung 4.39: STEM-Aufnahme von Silbernanosphéren nach Lagerung in Acetatpuffer (pH =
4) fiir 24 h.

Aufnahmen von Silbernanosphéren, die in isotonischer Kochsalzlésung und isotoni-
schem Acetatpuffer far 24 h gelagert wurden, konnten nicht angefertigt werden, da
sehr viel Natriumchlorid auf den Kupfernetzchen kristallisierte. Anhand der UV/VIS-
Spektren (vgl. Abbildung 4.34 und Abbildung 4.37) zeigt sich, dass die Auflésung der
Silbernanosphéren langsamer verlauft als die Auflésung der trigonalen Silbernanopris-
men. Anhand der STEM-Aufnahmen ist jedoch erkennbar, dass die Silbernanosphéa-
ren nach einer Lagerung von 24 h in Acetatpuffer ca. 99% ihres Volumens eingebuif3t
haben, wahrend die trigonalen Silbernanoprismen nur zu etwa 74% angelést wurden.
Die Anlésung der trigonalen Silbernanoprismen lauft favorisiert in isotonischen Medien
(isotonische Kochsalzlésung und isotonischer Acetatpuffer) ab (vgl. Abbildung 4.34).
Aufgrund des vergrdoBerten Oberflache-zu-Volumen-Verhéltnisses kann erklart wer-
den, dass die trigonalen Silbernanoprismen deutlich schneller angelést werden. Nach
kurzer Zeit werden die trigonalen Silbernanoprismen kaum mehr angelést, wahrend
die Silbernanospharen sich innerhalb von 24 h in sdmtlichen Medien (auBer Reinst-
wasser) weiter auflésen. Die Oberflachenenergie der Spitzen der trigonalen Silberna-
noprismen ist grof3, sodass die Auflésung der Spitzen und die Freisetzung von Silbe-
rionen sehr schnell ablaufen. Folglich sind die trigonalen Silbernanoprismen zlgig pas-
siviert, wahrend die Passivierung der Spharen langer dauert.

Es konnte mit AAS und STEM jeweils veranschaulicht werden, dass die Auflésung
nach einer Lagerungszeit von 17 h in Reinstwasser signifikant wird, jedoch sehr gering
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ist. Zudem konnte gezeigt werden, dass trigonale Silbernanoprismen schneller, jedoch
in geringerem MaBe im Verhéaltnis zu ihren spharischen Analoga in Acetatpuffer (pH
4) aufgeldst werden. Hierflr gibt es mehrere Griinde: Die trigonalen Silbernanopris-
men sind auBer mit PVP auch mit Citrat funktionalisiert. Kittler et al. zeigten, dass Ci-
trat-funktionalisierte Silbernanopartikel deutlich geringe Konzentrationen ([Ag*lfina =
15%) an Silberionen freisetzen als PVP-funktionalisierte Silbernanopartikel ([Ag*]inal =
45%). Méglich ist, dass eine Doppelfunktionalisierung mit Citrat und PVP zu einer deut-
lich héheren Passivierung der Nanoprismen flhrt, die in einer geringeren Auflésung
der Prismen resultiert.

In vorherigen Studien von Kittler et al. und Liu et al. wurden quantitativ sehr hohe Frei-
setzungen in Reinstwasser dokumentiert.l*344 Es ist moglich, dass in den externen
Studien von Kittler et al. (Porengré3e 9 nm) und Liu et al. (PorengréBe 1-2 nm) Silber-
nanopartikel durch die Membran diffundiert sind und in anschlieBenden AAS-Messun-
gen nicht nur Silberionen sondern auch Silbernanopartikel zum Messsignal beitrugen.
In unserer Studie kann die Penetration von trigonalen Silbernanoprismen, die eine
deutlich gréBere raumliche Ausdehnung im Verhéaltnis zu den Nananopartikeln von Liu
et al. haben, durch die Membran aufgrund der geringen Porengrdé3e von etwa 1-2 nm

ausgeschlossen werden.

4.2.3. Untersuchung der Aufnahme von trigonal-prismatischen

und sphérischen Silbernanopartikeln in Zellen

Mediziner, Zellbiologen und Toxikologen versuchen zu erforschen, welche Eigenschaf-
ten Nanopartikel haben miissen um von biologischen Systemen aufgenommen zu wer-
den. Hierbei spielen zahlreiche Faktoren, wie Material, Gr6Be, Oberflachenfunktiona-
lisierung und Zeta-Potential der Nanopartikel eine entscheidende Rolle. Darliber hin-
aus ist es wahrscheinlich, dass die Form der Nanopartikel eine entscheidende Rolle
bei der Aufnahme in Zellsysteme spielt. Beispielsweise wurde herausgefunden, dass
krankheitserregende Pilzsporen und Bakterien aufgrund ihrer Form von bestimmten
Zellsystemen aufgenommen werden.[82202] Es wird daher angenommen, dass auch
die Form von Nanopartikeln eine Rolle bei der Aufnahme in biologische Systeme spielt:
Gratton et al. zeigten, dass positiv geladene Polymernanopartikel verschiedener Form
unterschiedlich stark von Gebarmutterhalskrebszellen aufgenommen werden. Hierbei
werden Stabchen gefolgt von Sphéaren, Zylindern und Wirfeln bei einer GréBe von
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Uber 100 nm in héherer Konzentration aufgenommen.[®l In Studien mit sub-100-nm
Goldnanopartikeln zeigt sich, dass Sphéaren gegentber Stabchen in héherer Quantitat
von Brustkrebszellen aufgenommen werden. #1150 Aus diesen Studien kann abgelei-
tet werden, dass die unterschiedliche Form von Nanopartikeln zu einer verschiedenen
quantitativen Aufnahme fahrt.

Die Aufnahme von trigonalen Silbernanoprismen im Vergleich zu Spharen wurde in
der Literatur noch nicht untersucht. Zur Untersuchung der Aufnahme und der biologi-
schen Effekte trigonal-prismatischer (Kantenlange: (42+15) nm, Prismendicke: (8+1)
nm) und spharischer Silbernanopartikel (Durchmesser: (70+25) nm) in Zellen werden
zwei verschiedene Zellsysteme (hMSC und HaCaT-Zellen) als in vitro-Modell fiir hu-
mane Zellen verwendet. Die hMSC sind multipotente, stromale Stammzellen, die in
verschiedene Zelltypen differenzieren kénnen. Die hMSC lassen sich aus verschiede-
nen Geweben (Stlitzgewebe und Bindegeweben wie Bandern, Knochen, Knorpel,
Sehnen, Muskeln aber auch dem Fettgewebe und dem Blut) isolieren. hMSC sind zu-
dem in den Prozess der Geweberegeneration involviert, sodass die Wahrscheinlich-
keit, dass diese Zellen mit zytotoxischen Silbernanopartikeln nach Exposition intera-
gieren hoch ist.[’8%3] Dabei reprasentieren hMSC primére Zellen, die Gber mehrere
Zellzyklen kultiviert werden kénnen.[8l

HaCaT-Zellen hingegen sind in der Oberhaut (Epidermis) der hauptsachlich (> 90%)
vorkommende Zelltyp. HaCaT-Zellen sind immortalisierte, epidermale Zellen, die eine
hohe Proliferierungskapazitat und Differenzierungskapazitat aufweisen. Da HaCaT-
Zellen als Modellsystem flr epidermale Zellen fungieren und aufgrund der weiten Ver-
breitung von hMSC im menschlichen Organismus, dienen diese Zellsysteme als zellu-
lare Modellsysteme, um die Aufnahme von Silbernanopartikeln verschiedener Morpho-
logie zu untersuchen. Die Inkubation von HaCaT-Zellen mit Silbernanopartikeln ver-
schiedener Morphologie wurde von Herrn Dipl.-Ing. S. Ahlberg (Dermatologie, Charité
Berlin) durchgefiihrt. Frau Dr. C. Sengstock (Universitatsklinikum der Ruhr-Universitat
Bochum) flhrte die Inkubation von Silbernanopartikeln mit hMSC durch.

Zur Untersuchung der quantitativen und semi-quantitativen und der qualitativen Auf-
nahme von Silbernanopartikeln (10 und 25 mg/L) verschiedener Morphologie in ver-
schiedene Zellsysteme werden die Rastertransmissionsréntgenmikroskopie (engl.:
Scanning Transmission X-ray Microscopy, STXM), TEM und AAS verwendet. Mittels
TEM kdnnen Proben mit einer hohen rdumlichen Auflésung von etwa 1 nm abgebildet
werden. Die Vor- und Nachteile von TEM werden in Kapitel 4.1.3 beschrieben. Mittels
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STXM wird monochromatische, weiche Synchrotronstrahlung auf die biologische
Probe fokussiert, wahrend diese abgerastert wird. Die Intensitat der transmittieren
Rdéntgenstrahlung wird dabei detektiert, sodass eine zwei-dimensionale Projektion der
biologischen Probe entsteht. Neben der raumlichen Auflésung bietet STXM zudem die
Méoglichkeit der Untersuchung des elementspezifischen Kontrasts (Spektromikrosko-
pie).l'3! Dies ist auf die verschiedenen Photoabsorptionsquerschnitte der Rumpfni-
veau-Absorption zurlickzufiihren. Die spektrale Auflésung ist mit 2 bis 3 meV!I'73l deut-
lich héher (Faktor 40,000) als bei energiedispersiver Rontgenspektroskopie (EDX), die
haufig mit TEM kombiniert wird. Zudem kdnnen dicke biologische Proben (bis zu 10
um) mittels STXM untersucht werden. Trotz der Vorteile von STXM wurde die Methode
nur zur Untersuchung einer limitierten Anzahl von biologischen Proben einschlieB3lich
der Erforschung lokaler morphologischer Anderungen in Zellen eingesetzt, da STXM

nur an wenigen Synchrotronstrahlungszentren verfligbar ist.['4]

4.2.3.1. Untersuchung der qualitativen Aufnahme von trigonal-
prismatischen und sphérischen Silbernanopartikeln mit-
tels STXMI20%]

Im Folgenden soll mit verschiedenen Analyseverfahren (STXM, TEM und AAS) unter-
sucht werden, welche Nanopartikelform (spharisch/trigonal prismatisch) in welches
Zellsystem (HaCaT-Zelle/hMSC) bevorzugt aufgenommen wird.

Die Untersuchungen mittels STXM fanden an der Synchrotronstrahlungsquelle ,Swiss
Light Source® (PSI, Schweiz) am Strahlrohr PolLux statt. Zuvor wurden die Zellen
(hMSC und HaCaT-Zellen) auf einer Kollagen-bedeckten SisN4+-Membran wachsen ge-
lassen und fir 24 h mit zwei sauerstofffreien wassrigen Dispersionen, bestehend aus
erstens sphérischen Silbernanopartikeln und zweitens trigonalen Silbernanoprismen
(c =25 ug/mL, s. Kapitel 4.2.1), inkubiert. STXM-Messungen wurden im Wasserfenster
bei 510 eV unterhalb der Ok-Kante durchgefihrt. In diesem Energiebereich ist der che-
mische Kontrast des organischen Materials optimal, da die Absorption von Proteinen
erheblich groBer der Absorption des Wassers ist (s. Abbildung 2.17).1'2° Die Messun-
gen werden bei einem Druck p = 0.5 bar in einer He-Atmosphéare durchgefiihrt. Dem-
entsprechend kénnen mittels STXM im Verhaltnis zu TEM native Zellproben unter-
sucht werden.

Anhand der STXM-Aufnahmen zeigt sich, dass keine trigonalen Silbernanoprismen

und nur wenige Silbernanosphéaren in HaCaT-Zellen gefunden werden kdnnen. Die
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Zellen weisen jeweils dunkle Strukturen auf, die jedoch nicht Silbernanopartikeln zu-
geordnet werden kénnen. Es wird vermutet, dass die groBen dunklen Strukturen kris-

tallisierte Salze sind, die im Zellkulturmedium geldst waren, in dem sich die Zellen be-
fanden (s. Abbildung 4.40).

Abbildung 4.40: STXM-Aufnahmen zweier HaCaT-Zellen, die mit Silbernanosphéren (s. Abbil-
dung 4.40.1) sowie mit trigonalen Silbernanoprismen (s. Abbildung 4.40.2) inkubiert wurden. In-
nerhalb der Zelle befinden sich kleinere Aggregate sphérischer Silbernanopartikel (gekennzeich-
net durch gelbe Pfeile, s. Abbildung 4.40.1). Innerhalb der HaCaT-Zelle, die mit trigonalen Silber-
nanoprismen inkubiert wurde, kénnen keine Nanopartikel identifiziert werden (s. Abbildung
4.40.2). Mit griinen Pfeilen wird die Zellmembran und mit blauen Pfeilen die kristallisierten Salze
gekennzeichnet.

Die untersuchten Zellen weisen keine morphologischen Veranderungen nach Inkuba-
tion mit Nanopartikeln auf, sodass akute Zytotoxizitat ausgeschlossen werden kann.
Die spharischen Nanopartikel, die in HaCaT-Zellen aufgenommen wurden erscheinen
leicht aggregiert. Die Abbildung einzelner Nanopartikel ist nicht méglich, da die raum-
liche Auflosung des STXM wahrend der Messungen etwa 40 bis 50 nm betragt.['3?l Da
Nanopartikel innerhalb von Zellen generell in Vesikeln lokalisiert sind, die einen aciden
pH-Wert haben,[94 ist es wahrscheinlich, dass es zu einer starken Anlésung der un-
tersuchten Nanopartikel innerhalb der Zellen gekommen ist (vgl. Kapitel 4.2.2). Der
Grad der Anlésung von Silbernanopartikeln ist gegenproportional zum pH-Wert und
proportional zur Chloridionenkonzentration des Mediums in dem sich die Silbernano-
partikel befinden.[*4l Stark angeloste Silberpartikel konnen vermutlich nicht mittels
STXM visualisiert werden (s. Kapitel 4.2.3.2).
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AnschlieBend werden hMSC, die mit trigonalen Silbernanoprismen inkubiert wurden,
untersucht (s. Abbildung 4.41). Wenige Aggregate der trigonalen Silbernanoprismen
befinden sich in den untersuchten hMSC mit einem Durchmesser von etwa 500 nm.
Es ist ein Aggregat mit einem Durchmesser von ca. 5 um auf der STXM-Aufnahme zu
erkennen, das in der Nahe der Zelle lokalisiert ist. Die Zelle weist keine morphologi-
sche Veranderung auf, welches auf keine akute Zytotoxizitat hinweist.

Abbildung 4.41: STXM-Aufnahme einer hMSC, die mit trigonalen Silbernanoprismen inkubiert
wurde. Nahe oder gegebenenfalls innerhalb der Zelle befindet sich ein groBes Aggregat (ca. 5
um, s. Abbildung 4.41.1). Innerhalb der Zelle befinden sich kleinere Aggregate trigonaler Silber-
nanoprismen (gekennzeichnet durch gelbe Pfeile, s. Abbildung 4.41.1/2/3). Mit griinen Pfeilen
wird die Zellmembran gekennzeichnet. Die gepunkteten schwarzen Kéastchen zeigen hierbei den
Bereich, der in der nachfolgenden Abbildung (vgl. Abbildung 4.41.1/2/3) mit héherer VergroBe-
rung dargestellt wird.

AnschlieBend werden Silbernanospharen, die mit hMSC inkubiert wurden mittels
STXM analysiert. Dabei zeigt sich, dass hohe Konzentrationen an sphéarischen Silber-
nanopartikeln perinukleédr innerhalb der abgebildeten hMSC lokalisiert sind (s. Abbil-
dung 4.42). In keiner der untersuchten Zellen (hnMSC und HaCaT-Zellen) konnten Na-
nopartikel (Spharen und Prismen) innerhalb des Zellkerns gefunden werden.
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Abbildung 4.42: STXM-Aufnahme einer hMSC, die mit sphérischen Silbernanopartikeln mit einer
Konzentration von 25 mg/L fiir 24 h inkubiert wurde. Die schwarzen Strukturen, die in der trans-
mittierten Zelle lokalisiert sind, werden Nanopartikeln (s. gelber Pfeil) zugeordnet. Der griine Pfeil
markiert die Zellmembran.

Fraglich ist, ob trigonale Silbernanoprismen aufgrund des geringen pH-Wertes inner-
halb von Lysosomen so stark angelést werden, dass diese innerhalb von hMSC und
HaCaT-Zellen nicht mittels STXM visualisiert werden kénnen. Zudem muss beachtet
werden, dass trigonale Silbernanoprismen vor der Inkubation mit den Zellen eine Dicke
von (8+1) nm haben. Wenn die Réntgenstrahlung senkrecht zu einer der drei Seiten-
flachen auf die trigonalen Silbernanoprismen trifft, sind die Nanopartikel mit STXM
nicht identifizierbar.

Hierrliber kbénnen qualitative und semi-quantitative Studien mittels TEM (s. Kapitel
4.2.3.2) sowie qualitative Studien mittels AAS (s. Kapitel 4.2.3.3) Aufschluss geben.

4.2.3.2. Untersuchung der qualitativen und semi-quantitativen
Aufnahme von trigonal-prismatischen und sphéarischen
Silbernanopartikeln mittels TEM

Far die folgenden Versuche zur semi-quantitativen und qualitativen Bestimmung der
Aufnahme von trigonalen Silbernanoprismen, Silbernanospharen und einer 1:1-Mi-
schung aus beiden Partikelsorten (Konfetti-Nanopartikel) werden die einzelnen Nano-
partikelsysteme mit HaCaT-Zellen und hMSC flr 24 h inkubiert, fixiert, eingebettet und
ultradiinn (Dicke ca. 70 nm) geschnitten. AnschlieBend werden die Zellen mittels TEM
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und AAS untersucht. Hierbei soll untersucht werden, welche Nanopartikelform (trigo-
nales Prisma oder sphéarisch) in héherer Konzentration von verschiedenen Zellen auf-
genommen wird. Zudem wird untersucht, in welcher Quantitat das Mischsystem (Kon-
fetti-Nanopartikel) aufgenommen wird, da denkbar ist, dass die Aufnahme des einen
Systems (z.B. trigonales Silbernanoprisma), die Aufnahme des anderen Systems (z.B.
sphérisches Silbernanopartikel) begtinstigt. Zunachst werden die HaCaT-Zellen, die
mit trigonalen Silbernanoprismen mit einer Konzentration von 25 mg/L inkubiert wur-
den, mittels TEM untersucht:

Dabei ist erkennen, dass es zahlreiche Zellen gibt, die gro3e Mengen an ehemaligen

Silbernanoprismen aufgenommen haben (s. Abbildung 4.43).
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Abbildung 4.43: TEM-Aufnahmen einer HaCaT-Zelle, die eine hohe Anzahl an ehemaligen Silber-
nanoprismen enthélt. Es sind keine Nanopartikel im Zellkern lokalisiert (s. Abbildung 4.43.1).
Projektionen der Nanopartikel (schwarze Strukturen, durch gelbe Pfeile gekennzeichnet) kénnen
innerhalb der abgebildeten Zelle visualisiert werden (s. Abbildung 4.43.2). Die Nanopartikel sind
in Endosomen/Lysosomen (orangefarbener Pfeil) lokalisiert (s. Abbildung 4.43.3). Die gepunkte-
ten schwarzen Kéastchen zeigen hierbei den Bereich, der in der nachfolgenden Abbildung (vgl.
Abbildung 4.43.1 und Abbildung 4.43.2) mit h6éherer VergroBerung dargestellt wird. Die Zell-
membran wird mit einem griinen Pfeil, die Zellkernmembran mit einem magentafarbenen Pfeil
gekennzeichnet.

Jedoch gibt es auch andere HaCaT-Zellen, die nur wenig oder keine ehemaligen Pris-
men aufgenommen haben. Zudem haben die ehemaligen Prismen > 95% des Volu-
mens eingeblBt (vgl. Abbildung 4.27.1). Der Durchmesser der nun sphérischen Na-
nopartikel betragt (7+4) nm. Die Nanoprismen befinden sich innerhalb der Zellen aus-
schlieBlich in Vesikeln. Dabei kann bei den Vesikeln nicht zwischen friihen Endosomen
(pH ~ 6), spaten Endosomen (pH ~ 5 bis 6) und Lysosomen (pH ~ 4.5 bis 5) unter-
schieden werden.[' Daher werden im Folgenden die Vesikel als Endosomen/Lyso-
somen bezeichnet. Da die Freisetzung von Silberionen eine Funktion der Aciditat ist,[*4]
wird vermutet, dass innerhalb der Vesikel groBe Mengen an Silberionen freigesetzt
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werden und es somit zur Abrundung der trigonalen Silbernanoprismen kommt. Liu et
al. zeigten, dass sphérische, Citrat-stabilisierte Silbernanopartikel mit einem DLS-
Durchmesser von (1.9£0.5) nm bei pH=4 ca. 30%, bei pH=5 etwa 20%, bei pH=5.6
ungefahr 15% und bei pH=7.4 ca. 5% des Silbers innerhalb von 24 h ionisiert wird.[*4
In Kapitel 4.2.2 konnte gezeigt werden, dass trigonale Silbernanoprismen nach Lage-
rung flr 24 h in isotonischer Kochsalzlésung und isotonischem Acetatpuffer einen
Durchmesser von (16+4) nm besitzen. Hierbei zeigt sich demnach, dass die trigonalen
Silbernanoprismen innerhalb der Zellen starker angelést werden als in den Modell-
medien (isotonische Kochsalzlésung und isotonischer Acetatpuffer). Der Grund hierfr
kann sein, dass andere Substanzen innerhalb der Zellen (beispielsweise schwefelhal-
tige Aminosauren und Dimere solcher Aminosauren (L-Methionin und L-Cystein) oder
Proteine zu einer starkeren Auflésung flhren, als die Modellmedien.

AnschlieBend werden die HaCaT-Zellen, die mit spharischen Silbernanopartikeln mit
einer Konzentration von 25 mg/L inkubiert wurden, mittels TEM untersucht: Die spha-
rischen Nanopartikel befinden sich ebenfalls in teilweise hoher Anzahl in HaCaT-Zellen
und sind ausschlieBlich in Endosomen/Lysosomen mit einem Durchmesser von (1317)
nm lokalisiert (s. Abbildung 4.44). Die spharischen Nanopartikel bilden dabei dichtere
Aggregate als die trigonalen Silbernanoprismen. In Kapitel 4.2.2 konnte gezeigt wer-
den, dass sphérische Silbernanopartikel nach einer Lagerung von 24 h in Acetatpuffer
(pH 4) einen TEM-Durchmesser von (16+5) nm aufweisen. Folglich korreliert der Grad
der Auflésung der spharischen Silbernanopartikel mit der Auflésung der Partikel im
Acetatpuffer (pH 4).
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Abbildung 4.44: TEM-Aufnahmen einer HaCaT-Zelle, die angel6ste Silbernanosphéren enthalt.
Es sind keine Nanopartikel im Zellkern lokalisiert (s. Abbildung 4.44.1). Projektionen der Nano-
partikel (schwarze Strukturen, durch gelbe Pfeile gekennzeichnet) konnen innerhalb der abge-
bildeten Zelle visualisiert werden (s. Abbildung 4.44.2). Die Nanopartikel sind in Endoso-
men/Lysosomen (orangefarbener Pfeil) lokalisiert (s. Abbildung 4.44.3). Die gepunkteten schwar-
zen Kistchen zeigen hierbei den Bereich, der in der nachfolgen Abbildung (vgl. Abbildung
4.44.1/2/3) mit héherer VergroBerung dargestellt wird. Die Zellmembran wird mit einem griinen
Pfeil, die Zellkernmembran mit einem magentafarbenen Pfeil gekennzeichnet.

Beim Vergleich der HaCaT-Zellen, die mit Nanopartikeln inkubiert wurden, zu Kontroll-
zellen, zeigt sich, dass nach Inkubation der Nanopartikel mit Zellen, diese auf der
Oberflache Blasen aufweisen, wahrend dies bei Kontrollzellen nicht der Fall ist (s. Ab-
bildung 4.45). Die Bildung von Blasen an der Zellmembran ist ein Hinweis fur akute
Toxizitat, sodass Zellen beginnen apoptotisch (programmierter Zelltod) zu werden.[204]
In den STXM-Aufnahmen konnte die Bildung von Blasen nicht beobachtet werden (s.
Kapitel 4.2.3.1). Fir die STXM werden Proben verwendet, die eine Dicke von 10 um
haben, wahrend die Proben flir die TEM eine Dicke von ca. 70 nm haben. Kleine Ver-
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anderungen in der Zellmembran sind mittels STXM kaum abzubilden, da durch Ge-
webe, das Uber und unter den Blaschen liegt, der Kontrast kleiner Blaschen verringert

wird.

e

2 um

Abbildung 4.45: TEM-Aufnahmen einer HaCaT-Kontrollzelle, die nicht mit Nanopartikeln inku-
biert wurde. Die Praparation von Kontrollzellen erfolgt analog zur Praparation zuvor genannter
Zellen. Jedoch werden Kontrollzellen nicht mit Silbernanopartikeln inkubiert. Die Zellmembran
wird mit einem griinen Pfeil, die Zellkernmembran ist mit einem magentafarbenen Pfeil gekenn-
zeichnet.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Inkubation von Silbernanopartikeln verschie-
dener Morphologie mit hMSC gezeigt:

Da hMSC eine gréBere raumliche Ausdehnung als HaCaT-Zellen haben und schneller
konfluent (lickenlose Bedeckung eines KulturgefaBes, die zu einer verminderten Zell-
teilungsrate aufgrund der Zellkontakthemmung fthrt) werden, reichte es aus, nur ca.
100,000 Zellen auszusahen. Daher wurde die Konzentration der inkubierten Nanopar-
tikel auf 10 pg/mL eingestellt. Folglich wurde die inkubierte Menge an Silber pro Zelle
konstant zu dem Experiment mit HaCaT-Zellen gehalten. Die zuvor verwendeten
HaCaT-Zellen (250,000 Zellen) wurden jeweils mit einer Silbernanopartikelkonzentra-
tion von 25 pug/mL inkubiert.

In einem weiteren Experiment werden etwa 100,000 hMSC mit Silberdispersionen ei-
ner Konzentration von 25 pug/mL inkubiert. Hierbei wurde folglich die inkubierte Kon-
zentration an Silber in der Zell-Suspension nach Inkubation mit den Zellen zu dem
Experiment mit HaCaT-Zellen konstant gehalten. Die inkubierte Silbermasse pro Zelle
war jedoch um den Faktor 2.5 erhéht.



148

Nach Inkubation der hMSC mit trigonalen Silbernanoprismen werden diese ebenfalls
mittels TEM untersucht (s. Abbildung 4.46).

Abbildung 4.46: TEM-Aufnahmen von hMSC, die mit trigonalen Silbernanoprismen (10 mg/L) in-
kubiert wurden. Es sind keine Nanopartikel im Zellkern lokalisiert (s. Abbildung 4.46.2). Projek-
tionen der Nanopartikel (schwarze Strukturen, durch gelbe Pfeile gekennzeichnet) kénnen inner-
halb der abgebildeten Zelle visualisiert werden (s. Abbildung 4.46.3/4). Die Nanopartikel sind in
Endosomen/Lysosomen (orangefarbener Pfeile) lokalisiert (s. Abbildung 4.46.3/4). Die Zell-
membran wird mit einem griinen Pfeil, die Zellkernmembran mit einem magentafarbenen Pfeil
gekennzeichnet (s. Abbildung 4.46.2).

Dabei ist zu erkennen, dass deutlich mehr hMSC als HaCaT-Zellen ehemalige Nano-
prismen beinhalten (vgl. Abbildung 4.49). Analog zu den HaCaT-Zellen sind die inku-
bierten Nanoprismen deutlich abgerundet und ebenfalls ausschlieBlich in Endoso-
men/Lysosomen lokalisiert.



Abbildung 4.47: TEM-Aufnahmen von hMSC, die mit Silbernanosphéren (10 mg/L) inkubiert wur-
den. Es sind keine Nanopartikel im Zellkern lokalisiert (s. Abbildung 4.47.1). Projektionen der
Nanopartikel (schwarze Strukturen, durch gelbe Pfeile gekennzeichnet) konnen innerhalb der
abgebildeten Zelle visualisiert werden (s. Abbildung 4.47.2/3/4/5). Die Nanopartikel sind in Endo-
somen/Lysosomen (orangefarbener Pfeile) lokalisiert (s. Abbildung 4.47.2/3/4). Die Zellmembran
wird mit einem griinen Pfeil, die Zellkernmembran mit einem magentafarbenen Pfeil gekenn-
zeichnet (s. Abbildung 4.47.1).
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Die hMSC, die mit Silbernanospharen (10 mg/L) inkubiert wurden, haben deutlich we-
niger Nanopartikel aufgenommen als hMSC, die mit trigonal-prismatischen Silberna-
nopartikeln inkubiert wurden (vgl. Abbildung 4.46, Abbildung 4.47 und Abbildung 4.49).
Darlber hinaus haben wiederum ca. 50% der Zellen Blaschen auf der Zelloberflache.
In keiner der analysierten Zellen (hMSC und HaCaT-Zellen) werden Nanopartikel im
Zellkern gefunden.

Beim Vergleich mit Kontrollzellen (s. Abbildung 4.48 (exemplarische Darstellung einer
Kontrollzelle) ist zu erkennen, dass hMSC, die nicht mit Silbernanopartikeln inkubiert

wurden keine Blaschen auf der Zelloberflache aufweisen.

Abbildung 4.48: TEM-Aufnahmen einer hMS Kontrollzelle, die nicht mit Nanopartikeln inkubiert
wurde. Die Zellmembran wird mit einem griinen Pfeil, die Zellkernmembran mit einem magenta-
farbenen Pfeil gekennzeichnet.

Die Nanopartikelaufnahme trigonaler Silbernanoprismen und Silbernanosphéaren
wurde anschlieBend semi-quantitativ bestimmt. Dazu werden jeweils 50 Zellen
(HaCaT-Zellen bzw. hMSC) ausgezéahlt und bestimmt, ob Nanopartikel in den Zellen
vorhanden sind. Dabei wurde nicht differenziert, ob eine Zelle viele oder wenige Na-
nopartikel aufgenommen hat. Hatte eine Zelle beispielsweise nur ein Nanopartikel auf-
genommen, ware dies als positives Ereignis gewertet worden.

Generell ist jedoch zu bemerken, dass Zellen selten wenige Nanopartikel aufnehmen.
Entweder nehmen Zellen gro3e Mengen (mindestens 50 Nanopartikel) oder keine Na-
nopartikeln auf. Zudem werden mittels TEM nur einzelne Schnitte der Zellen abgebil-
det. Geht man von einem realistischen Durchmesser einer Zelle von etwa 10 um aus,

von der 70 nm dicke Schnitte angefertigt werden, so kénnen pro Zelle etwa 143
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Schnitte angefertigt werden. Dementsprechend enthalten viele der untersuchten Zel-
len hohe Konzentrationen an Silbernanopartikeln.

In Abbildung 4.49 sind die semi-quantitativen Daten der TEM-Auswertung dargestellt.
Es wird deutlich, dass trigonale Silbernanoprismen in deutlich héheren Konzentratio-
nen in hMSC als in HaCaT-Zellen aufgenommen werden. Im Verhaltnis dazu werden
Silberspharen von HaCaT-Zellen starker als von hMSC aufgenommen. Dies qilt fir
identische Silber-zu-Zellkonzentrationen (vgl. (MSC (10 pg/mL) und HaCaT-Zellen (25
Hg/mL)).

Zudem wird Silber aus dem Mischsystem (Konfetti-Nanopartikel (1:1-Mischung aus
spharischen und trigonal-prismatischen Nanopartikeln)) in HaCaT-Zellen in héherem

MaBe aufgenommen als Spharen und Prismen.
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Abbildung 4.49: Semi-quantitative TEM-Auswertung der Nanopartikelaufnahme von trigonalen
Prismen, Spharen und Konfetti-Nanopartikeln in hMSC mit einer Konzentration von 10 mg/L
und 25 mg/L und HaCaT-Zellen mit einer Konzentration von 25 mg/L. Zu diesen Daten kénnen
keine Fehlergrenzen angegeben werden, da lediglich 50 Zellen pro Probe ausgezahit wurden.

Erstaunlich ist, dass HaCaT-Zellen sowie hMSC, die mit Prismen im Verhéltnis zu Zel-

len die mit Spharen inkubiert wurden, Endosomen/Lysosomen mit einer gréBeren



152

raumlichen Ausdehnung aufweisen. Bezlglich der Prismen sind quantitativ unabhan-
gig von der Zellsorte identisch viele Endosomen/Lysosomen in den Zellen enthalten.
Bezlglich der Zellen, die mit Spharen inkubiert wurden, gibt es hingegen grof3e Unter-
schiede in der Anzahl von Endosomen/Lysosomen, die Nanopartikel aufgenommen
haben. So gibt es HaCaT-Zellen, die viele Endosomen/Lysosomen (ca. N = 30, s. Ab-
bildung 4.44), die Nanopartikel enthalten, beinhalten. Darlber hinaus konnten HaCaT-
Zellen mit deutlich weniger Endosomen/Lysosomen (N = 2, nicht abgebildet) gefunden
werden. Die hMSC, die mit Spharen inkubiert wurden, beinhalten dahingegen (312)
Endosomen/Lysosomen pro Zelle. Die Daten sind in Tabelle 4.9 zusammengefasst

und werden weiter unten diskutiert.

Tabelle 4.9: Anzahl von Endosomen/Lysosomen pro Zelle und Durchmesser von Endoso-
men/Lysosomen in hMSC und HaCaT-Zellen. Es zeigt sich, dass der Durchmesser von Endoso-
men/Lysosomen, die Prismen aufgenommen haben deutlich vergréBert zu Endosomen/Lysoso-
men, die Spharen aufgenommen haben, ist. ": N=3 Zellen (2, 5 und 35 Endosomen pro Zelle die
Nanopartikel enthalten)

Anzahl an Endosomen/Lysosomen | Durchmesser von Endosomen/Lysosomen
[nm]in

pro Zelle
HaCaT hMSC HaCaT hMSC
Pris- Spha- Pris- | Sph&- | Prismen | Spharen | Prismen | Sphéren

men ren men ren
6+4 14418 | 74 3+2 700500 | 330+130 | 770+170 | 490170

Der TEM-Durchmesser der Nanopartikel (Prismen wie Spharen) ist deutlich ge-
schrumpft. Der Durchmesser der angeldsten Prismen in HaCaT-Zellen und hMSC ist
identisch. Der Durchmesser der angelésten Sphéaren in HaCaT-Zellen und hMSC ist
ebenfalls identisch (s. Tabelle 4.10).

Tabelle 4.10: Durchmesser der ehemaligen trigonalen Silbernanoprismen sowie der sphéarischen
Silbernanopartikel in HaCaT-Zellen und hMSC. Die Durchmesser der beiden Nanopartikelformen
sind jeweils unabhéngig von der Zellsorte, mit der sie inkubiert wurden, identisch geschrumpft.

Durchmesser Nanopartikel [nm] in
HaCaT hMSC
Prismen Spharen Prismen Spharen
7+4 1317 916 1117
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In der folgenden Untersuchung wurden die Zellen (HaCaT-Zellen und hMSC), die mit
den beiden Nanopartikelsystemen (trigonale Prismen und Spharen) inkubiert wurden,

mit einer weiteren Methode (AAS) analysiert.

4.2.3.3. Untersuchung der quantitativen Aufnahme von Silber-
nanopartikeln mittels AAS

Zur Untersuchung der quantitativen Aufnahme von trigonal-prismatischen, sphéri-
schen und Konfetti-Nanopartikeln wurden die mit Nanopartikeln inkubierten Zellen
nach 24 h von nicht aufgenommenen Nanopartikeln befreit. Dazu wurden die Zellen
zweimal flir 7 min bei 493 g zentrifugiert, der Uberstand entfernt und der Riickstand
jeweils in PBS resuspendiert. AnschlieBend werden die Zellen in Kénigswasser flr 2
h im Ultraschallbad (860 W) aufgeldst, sodass mittels DLS keine signifikante Streuung
festgestellt werden konnte. Somit wurde geschlussfolgert, dass samtliche zellularen,
subzellularen Strukturen und Silbernanopartikel aufgelést wurden. AnschlieBend
wurde das AAS mit Silberstandards im Bereich von 0 bis 3000 pg/L kalibriert (Korrela-
tionskoeffizient 0.9995) und die Messlésungen, die die aufgeldsten Zellen enthalten

vermessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.50 dargestellt.
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Abbildung 4.50: Quantitative AAS-Auswertung der Nanopartikelaufnahme von trigonalen Pris-
men und Sphéaren und Konfetti-Nanopartikeln in hMSC mit einer Konzentration von 10 mg/L und
25 mg/L und HaCaT-Zellen mit einer Konzentration von 25 mg/L.
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Es kann mittels AAS beobachtet werden, dass hMSC, die mit einer Silberkonzentration
von 25 mg/L inkubiert werden formunabh&ngig h6here Konzentrationen an Silber auf-
nehmen als hMSC, die mit einer Silberkonzentration von 10 mg/L inkubiert werden.
hMSC (10 mg/L) und HaCaT-Zellen (25 mg/L), die mit der identischen Silberkonzent-
ration pro Zelle inkubiert werden, zeigen eine verschiedene formabhangige Aufnahme
der Nanopartikel: h(MSC (10 mg/L) nehmen 3.0+£0.8 Mal mehr Silber von prismatischen
Nanopartikeln auf als HaCaT-Zellen. Dahingegen nehmen HaCaT-Zellen gegeniber
hMSC (10 mg/L) 2.2£0.8 Mal mehr Silber aus spharischen Nanopartikeln auf. Die
hMSC (10 mg/L und 25 mg/L) nehmen mit einem Faktor von 8.4%+3.0 respektive
3.84£0.1 mehr Silber aus trigonalen Silbernanoprismen auf als aus spharischen Teil-
chen. Die Aufnahme von Silbernanopartikeln verschiedener Morphologie in HaCaT-
Zellen ist nicht signifikant verschieden. Dabei wird deutlich, dass die Daten aus der
AAS-Auswertung mit den Daten aus der TEM-Auswertung korrelieren (vgl. Abbildung
4.49 und Abbildung 4.50).

Die Nanopartikelaufnahme in Zellen muss als Funktion von verschiedenen Parame-
tern, wie zum Beispiel Material der Nanopartikelkerne, Oberflachenfunktionalisierung,
Zeta-Potential, Form der Nanopartikel, Gravitation (Sedimentation) der Nanoparti-
kell29%] und Oberflachenkontaktflachel?%6] der Nanopartikel betrachtet werden.

Dabei ist das Material der Nanopartikelkerne (Silber) identisch, die Oberflachenfunkti-
onalisierung (Prismen: Citrat und PVP, Sphéaren: PVP) vergleichbar und das Zeta-Po-
tential (Prismen: -(2941) mV, Spharen: ca. -30 mV) identisch. Die Kraft des Schwere-
feldes der Erde auf die Nanosphéaren betragt etwa 1.9*10""” N und auf die Prismen ca.
6.3*10'° N. Dabei wurde angenommen, dass die Prismen sich wie Spharen im Gravi-
tationsfeld verhalten. Jedoch ist in der Interaktionszone zwischen Zelle und Nanopar-
tikel, die Gravitationskraft vernachlassigbar klein im Verhaltnis der Kréafte, die aufgrund
von spezifischer und nicht-spezifischer Bindung (10-'2 N bis 10° N) wirken.[2051[207]
Des Weiteren ist die Form der Nanopartikel verschieden. Die Oberflachenkontaktfla-
che der Nanoprismen ist abh&angig von der Art der Konfiguration der Prismen wahrend
der Aufnahme der Nanopartikel in Zellen. Die Kontaktflache der spharischen Nanopar-
tikel ist unabhangig von der Konfiguration. Bezlglich der trigonalen Silbernanoprismen
sind drei Grenzfélle der Konfiguration der Nanoprismen-Aufnahme in HaCaT-Zellen
und hMSC mdglich. Dabei ist es méglich, dass eine der Dreiecksflachen, eine der
Rechtecksflachen oder eine der Ecken der trigonalen Silbernanoprismen senkrecht
zur Zelle angreift (s. Abbildung 4.51).
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Abbildung 4.51: Mégliche Konfiguration der Aufnahme von Sphéren (s. Abbildung 4.51.1) und
trigonalen Prismen (Abbildung 4.51.2 und Abbildung 4.51.3). 1: Intrazellularer Raum, 2: Extrazel-
luldarer Raum.["!

Eine mogliche Erklarung der erhéhten Aufnahme von anisotropen Nanopartikeln im
Verhaltnis zu isotropen Nanopartikeln ist die vergréBerte Kontaktflache (Faktor
4.6%1.5) der anisotropen Partikel. Diese kdnnte zu multivalenten Wechselwirkungen
mit der Zellmembran fuhren. Somit wirden Adhé&sionskrafte verstarkt und die Nano-
partikelaufnahme begunstigt. Bezlglich spharischer Nanopartikel sind diese Effekte
aufgrund der verringerten Kontaktflache unabhangig von der Nanopartikelgré3e mini-
mal.

Agarwall et al. betrachten die sogenannte Verzerrungsenergie (engl.: curvature energy
oder strain energy), die eine Membran aufbringen muss, um mit Nanopartikeln wech-
selzuwirken. Diese liegt bei spharischen Nanopartikeln niedriger als bei anisotropen
Nanopartikeln. Jedoch ist anhand der TEM-Aufnahmen erkennbar, dass unabhangig
von der Zellsorte groBe Anzahlen von Prismen in wenigen Vesikeln vorhanden sind (s.
Abbildung 4.43 und Abbildung 4.46). Wenige Sphéren sind hingegen in vielen Vesikeln
vorhanden (s. Abbildung 4.44 und Abbildung 4.47). Dies bedeutet wiederum, dass die
Aufnahme von Sphéren nur durch eine starkere Krimmung der Membran und damit
nur mit einem grofBeren energetischen Aufwand ermdglicht wird.

Um zu verstehen, wieso hMSC eine héhere Konzentration an Prismen, HaCaT-Zellen
eine nicht-signifikant hbhere Konzentration an Spharen aufgenommen haben, muss
untersucht werden, welches die bedeutenden Unterschiede der Membranen in den
untersuchten Zellen sind.

Es ist bekannt, dass die Biegesteifigkeit von Zellen, die Interaktion mit Matierlien im
Exoplasma bestimmt.[?%8] Es wird daher vermutet, dass die Biegesteifigkeit der Zellen
eine entscheidende Rolle bei der Diskriminierung der Nanopartikelaufnahme spielt.
HaCaT-Zellen haben eine Biegesteifigkeit (Young Modul) von ca. 0.1 MPal®”l, wahrend
hMSC eine Biegesteifigkeit (Young Modul) von ca. 104 MPa besitzen.[8! Die trigonal-
prismatische Morphologie scheint die Aufnahme in Zellen mit geringerer Biegesteifig-
keit wie hMSC gegenuber Sphéaren zu beglnstigen. Aufgrund der erhéhten Elastizitat



156

kann es zu einer Erhéhung der Adhé&sionsenergie der Prismen kommen, da die Ver-
formung der Membran weniger Energie bedarf. Daher liefert die anisotrope Form der
trigonalen Silbernanoprismen fir die erhdhte Silberaufnahme, die mittels TEM und
AAS gezeigt wurde, einen Beitrag. Zudem kann es aufgrund der Citrat-Funktionalisie-
rung von Nanopartikeln zu einer erhéhten Aufnahme im Zuge einer Absenkung der
Viabilitat der Zellen kommen (s. Kapitel 4.1.3.6).18" Jedoch konnte anhand der TEM-
und STXM-Aufnahmen nicht gezeigt werden, dass Zellen, die mit trigonalen Silberna-
noprismen inkubiert wurden, starker geschadigt sind als Zellen, die mit spharischen
Silbernanopartikel inkubiert wurden. Anhand des identischen Zeta-Potentials der trigo-
nalen Silbernanoprismen und der Spharen (beide ca. -30 mV) im Vergleich zu den
Citrat-funktionalisierten Goldnanopartikeln (ca. -50 mV, s. Kapitel 4.1.2) kann ebenfalls
gezeigt werden, dass an der Grenzflache der trigonalen Silbernanoprismen PVP und
nicht Citrat lokalisiert ist. Hierbei ummantelt PVP die Nanopartikel und ist somit fiir die
Stabilitat der Nanopartikel verantwortlich.!%% Citrat scheint folglich zu einem Zeta-Po-
tential von -50 mV zu fihren, wahrend PVP zu einem Zeta-Potential von -30 mV flhrt.
Daher wird vermutet, dass der Beitrag, den Citrat an der erhéhten Aufnahme der tri-
gonalen Prismen hat, vernachlassigbar gering ist. Betrachtet man die hMSC, die mit
verschiedenen Konzentrationen an Silbernanoprismen inkubiert wurden, fallt auf, dass
der erhéhte Faktor der eingesetzten Silberkonzentration sich nicht in der Silberkon-
zentration pro Zelle wiederfinden lasst, da die hMSC (25 mg/L) in der AAS nur mit
einem Faktor von 1.4£0.1 mehr Silber aufnahmen als hMSC (10 mg/L). Die hMSC, die
mit verschiedenen Konzentrationen (10 mg/L und 25 mg/L) an sphéarischen Silberna-
nopartikeln inkubiert wurden, nehmen beziglich der hohen Konzentration mit einem
Faktor von 31 mehr Silber auf als bezliglich der geringen Konzentration. Folglich neh-
men die in dieser Studie verwendeten hMSC nicht proportional zur eingesetzten Sil-
berkonzentration der Prismen Silber auf. Auch dieser Effekt kann energetisch erklart
werden: Da die Zelle viel Energie bendtigt, um groBBe Mengen an Silbernanoprismen
aufzunehmen, wird die Menge an aufgenommenem Silber nicht proportional durch Er-
hdhung der eingesetzten Konzentration erhéht, sondern ist geringer. Bei Sphéren ist
dies anders: Da Spharen in geringerem MaBe aufgenommen werden, wird bei Kon-
zentrationserhdhung der inkubierten Sphéren etwa proportional viel Silber in den Zel-
len gefunden. Betrachtet man die Aufnahme von Konfettinanopartikeln in die verschie-
denen Zellsysteme, wurde vor der Untersuchung erwartet, dass das Mischsystem fol-

gend aufgenommen wird:
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((Prismen@Zelle)real n (Sphéren@Zelle)real) (4 10)

(Konfetti@Zelle)py, = > 2

Wobei (Konfetti@Zelle).,, als erwartete Aufnahme von Konfetti-Nanopartikeln in

(Prismen@Zelle)yeq

Zellen, als 50% der realen Aufnahme von Prismen in Zellen und

(Spharen@Zelle)reqr

als 50% der realen Aufnahme von Spharen in Zellen definiert sind. Es

ergeben sich fur die Aufnahme von Konfettinanopartikeln in die verschiedenen Zell-
systeme andere Werte als erwartet:

Es wurde erwartet, dass die Silber-Aufnahme in hMSC, die mit Konfetti-Nanopartikeln
(10 mg/L) inkubiert wurden, der addierten, halbierten Silberkonzentrationen der Pris-
men und Sphéren in Zellen ((12.5+£1.8)%) entspricht. Jedoch wurden nur (8.0+1.1)%
des eingesetzten Silbers aufgenommen. Dies entspricht einer prozentualen Aufnahme
im Verhaltnis zum erwarteten Wert von (64+13)%.

Bei den Zellen, die mit héheren Konzentrationen inkubiert wurden, betragt die prozen-
tuale Aufnahme im Verhaltnis zum erwarteten Wert (120+£20)% (HaCaT, 25 mg/L) bzw.
(110£10)% (hMSC, 25 mg/L). Fir die hohen Silberkonzentrationen (25 mg/L) ist der
erwartete Wert unabhangig vom Zellsystem im Verhaltnis zum realen Wert identisch.
FUr die niedrige Silberkonzentration (hMSC, 10 mg/L) ist der erwartete Wert vertraglich
mit dem realen Wert. Es ist méglich, dass eine kritische Konzentration an Prismen
vorhanden sein muss, damit Zellen diese in héherer Quantitat aufnehmen. Dies ver-
anschaulicht nochmals, dass die Aufnahme von Nanopartikeln nicht proportional zur
eingesetzten Silberkonzentration erfolgt.[20%

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mittels STXM wenige trigonale Silbernano-
prismen in HaCaT-Zellen sowie in hMSC nachgewiesen werden konnten. Die Lokali-
sation von einigen sphérischen Silbernanopartikel in HaCaT-Zellen und von zahlrei-
chen Silbernanokugeln in hMSC konnte hingegen mittels STXM visualisiert werden.
Im TEM zeigt sich, dass die Spharen deutlich dichtere und aggregierte Strukturen bil-
den als die Prismen. Zudem kann im TEM gezeigt werden, dass die trigonalen Silber-
nanoprismen nach Aufnahme in die Zellen kleiner sind als die spharischen Analoga.

Folglich ist es mdglich, dass die starke Anlésung der trigonalen Silbernanoprismen im

Verhaltnis zu den sphéarischen Analoga dazu flihrt, dass diese mittels STXM nicht in
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Zellen nachgewiesen werden kdnnen, obwohl sich die angelésten Nanoprismen in den
HaCaT-Zellen und hMSC befinden.

Mittels TEM und AAS konnte nachgewiesen werden, dass die trigonal-prismatischen
Silbernanopartikel in deutlich héherer Quantitat in hMSC aufgenommen werden, wéah-

rend die Sphéaren bevorzugt von den HaCaT-Zellen aufgenommen werden.
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4.3. Aufnahme von aminofunktionalisierten Silicananoparti-

keln in humane ex vivo-Haut

Die Untersuchung der Aufnahme von Nanopartikeln tber die Haut ist von groBem In-
teresse, da die Haut neben dem Darm und der Lunge eine der Haupteingangsrouten
fir fremde Substanzen ist. Hierzu wurde untersucht wie Nanopartikel beschaffen sein
muassen, um mit dem gewahlten Analyseverfahren, der TEM, detektiert werden zu kén-
nen. Nanopartikel sind heutzutage in vielen kommerziellen Produkten (Nahrungsmit-
teln, Textilien, Kosmetika) enthalten.l'3! Zahlreiche Studien zur Aufnahme von Nano-
partikeln von intakter Haut zeigen eine limitierte Aufnahme in diejenige Hautareale, die
unter der Hauptbarriere der Haut, dem Stratum corneum, liegen.[°0-1911192]

Labouta et al. zeigten jedoch die Aufnahme von Goldnanopartikeln mit verschiedenen
funktionellen Gruppen mit einem Durchmesser von 6 und 15 nm in native Humanhaut
in eine Tiefe von ca. 60 um. Jedoch verwendeten die Autoren, &hnlich wie andere
Autoren,?'% Humanhaut die zuvor eingefroren wurde, deren Barriere jedoch durch den
Einfrierprozess an Effizienz verloren hat. Bronaugh et al. belegten, dass aufgetaute
Haut eine ineffizientere Barriere aufweist als native Haut.l?'"l Aus diesem Grund wird
native ex vivo Haut, als intakte Haut mit effizienter Barriere gegentber Nanopartikeln
betrachtet.

Die Untersuchung der Aufnahme von Nanopartikeln in Haut, deren Barriere gestort ist,
erscheint dennoch als notwendig, da viele Menschen Nanopartikel-haltige Kosmetika,
Cremes und Textilien verwenden, auch wenn ihre Haut leichte Verletzungen auf-
weist.[ In zahlreichen Studien wird die Nanopartikelaufnahme in Haut analysiert:
Rancan et al. zeigten, dass Silicananopartikel mit einem hydrodynamischen Durch-
messer von etwa 110 nm in humane Haut, deren Stratum corneum gestort ist, Gber
Haarfolikel bis in eine Tiefe von ca. 150 um aufgenommen werden.['¥! Ryman-Ras-
mussen et al. veranschaulichten eine Aufnahme von PEG-funktionalisierten Quanten-
punkten mit einem hydrodynamischen Durchmesser von 45 nm in native Schweine-
haut in eine Tiefe von etwa 100 um.[*3l Dabei verwenden die Autoren eine Durchfluss-
zelle, um madglichst reale physiologische Bedingungen zu schaffen. In zahlreichen
Publikationen wird als Modell fir die Haut des Menschen, die Verwendung von Haut
von Haussaugetieren beschrieben. Dabei sollte beachtet werden, dass ausschlieBlich
das Deutsche Edelschwein und Géttinger Miniaturschwein als Struktur- und Funkti-

onsmodell fir humane Haut dienen kann.l?'?l Besonders die Epidermis dieser Tiere
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zeigen im Aufbau, Biochemismus und grundlegenden stoffwechselphysiologischen
Vorgangen deutliche Parallelen zu humaner Haut.l2'2

Generell sind die Haut des Menschen und des Schweins jedoch nicht identisch. Zum
Beispiel treten beim Schwein Langerhans-Zellen innerhalb der Epidermis in deutlich
geringerer Population auf und sind abgerundet. Zudem sind die pH-Werte der Haut
unterschiedlich (Mensch: pH=5, Schwein pH~6-7).[?'2 Somit lassen Ergebnisse be-
zlglich der Aufnahme von Nanopartikeln in Schweinehaut nur bedingt Rickschlisse
zur Aufnahme in humane Haut zu. Die Verwendung von humaner Haut ist gegentber
Schweinehaut daher zu bevorzugen.

In zahlreichen Studien wird die Nanopartikelaufnahme in tiefere Hautschichten doku-
mentiert, wenn das Stratum corneum zuvor gestort wurde.®”l Dabei gibt es einige
Mdoglichkeiten das Stratum corneum zu stéren, beispielsweise durch Abziehen von
transparentem Polyethylen-Klebeband (z.B. Tesa-Film®),!'3! Pricken mit Lanzette-Mik-
ronadeln[®8 und UV-Bestrahlung(®l.

Zur Untersuchung der Aufnahme von Nanopartikeln in humane Haut werden in der
Literatur verschiedene Analyseverfahren verwendet. Die TEM spielt hierbei eine eher
untergeordnete Rolle. Besonders positiv ist jedoch die hohe Auflésung bis in den Sub-
Angstrém-Bereich,['72 die andere Analyseverfahren, wie konfokale Mikroskopie nicht
besitzen. In zahlreichen Studien wird die konfokale Mikroskopie zur Untersuchung von
Haut verwendet.[13193L99112131176] Graf et al. verwenden die Fluoreszenzmikroskopie
und STXM zur Untersuchung von Hautproben, die mit Nanopartikeln inkubiert wur-
den.l In der folgenden Untersuchung wurde als Analyseverfahren die TEM verwen-
det. Hierbei sind Aufnahmen mit Auflésungen bis zu unter 1 nm mdglich, sodass die

Nanopartikel identifiziert und lokalisiert werden kénnen.

4.3.1. Synthese und Charakterisierung von AHAPS-funktiona-

lisierten SiO2 Nanopartikeln

Zur Darstellung von fluoreszierenden Silicananopartikeln ist eine vorherige Synthese
des Farbstoffkopplungsprodukts (FITC-APS, s. Abbildung 4.1) notwendig. Die Syn-
these und die Charakterisierung des Farbstoffkopplungsprodukts erfolgt analog zu Ka-
pitel 4.1.1.
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Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markierte Silicananopartikel werden nach dem modi-
fizierten Stéberwachstum dargestellt.[4% Die resultierenden fluoreszierenden Silicana-
nokerne werden mit einer farbstofffreien Silicaschale mittels Kern-Schale-Wachstum
analog zum Stdberwachstum ummantelt (s. Kapitel 3.2.2).[68 159

AnschlieBend werden die synthetisierten fluoreszierenden Silicananopartikel mit farb-
stofffreier Silicaschale mit N-(6-Aminohexyl)aminopropyltrimethoxysilan (AHAPS)
funktionalisiert, sodass die Nanopartikel ein positives Zeta-Potential besitzen (s. Ta-
belle 4.11). Nach erfolgter Aufreinigung der Nanopartikel werden diese mittels TEM,
DLS und ELS charakterisiert (s. Tabelle 4.11).

Tabelle 4.11: Charakterisierungsdaten zu Silicananopartikeln mit AHAPS-Funktionalisierung.

TEM-Durchmesser [nm] DLS-Durchmesser [nm] in Zeta-Potential [mV]
Ethanol Wasser fir Injek- | in Wasser fir Injekti-
tionszwecke onszwecke
(5516) (115£1) (13511) +(37+2)

Der hydrodynamische Durchmesser der Nanopartikel ist etwa doppelt so grof3, wie der
Durchmesser, der durch die TEM erhalten wird. Tomaszewska et al. untersuchten eine
Dispersion, deren Nanopartikel aus 1% groBer Nanopartikel (d = 55 nm) und 99% klei-
ner Nanopartikel (d = 10 nm) besteht. Hierbei zeigte sich, dass die untersuchte Dis-
persion in der DLS eine ca. drei Mal hdhere Intensitat fir die groBen Nanopartikel hat
als fr die kleinen Nanopartikel, obwohl die groBen Nanopartikel in deutlich geringerer
Quantitat vorliegen. Dies ist darauf zurlickzufihren, da in die Berechnung des hydro-
dynamischen Durchmessers der Radius der Nanopartikel mit der sechsten Potenz ein-
geht.l'®8 Daher wird vermutet, dass die AHAPS-funktionalisierten Silicananopartikel zu
einem sehr geringen Teil (etwa 1%) aggregiert vorliegen.

Anhand der vorliegenden Studie kann gezeigt werden, dass mittels TEM-Aufnahmen
geschlussfolgert werden kann, ob die Haut viabel ist, wo die Nanopartikel exakt in der
Haut lokalisiert sind, ob es zu Veranderungen der Nanopartikel und der Haut nach
Inkubation gekommen ist und wie die Mikroumgebung der Nanopartikel in der Haut ist.
Mittels TEM kann zudem gezeigt werden, wie stark die Haut geschadigt wird. Diese
Information ist notwendig, da mit einer Hautschadigung, die quantitative Aufnahme von

Nanopartikeln erhéht werden kann.
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Nach erfolgter Probenpraparation kénnen die TEM-Proben tber Jahre gelagert und
mittels TEM jederzeit weiter analysiert werden. Nachteile der konventionellen TEM
sind, dass Proben zunachst fixiert, eingebettet, mit aufsteigender Ethanolkonzentra-
tion entwassert und anschlieBend in Kunststoff eingebettet werden missen. Bei dieser
etablierten Prozedur kbnnen wahrend des Waschprozesses die Nanopartikel aus dem
extrazellularen Bereich gewaschen werden. Da das Herauswaschen von Nanoparti-
keln, die innerhalb der Haut lokalisiert sind nicht erwiinscht ist, wurden die Nanopatrti-
kel aminofunktionalisiert. Es konnte die sofortige Quervernetzung der aminofunktiona-
lisierten Silicananopartikel mit den zur Fixierung verwendeten Aldehyden mittels DLS

nachgewiesen werden (s. Abbildung 4.52).
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Abbildung 4.52: Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers in Abhédngigkeit der Zeit bei
der chemischen Fixierung von AHAPS-funktionalisierten Silicananopartikeln mit Glutaraldehyd
und Paraformaldehyd. Hierbei ist das Durchmesserverhaltnis das Verhéltnis des zeitabhéangigen
Durchmessers normiert auf den Anfangsdurchmesser bei t = 0 min. Die Messungen erfolgten
mittels DLS.

Um das Auswaschen der Nanopartikel aus der Haut zu verhindern, werden daher im
Folgenden aminofunktionalisierte Silicananopartikel (s. Kapitel 3.2.2.5) verwendet, bei
denen analog zu Abbildung 4.52 geschlussfolgert wird, dass sie wahrend der Fixierung
der Haut mit den verwendeten Aldehyden (Paraformaldehyd und Glutaraldehyd) ver-

netzen und innerhalb der Haut fixiert werden.
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Zudem sollte in dieser Studie herausgefunden werden, bis in welche Schichten der
Haut Nanopartikel penetrieren kdnnen. Dazu wird erstens humane ex vivo-Haut, deren
Stratum corneum gestort ist und zweitens nicht gestérte humane ex vivo-Haut verwen-
det.

4.3.2. Untersuchung der Aufnahme von AHAPS-funktionali-

sierten SiO2 Nanopartikeln in humane ex vivo-Haut

In Abbildung 4.53.1 ist humane ex vivo-Haut, die flr nachfolgende Experimente ver-

wendet wurde, abgebildet.

Abbildung 4.53: Fotographische Aufnahme von nativer ex vivo Haut

Die Nanopartikel werden nach erfolgter Charakterisierung mit geprickter und nicht ge-
prickter humaner ex vivo-Haut inkubiert. Geprickte Haut soll dabei als Hautmodell fun-
gieren, deren oberste Barriere (Stratum corneum) mechanisch gestért ist. Dazu wird
jeweils 1 cm? humane Haut aquidistant mit 100 Nadelstichen einer Lanzette-Mikrona-
del versehen. Dabei wird ausschlieBlich das Stratum corneum der Haut verletzt. Es
wird ausgeschlossen, dass die Basalmembran der Haut verletzt wird. AnschlieBend
wird die Dispersion, die die Nanopartikel enthélt, auf die Haut gegeben, die Haut fixiert
(s. Anhang B), eingebettet (s. Anhang C), ultradiinne Schnitte (Schnittdicke 60 - 80
nm) angefertigt und mittels TEM abgebildet.

Es ist in Abbildung 4.54 zu erkennen, dass zahlreiche Nanopartikel im Bereich der
Prickstelle in der Nahe des Stratum corneums lokalisiert sind. Zudem sind einige Na-
nopartikel in einiger Entfernung unterhalb der Prickstelle innerhalb und auBBerhalb von
Vesikeln lokalisiert.
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Abbildung 4.54: TEM-Aufnahmen von geprickter humaner ex vivo-Haut, die mit AHAPS-funktio-
nalisierten Silicananopartikeln inkubiert wurde. In der Ubersichtaufnahme (s. Abbildung 4.54.1)
ist die Prickstelle (magentafarbener Pfeil) zu erkennen, die die Barriere des Stratum corneums
(tarkisfarbener Pfeil) 6ffnet. Dabei sind in der Ndhe des Stratum corneums zahlreiche Nanopar-
tikel zu erkennen (s. Abbildung 4.54.3/4/6). Unterhalb der Prickstelle sind ebenfalls einige Nano-
partikel zu erkennen (s. Abbildung 4.54.8). Die Nanopartikel sind innerhalb von Vesikeln (s. Ab-
bildung 4.54.7, mit einem gelbem Pfeil gekennzeichnet) und auBerhalb von Vesikeln (s. Abbil-
dung 4.54.7/9, jeweils mit einem griinen Pfeil gekennzeichnet) lokalisiert.
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Die abgebildeten Nanopartikel erscheinen innen hohl, da Silica ein sprédes Material
ist (Mohssche Harte = 7)12' und es beim Schneideprozess, auf Grund der mangelnden
inneren Stabilitat, aus dem Schnitt brechen kann. Erstaunlich ist, dass die Nanopartikel
innen hohl erscheinen und auBen eine elektronenabsorbierende Struktur aufweisen.
Fraglich ist, wieso die GréBen der Projektionsflachen der Nanopartikel eng verteilt
sind. Daher wird die wahrscheinlichste Projektionsflache eines statistischen Nanopar-
tikels mit einem realen TEM-Durchmesser von (55£6) nm (s. Tabelle 4.11) mit einer
durchschnittlichen Schnittdicke der Haut von 70 nm bestimmt. Diese wahrscheinlichste
Projektionsflache betragt (85+26)% des Flacheninhalts der Projektionsflache eines ur-
springlichen Nanopartikels. Somit betragt der wahrscheinlichste gefundene Projekti-
onsdurchmesser (50+£9) nm. Dies erklart die relativ geringe Polydispersitat der Projek-
tionsflachen der Nanopartikel innerhalb der Haut.AnschlieBend werden Hautschnitte,
die tiefer innerhalb der Haut liegen mittels TEM abgebildet (s. Abbildung 4.55).

Abbildung 4.55: TEM-Aufnahmen einer Zelle der Epidermis (s. Abbildung 4.55.1/2, tlirkisfarbener
Pfeil), die sich ca. 37 um entfernt von der Prickstelle befindet und ca. 110 pm von der urspriing-
lichen Hautoberflache entfernt befindet. Neben Silicananopartikeln (s. Abbildung 4.55.5, gelber
Pfeil) sind innerhalb der Zelle zudem Melanosomen (s. Abbildung 4.55.3, schwarzer Pfeil) und
gegebenenfalls Birbeck-Granula (s. Abbildung 4.55.3, griiner Pfeil) enthalten.
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Innerhalb der Haut ist eine Zelle, die sich vermutlich im Stratum spinosum (Stachel-
zellschicht der Epidermis) befindet und etwa 37 um von der Prickstelle entfernt ist,
auffallig, da sie zahlreiche Nanopartikel enthalt (s. Abbildung 4.55). Hierbei handelt es
sich um eine Langerhans-Zelle oder eine dendritische epidermale T-Zelle. Generell
I6sen Langerhans-Zellen die Vernetzungen mit anderen Zellen und Gewebe, wenn sie
aus der Haut migrieren. Hierbei entsteht ein charakteristischer Hohlraum zwischen der
migrierenden Zelle und dem umliegenden Gewebe. Zudem sind sogenannte Birbeck-
Granula innerhalb der Zelle zu erahnen. Diese Strukturen sind charakteristisch fur
Langerhans-Zellen, ihre Funktion ist nicht abschlieBend erforscht. Eine Theorie ist,
dass diese Strukturen an der Rezeptor-vermittelten Endozytose beteiligt sind.l2'® Je-
doch ist es auch mdéglich, dass die abgebildete Zelle eine dendritische epidermale T-
Zelle ist. Epidermale T-Zellen sind Zellen des Immunsystems. Innerhalb dieser Zelle
sind Melanosomen (s. Abbildung 4.55.3) und Nanopartikel (s. Abbildung 4.55.5) er-
kennbar. Die GréBenverteilung der Melanosomen entsprechen dabei nicht derjenigen
der Nanopartikel, sodass sich beide Strukturen voneinander unterscheiden lassen. Zu-
dem sind die Nanopatrtikel innerhalb eines Endosoms/Lysosoms lokalisiert, wahrend
die Melanosomen im Zytosol lokalisiert sind. Anhand der Migration der dendritischen
epidermalen Zelle und der Uber Vesikel aufgenommenen Nanopartikel, ist erkennbar,
dass die humane ex vivo-Haut bei Inkubation mit Nanopartikeln vermutlich viabel ist,
da nur lebende Zellen Nanopartikel aufnehmen kénnen. Deutlich tiefer in der Haut,
knapp oberhalb der Basalmembran, die die Grenze zwischen Epidermis und Dermis
bildet (s. Abbildung 4.56), sind ebenfalls Nanopartikel im Stratum basale lokalisiert.



Abbildung 4.56: TEM-Aufnahmen von Nanopartikeln, die sich wenige pm vor der Basalmembran
(Abbildung 4.56.1, orangener Pfeil) befinden. Somit befinden sich die Nanopartikel an der Grenze
von Epidermis zu Dermis innerhalb des Stratum basale. Innerhalb einer Zelle (Abbildung 4.56.1/2,
griiner Pfeil) der Epidermis sind Nanopartikel lokalisiert. Die Nanopartikel werden in den Auf-
nahmen der Abbildung 4.56.2/3/4/5 mit zunehmender VergroBerung dargestelit.

Auch diese Nanopartikel werden innerhalb einer Zelle gefunden. Neben den Nanopar-
tikeln sind ebenfalls Melanosomen lokalisiert (s. Abbildung 4.56.3). Einige um unter-
halb der Basalmembran im Bereich der Dermis kénnen Nanopartikel im Kollagenbe-
reich lokalisiert werden. Dabei kénnen Kollagenfibrillen gut von Nanopartikeln unter-
schieden werden, da die Nanopartikel eine h6here Dichte aufweisen. Wird ein Langs-
schnitt einer Kollagenfibrille mittels TEM aufgenommen, so ist erkennbar, dass die Kol-
lagenfibrillen eine charakteristische Querstreifung (Banderstruktur) aufweisen. Diese
besteht aus Einheiten, die sich alle 67 nm wiederholt.[?'®l Zudem besitzen Kollagen-
fibrillen, die in der Haut lokalisiert sind, eine Querschnittsflache, die &hnlich der Pro-
jektionsflache der Nanopartikel ist (s. Abbildung 4.57).

Auffallig ist, dass zahlreiche Nanopartikel raumlich Nahe der Kollagenfibrillen lokali-
siert sind. Die Primarstruktur des Kollagens besteht aus Glycin-Prolin-Hydroxyprolin-
Untereinheiten.[?'”] Es sind folglich zahlreiche terminale Ketogruppen im Kollagen ent-
halten. Es scheint daher wahrscheinlich, dass die Aminofunktionalisierung der
AHAPS-funktionalisierten Silicananopartikel mit den Ketogruppen des Kollagens zu

Schiffschen Basen (Iminen) bzw. zum entsprechenden Enamin reagiert und so eine
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kovalente Bindung zwischen Nanopartikeln und Kollagenfasern entsteht. Durch die
Wechselwirkung von Kollagen mit den Nanopartikeln ist es méglich, dass die Eigen-
schaften des Strukturproteins eingeschrankt sind, sodass es zur Beeintrachtigung des
Organismus kommt. Mégliche Konsequenzen kdnnen hierdurch eine Einschrankung
der Elastizitat und damit der Verlust des Hautschutzes sein. Eine mdgliche Folge kon-
nen dariiber hinaus Osteoporose und Diabetes sein.[?'8l

Abbildung 4.57: TEM-Aufnahmen von Nanopartikeln (Abbildung 4.57.3, gelber Pfeil), die sich un-
terhalb der Basalmembran (s. Abbildung 4.57.1, rote Pfeile) in der Dermis im Kollagenbereich
befinden. Kollagenfasern sind langliche Strukturen (s. Abbildung 4.57.2, tiirkisfarbener Pfeil). Da
Kollagenfibrillen teilweise in z-Richtung zum Elektronenstrahl aufgenommen wurden (s. Abbil-
dung 4.57.3, tlirkisfarbener Pfeil), sind die Querschnitte der Kollagenfibrillen mit &hnlicher GréBe
zu den Nanopartikeln zu erkennen. Jedoch kénnen beide Strukturen unterschieden werden, da
die Nanopartikel erstens eine gréBere Dichte aufweisen und zweitens hohl sind.

Vergleicht man die Anzahl an gefundenen AHAPS-funktionalisierten Silicananoparti-
keln unterhalb des Stratum corneums (einige wenige) in dem geprickten Hautschnitt
mit der Anzahl an inkubierten Nanopartikeln (ca. 10" pro 1 cm? Haut mit einer Dicke
von 0.5 cm und mit 102 Prickstellen) fallt auf, dass nur ein sehr geringer Teil der Na-
nopartikel (N = 26) im Kollagenbereich gefunden werden konnte. Dabei muss darauf
hingewiesen werden, dass nur ein kleiner Teil der Haut mittels TEM untersucht wurde.
Wenn man einen einzelnen Hautblock mit einem Volumen von 1 cm * 1 cm * 0.5 cm
mittels TEM vermessen wirde bei dem ein Hautschnitt fir die TEM das Volumen von
0.2cm * 0.1 cm * 70 nm hat, wéaren ca. 8*10° TEM-Schnitte zu untersuchen. Daher ist
die Anzahl der Nanopartikel, die im Kollagenbereich gefunden wurde nicht vernach-
lassigbar.

Geht man von der realistischen Annahme aus, dass in jeder tausendsten TEM-Auf-
nahme, in einem Bereich von 5 um * 5 um * 1 um, 26 Nanopartikel vorhanden sind (s.
Abbildung 4.57.1), so sind folglich in dem gesamten Bereich mit einem Volumen von
1000 um (Dermis) * 5000 pum (Tiefe der Haut) * 10000 pm (Breite der Haut) etwa 5*10
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Nanopartikel in diesem Bereich enthalten. Somit sind etwa 0.05% der inkubierten Na-
nopartikel bis in die Dermis penetriert.

Die TEM-Aufnahmen zeigen, dass sich etwa 5% der inkubierten Nanopartikel im api-
kalen Bereich der Prickstelle nahe des Stratum corneums befindet und nur ein geringer
Anteil (etwa 0.05%) der Nanopartikel in tiefere Hautregionen penetriert (s. vorherige
TEM-Aufnahmen).

Qualitativ kann zu dieser Studie gesagt werden, dass AHAPS-funktionalisierte Silica-
nanopartikel, die das Stratum corneum Uberwinden in geringer Anzahl (N = 5*10” Na-
nopartikel) bis in die Dermis penetrieren kdnnen. Mit Hilfe der Aminofunktionalisierung
werden die Nanopartikel innerhalb der Haut fixiert und somit nicht oder nur teilweise
durch den anschlieBenden Waschprozess herausgewaschen. Untersuchungen zu ge-
prickter Haut, die mit Silicananopartikeln ohne AHAPS-Funktionalisierung inkubiert
wurde, blieben erfolglos, da keine Prickstelle gefunden werden konnte.

In nativer Haut konnten mit TEM keine AHAPS-funktionalisierten Silicananopartikel
unterhalb des Stratum corneums detektiert werden.

Campbell et al. haben gezeigt, dass Carboxy-funktionalisierte, fluoreszierende Poly-
styrol-Nanopartikel mit einer GréBe von 20, 100 und 200 nm in gestérte und nicht ge-
storte Haut in eine Tiefe von maximal 2-3 um des Stratum corneums penetrieren. 213l
Die Haut wurde durch vorherige Klebestreifenabrisse und Waschen mit Hexan gestort.
Hierbei ist die Aufnahme der verschiedenen Nanopartikel in die Haut nicht signifikant
unterschiedlich. Die Proben wurden mittels konfokaler Laser-Raster-Mikroskopie un-
tersucht. Hierbei werden flr Hautproben, die nicht mit Nanopartikeln inkubiert wurden,
ahnliche Fluoreszenzintensitaten erhalten, wie fir Hautproben, die mit Nanopartikeln
inkubiert wurden. Die Aufnahme der Nanopartikel ist folglich nicht signifikant.?'3l Es
konnte keine weitere Veroffentlichung gefunden werden, in der quantitative Daten zur
Nanopartikelaufnahme in Haut gezeigt werden. Die Ergebnisse von Campbell et al.
zeigen jedoch, &hnlich wie unsere Ergebnisse, dass eine quantitative Bestimmung der
Aufnahme von Nanopartikeln schwer realisierbar ist, da nur sehr wenige Nanopartikel
aufgenommen werden.

Graf et al. zeigten mittels STXM, dass Goldnanopartikel mit einer Silicaschale mit ei-
nem Durchmesser von 161 nm in das Stratum corneum Cyanacrylat-behandelter Haut
aufgenommen werden.°"]

Rancan et al. zeigen, dass Silicananopartikel mit einem Zeta-Potential von -(22£3) mV
und einem Durchmesser von ca. 42 nm durch den Kanal eines Haarfollikels in eine
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Tiefe von etwa 150 um in Barriere-gestorte Haut penetrieren.l'3 Hierbei wurde die Bar-
riere durch Cyanacrylat-Behandlung (engl.: cyanoacrylate skin surface stripping) ge-
stért. Diese Autoren verwenden als Analyseverfahren CLSM, sodass keine vorherige
Fixierung der Haut nétig war. Sie zeigen, dass Silicananopartikel mit einem Durchmes-
ser von 75 nm nicht in gestérte humane Haut penetrieren.

Es wird vermutet, dass der Aufnahmeweg fir Nanopartikel &hnlich den Aufnahmewe-
gen fur Arzneimittelmolekule ist. Jedoch ist aufgrund der GréBe der Nanopartikel die
interzellulare Diffusionsgeschwindigkeit tiber Poren aus Lipiden reduziert.[9711219]1220]
In keiner mir bekannten Studie konnten Nanopartikel unterhalb der Basalmembran in

humaner, zuvor nicht eingefrorener Haut in dieser Auflésung visualisiert werden.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden offene Fragen aus den Bereichen der Bildung von
Nanopartikeln, der Aufnahme von Nanopartikeln verschiedenen Materials und ver-
schiedener Oberflachenfunktionalisierung in den Zellkern, der Aufnahme von Nano-
partikeln verschiedener Morphologie in verschiedene Zellsysteme und der Aufnahme
von Nanopartikeln in native und nicht-native Haut beantwortet. Die Ergebnisse sind im
Folgenden zusammengefasst:

In Kapitel 4.1 konnten Goldnanopartikel (d = (60+£5) nm) mit einer diinnen ((4£3) nm)
Silicaschale synthetisiert werden. Hierzu ist eine Ammoniakkonzentration von 0.59 M
sowie etwa die 3.6-fache Masse an Tetraethoxysilan notwendig, als unter Annahme
des vollstdndigen Umsatzes berechnet wurde. Die Ammoniakkonzentration scheint
der entscheidende Parameter beim Silicaschalenwachstum zu sein.
Citrat-stabilisierte Goldnanopartikel, Silica-ummantelte Goldnanopartikel und Silicana-
nopartikel haben nach finf Tagen im biologischen Zellkulturmedium einen &hnlichen
hydrodynamischen Durchmesser von 117 bis 129 nm, sodass die verschiedenen Dis-
persionen gut vergleichbar sind. Mittels Cryo-Réntgenmikroskopie/-tomographie und
Transmissionselektronenmikroskopie konnte bewiesen werden, dass Citrat-funktiona-
lisierte Goldnanopartikel im Gegensatz zu Silica-ummantelten Goldnanopartikeln und
Silicananopartikeln in den Zellkern von humanen Keratinozyten, d. h. Hautzellen auf-
genommen wurden. Die Citrat-funktionalisierten Goldnanopartikel fliihrten zu morpho-
logischen Veranderungen, z. B. Porositat der Zellmembran und Auflésung der Zell-
kernmembran, der Zellen. Somit schadigten Citrat-funktionalisierte Goldnanopartikel
die Zellen starker als Silicananopartikel und Silica-ummantelte Goldnanopartikel.

In Kapitel 4.2 wurde mittels UV/VIS-Spektroskopie, Elektronenmikroskopie und Atom-
absorptionsspektrometrie die Auflésung von Citrat- und Polyvinylpyrrolidon-funktiona-
lisierten trigonalen Silbernanoprismen mit einer Kantenlange von (42+15) nm und einer
Prismendicke von (8+1) nm mit der Aufldsung von Polyvinylpryrolidon funktionalisier-
ten sphérischen Analoga mit einem Durchmesser von (70+25) nm in verschiedenen
Medien, darunter Reinstwasser (pH 7), Acetatpuffer (pH 4), isotonischer Kochsalzl6-
sung (pH 7), isotonischem Acetatpuffer (pH 4) und biologischen Medien, verglichen.
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Dabei zeigte sich, dass Medien, die vergleichbar zum Zytoplasma, wie z. B. isotoni-
sche Kochsalzlésung und isotonischem Acetatpuffer, sind, die trigonalen Silbernano-
prismen am starksten anlésten. Die spharischen Analoga wurden in isotonischer Koch-
salzlésung, isotonischem Acetatpuffer und Acetatpuffer noch starker angelést als die
trigonalen Silbernanoprismen.

AnschlieBend wurde die Aufnahme von Silbernanopartikeln verschiedener Morpholo-
gie in humane Stammzellen und humane Keratinozyten untersucht. Mittels Atomab-
sorptionsspektrometrie und Transmissionselektronenmikroskopie konnte gezeigt wer-
den, dass trigonale Silbernanoprismen in deutlich héherer Quantitat in Stammzellen
aufgenommen wurden, wahrend spharische Silbernanopartikel in héherer Quantitat
von Keratinozyten aufgenommen wurden. Dieser Effekt wurde der geringeren Biege-
steifigkeit von humanen Stammzellen gegentber Keratinozyten zugesprochen. Auf-
grund der héheren Elastizitat konnte es zu einer VergroBerung der Adh&sionsenergie
der trigonalen Prismen kommen, da die Verformung der Membran weniger Energie
bedurfte. Somit lieferte die anisotrope Form der trigonalen Silbernanoprismen flr die
erhdhte Silberaufnahme, die mittels Transmissionselektronenmikroskopie und Atom-
absorptionsspektrometrie gezeigt wurde, einen Beitrag. In der Transmissionselektro-
nenmikroskopie konnte gezeigt werden, dass sphérische Silbernanopartikel innerhalb
von Zellen deutlich dichtere Aggregate bildeten als trigonale Silbernanoprismen. Mit-
tels Rastertransmissionsréntgenmikroskopie konnten daher nur einige trigonale Silber-
nanoprismen, aber zahlreiche Silbernanospharen in humanen Keratinozyten und hu-
manen Stammzellen nachgewiesen werden. Diese unterschiedlich starke Aufnahme,
lasst sich durch die erhdhte Aufldsung der trigonalen Silboernanoprismen im Verhaltnis
zu sphérischen Analoga innerhalb der Zellen erklaren. SchlieBlich waren trigonale Sil-
bernanoprismen mit einer urspringlichen Kantenlange von (42+15) nm und einer Pris-
mendicke von (8+1) nm nach 24 h innerhalb der untersuchten Zellen stark angelést
und hatten einen Durchmesser von (7+4) nm. Die spharischen Nanopartikel mit einem
urspringlichen Durchmesser von (70+25) nm wurden ebenfalls deutlich angelést und
hatten nach 24 h einen Durchmesser von (13+7) nm, sie bildeten allerdings verstarkt
dicht gepackte Agglomerate in den Zellen. Somit konnten mittels Rastertransmissions-
réntgenmikroskopie (Auflésung < 40 nm) die trigonalen Silbernanoprismen nicht nach-
gewiesen werden, wahrend die deutlich dichter gepackten und gréBeren Silberspha-

ren nachgewiesen werden konnten.
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In Kapitel 4.3 wurde die Aufnahme von aminofunktionalisierten Silicananopartikeln in
intakte und Barriere-gestérte humane ex vivo Haut untersucht. Die Proben wurden
mittels Transmissionselektronenmikroskopie analysiert. Ein Nachteil dieser Analyse-
technik ist, dass die Proben zunachst mit Glutaraldehyd und Paraformaldehyd fixiert
und mit Ethanol entwéssert werden mussten. Bei diesem Waschprozess ist es mdg-
lich, dass Nanopartikel, die innerhalb der Haut lokalisiert sind aus dieser gewaschen
werden. Daher wurden Silicananopartikel vor Inkubation mit Haut aminofunktionalisiert
und die Quervernetzung mit den verwendeten Aldehyden mittels dynamischer Licht-
streuung nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass in intakte Haut keine Nano-
partikel aufgenommen wurden. In Haut, deren Barriere gestdrt war, konnte nachge-
wiesen werden, dass aminofunktionalisierte Nanopartikel in der obersten Schicht der
Haut (Stratum corneum) und in darunter liegenden Hautschichten (Stratum granulo-
sum, Stratum spinosum und Stratum basale) sowie innerhalb der Dermis Nahe von
Kollagenfasern gefunden werden kénnen. Mit Hilfe der Aminofunktionalisierung der
Nanopartikel wurden die Nanopartikel nicht oder nur zum Teil ausgewaschen.
Aufgrund der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse |asst sich schlieBen, dass in Zu-
kunft Citrat-stabilisierte Goldnanopartikel als Arzneistofftrager (engl.: drug carrier) fir
den Zellkern verwendet werden kénnten um beispielsweise Modifikationen des Erb-
guts vorzunehmen. Zudem ist eine gezielte Schadigung von Zellsystemen mit Citrat-
stabilisierten Goldnanopartikeln méglich. Durch die formabhéangige Aufnahme von Sil-
bernanopartikeln in verschiedene Zellsysteme eréffnen sich vielfaltige Moglichkeiten,
um Zellen zu modifizieren. Hierbei kdnnen die verschieden geformte Partikel fir spe-
zielle Zellsysteme verwendet werden, um effiziente Cargosysteme zu generieren. Ein
groBer Vorteil von Silbernanopartikeln ist hierbei, dass sich diese in physiologischen
Lésungen aufldsen, sodass beispielsweise Arzneistoffe, die sich innerhalb der Partikel
befinden, an die Zelle abgegeben werden kénnen. Zudem kénnen aminofunktionali-
sierte Silicananopartikel in der Medizin Anwendung finden, da gezeigt wurde, dass sich
die Partikel in hoher Konzentration am Eingang von Prickstellen und in geringerer Kon-
zentration innerhalb der Dermis befinden, sodass durch entsprechende Funktionalisie-
rung eine verbesserte Regeneration von Haut mdglich sein sollte. Jedoch ist ebenfalls
denkbar, dass die Lokalisation der Nanopartikel Nahe der Kollagenfasern zu einer Be-
eintrachtigung des Organismus flhrt. Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse die-
nen jedoch vorwiegend der Erkenntnisgewinnung wie sich die Nanopartikelbeschaf-
fenheit auf die Wechselwirkung mit biologischen Systemen auswirkt.
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7. Anhang

Anhang A Probenpraparation fiir die Transmissionselektro-
nenmikroskopie der biologischen Proben aus Kapi-
tel 4.1 und Kapitel 4.2

Die Fixierung erfolgt mit 2,5 % Gilutaraldehyd in 0.1M Na-Cacodylatpuffer. Anschlie-
Bend wird 2 x 10 min mit Puffer gespuhlt, mit 1% OsOa4, 0,8 % K4(Fe(CN)s ) in 0,1 M
Cacodylatpuffer flir 90 min postfixiert und 2x10 min gespult

Die Zellsuspension wird in Agarose eingebettet, erkalten gelassen und in kleine Blécke
geschnitten.

Zur Einbettung der Zellen werden diese zunachst in aufsteigender Alkoholreihe begin-
nend bei 50 %, 70 %, 80 %, 95 % (jeweils 2 x 10-12 min) und 3 x 15 min abs. Alkohol
entwdassert. AnschlieBend wird fir 2 x 15 min durch Immersion in Propylenoxid
(SERVA) als Intermedium und durch Immersion mit eine Mischung aus Propylenoxid
und Epon mit einem Verhéltnis von 2:1 (1 h) 1:1 (1 h) und 1:2 (1 Stunde) Uberfuhrt.
SchlieBlich erfolgt die Immersion mit reinem Epon (SERVA) Uber Nacht. Die Proben
werden in Einbettkapseln plaziert, mit frischem Epon aufgeflllt und bei 60 °C flr 48 h
polymerisiert gelassen.

AnschlieBend erfolgt die Herstellung von Gewebeschnitten: Zunéachst werden dieEin-
bettkapseln entfernt und die Eponblécke getrimmt, semidiinne Schnitte 0.5 bis 1 um
dick an einem RM 2065 der Firma Leica, Bensheim angefertigt und die Schnitte mit
Richardson Farbelésung (Methylenblau / Azur) angefarbt. Nach Auswahl des interes-
sierenden Bereiches wird der Rest des Gewebes am Eponblock entfernt. Anschlie-
Bend werden Ultradiinnschnitte (70nm dick), am Ultracut S, Leica angefertigt und auf
Kupfergrids aufgebracht. Die Schnitte werden mit Uranylacetat und Bleiacetat nach

Reynolds kontrastiert und an einem EM 906 (Zeiss, Oberkochen) mikroskopiert.
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Anhang B Probenpraparation fiir die Transmissionselektro-
nenmikroskopie der biologischen Proben aus Kapi-
tel 4.3

.............. Material

(1) Paraformaldehyd (Pulver)

(2) Glutaraldehyd (GA; 25% in Wasser; EMS, No. 16020, Ampullenform)

(3) HEPES oder Phosphat Puffer (siehe Protokoll Phosphatpuffer nach Sérensen)
(4) NaOH (10 N)

(5) Aqua bidest.

............. Vorbereitung

(6) Vorbereitung der Puffer-Stammlésung. HEPES: 1 M in aqua bidest (pH=7.2).
Phospatpuffer: 0.4 M (pH=7.4) geman Anleitung.

(7) Lbésen von 8% Paraformaldehyd (PFA) in aqua bidest. durch Heizen auf 60-70°
C fur mindestens 30 min bei mdglichst kontinuierlichem Rahren. Klarung der
Lésung durch Zugabe von wenigen Tropfen 10 N NaOH. Aufillen auf
Endvolumen. AbklUhlen auf Raumtemperatur.

(8) Herstellung der Fixierungslésung durch Mischen von Paraformaldehyd-Lésung
mit Glutaraldehyd (25%), Pufferstamm-L&sung und aqua dest. in einer
Endkonzentration von 4% Paraformaldehyd, 2.5% Glutaraldehyd in 0,05 M
Hepes oder 0.1 M Phosphatpuffer.

Berechnungsbeispiel (100 ml):

50 ml 8% PFA + 10 ml GA + 5 ml HEPES (1 M) + 35 ml aqua bidest.

oder

50 ml 8% PFA + 10 ml GA + 25 ml Phospatpuffer (0.4 M) + 15 ml aqua bidest.

............. Durchfiihrung

(9) Gewebe/Organe: Gewebestiicke mbglichst rasch enthehmen und in das frisch
praparierte Fixativ eintauchen. Zellkulturen: Zellkulturmedium abnehmen und
Fixativ hinzugeben. Eine Bewegung des Fixatives unterstitzt den
Fixierungsvorgang. Fixierungstemperatur: Vitaltemperatur bzw. Temperatur bei
der das Objekt zuletzt gelagert bzw. manipuliert wurde.

(10) Nach 5 min Wechsel des Fixatives.

(11) Fixierungsdauer bei Vitaltemperatur (s.0.): mindestens 1 h bei Zellmonolayern;
2 h bei Gewebe.

(12) Lagerung im Kuhlschrank.
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Anhang C

Einbett-Kuntststoff -> LR White, hard grade
Chemische Fixierung -> 1% PFA 2.5% GA in 0.05 M HEPES far 2 h bei RT

(27)

(28)

........ Material

Vibratomschnitte (etwa 150 um dick) von fixierten Hautstlickchen (Lagerung in
0,05 M Hepes)

Hepes-Puffer, 0,05 M

Ethanol 50, 70, 100%

Kryo-Réhrchen, 2 mli

Transferkérbe

LR-White (Hard grade)

LR-White Accelerator (Beschleuniger)
Airfuge-Rdhrchen

Kappen von Gelatinekapseln (GroRe 3)
Vortex

Polymerisationsofen, auf 60° C vorheizen.

------ Vorbereitung

Vorpolymerisation von Béden in den EinbettgefaBen (Airfuge-Réhrchen). Dazu
1 ml LR White Monomer mit 2.5 pl Beschleuniger mischen (Vortex!). Einfillen
von 30 pl/Réhrchen und VerschlieBen mit Deckel einer Gelatinekapsel. Poly-
merisation auf Eis flr 60 min.

Polymerisation bei 60° C fir 30 min; Absaugen; Lagern im Warmeschrank, bei
60° C bis Gebrauch.

------ Durchfihrung

Transfer von 3 Schnitten in ein Transferkdrbchen.

Entwasserung, Infiltration, Einbettung und Polymerisation erfolgt auf Eis. Die je-
weiligen Losungen werden auf Eis vorgekuhlt.

Entwésserung:

50% Ethanol (5 min) RT -> Eis

70% Ethanol (10 min)

100% Ethanol (10 min)

100% Ethanol (10 min)

LR-White / Ethanol, 1T + 1T (10 min)
100% LR-White (10 min)
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e 100% LR-White (20 min)

(29) Die Mischung des LR White Monomers mit dem Beschleuniger erfolgt in 1 ml
Portionen in 1,5 ml ReaktionsgefaBen. Es werden 2.5 ul Beschleuniger zum LR
White pipettiert (Einspritzen in vorgelegtes Monomer) und sofort mit einem Vor-
texer vermischt. Jeweils ca. 0.2 ml dieser Mischung werden schlieB3lich in die
Probengefale Uberfihrt. Jeweils ein Schnitte wird pro Airfuge-Réhrchen Uber-
fihrt und mit der Federstahlpinzette auf den vorpolymerisierten Boden gelegt.
SchlieBlich werden die Réhrchen mit einem Deckel einer Gelatinekapsel (GroRe
3) geschlossen.

Polymerisation auf Eis flr 60 min. Danach fir 10 min im Trockenschrank bei 60°C

auspolymerisieren.
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