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Die Wege zur Erkenntnis sind interessanter als die Erkenntnis selbst.

Gottfried Wilhelm Leibniz (1646-1716)
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Zusammenfassung in deutscher Sprache

Moderne Nanomaterialien nehmen eine immer groBBere Bedeutung in industriell gefertigten
Produkten ein. Der Mensch kommt deshalb iiber verschiedene Expositionswege, die z.T. auch
den medizinischen Einsatz von Nanopartikeln in diagnostischen oder therapeutischen
Anwendungen beinhalten, in Kontakt. Die Interaktion von Nanomaterialien mit biologischen
Systemen des menschlichen Korpers wird von den physikalisch-chemischen Eigenschaften
der Partikel bestimmt. Die Art der Interaktion mit einzelnen Korperzellen bzw. deren
Bestandteilen entscheidet, ob positive oder negative Effekte auf die Gesundheit des Menschen

entstehen.

In dieser Arbeit wurden kolloidale Silikananopartikel, die aus Tetraethylorthosilicat nach der
Synthese von Hartlen (2008) hergestellt wurden, auf ihre Féhigkeit untersucht, mit den
Signaltransduktionswegen epithelialer Zellen zu interagieren. Im Versuchssystem mit
Rattenlungenepithelzellen (RLE 6TN) wurden drei verschiedene Groflen kolloidaler
Silikananopartikel (Sil5 — 15 nm; Si25 — 25 nm; Si80 — 80 nm) untersucht und mit
Kontrollnanopartikeln verglichen. Zusétzlich zur Zytotoxizitit der Partikel wurden vor allem
Effekte auf die Zellproliferation und Signaltransduktion betrachtet. Neben den molekularen
Mechanismen der Partikeleffekte wurden insbesondere die Aufnahmemechanismen der

Silikananopartikel und die subzelluldre Lokalisation der Partikel in den Zellen untersucht.

Die kleinsten verwendeten Silikapartikel (Si15) zeigten einen bislang nicht beschriebenen
inhibitorischen Effekt auf die durch den epidermalen Wachstumsfaktor- (EGF-)vermittelte
Zellproliferation. Dieser Effekt war nicht durch die Induktion von Zelltod auf der Ebene von
Apoptose oder Nekrose begriindet. Vielmehr zeigte sich eine spezifische Interaktion von
Silikananopartikeln mit der EGFR-abhdngigen proliferativen Signaltransduktion. Sil5
Nanopartikel fithrten zu einer Reduktion der Phosphorylierung des EGFRs am Tyrosinrest
1173. Die mit der Aktivierung des Rezeptors einhergehende Internalisierung und die
Aktivierung von intrazelluliren Signalkinasen, insbesondere Proteinkinase B (Akt), wurden
durch die Nanopartikel signifikant verringert. Die molekularen Mechanismen der
antiproliferativen Wirkung der Nanopartikel wurden auf der Ebene der Interaktion mit dem
natiirlichen Liganden EGF identifiziert. So konnte in zellfreien Untersuchungen mit
fluoreszenzmarkiertem EGF gezeigt werden, dass dieser an Silikananopartikel bindet.
Konfokalmikroskopische Untersuchungen zeigten im zelluldren System eine Kolokalisation

der Partikel und EGF in vesikuldren Strukturen. Weitere Analysen mit den Endozytose-
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Inhibitoren Chlorpromazin und Filipin III haben gezeigt, dass die Silikananopartikel (SiNP) in
Abwesenheit von EGF Clathrin-abhéngig von den Zellen internalisiert werden. Durch
Féarbungen mit vesikuldren Markern wurden die SiNP in friihen und spiten Endosomen
lokalisiert, sodass von einem Transport der Partikel zu den Lysosomen ausgegangen werden

kann.
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Zusammenfassung in englischer Sprache

Modern nanomaterial is becoming increasingly important in industrially manufactured
products. The human being therefore comes across various routes of exposure, including the
medical use of nanoparticles in diagnostic or therapeutic applications. The interaction of
nanomaterial with biological systems of the human body is determined by the
physicochemical properties of the particles. This type of interaction with individual body cells

determines whether positive or negative effects for human health are elicited.

In this work, colloidal silica nanoparticles prepared from tetracthylorthosilicate by the Hartlen
synthesis (2008) were tested for their ability to interact with the signal transduction pathways
of epithelial cells. In the experimental system with rat epithelial cells (RLE 6TN), three
different sizes of silica nanoparticles (Sil5 - 15 nm, Si25 - 25 nm, Si80 - 80 nm) were
investigated and compared with control nanoparticles. In addition to cytotoxicity, the effects
of the particles on cell proliferation and signal transduction were considered. The molecular
mechanisms of the particle effects as well as the uptake mechanisms of the silica

nanoparticles and subcellular localization of the particles were investigated.

The smallest silica particles (Sil5) exhibited an inhibitory effect on the epidermal growth
factor (EGF-) mediated cell proliferation. This effect was not caused by the induction of cell
death at the level of apoptosis or necrosis. Rather, a specific interaction of silica nanoparticles
with EGFR-dependent proliferative signal transduction was demonstrated. Exposure to Sil5
nanoparticles resulted in a reduction of EGFR phosphorylation at tyrosine residue 1173. The
nanoparticles significantly reduced EGFR internalization and the activation of intracellular
signal kinases, particularly protein kinase B (Akt), which are associated with the activation of
the receptor. The molecular mechanisms of the anti-proliferative effect of the nanoparticles
were identified at the level of interaction with the natural ligand EGF. This was shown in cell-
free investigations with fluorescence-tagged EGF that it binds to silica nanoparticles.
Confocal microscopy showed a colocalization of the particles and EGF in vesicular structures
in the cellular system. Further analyses with the endocytosis inhibitors chlorpromazine and
filipin III showed that the silica nanoparticles were internalized in the absence of EGF
employing clathrin-dependent mechanisms. Using fluorescent markers for sub-cellular
vesicles, silica nanoparticles localized in early and late endosomes. Thus, it was concluded

that silica nanoparticles after internalization are transported to the lysosomes.
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1. Einleitung
1.1 Nanopartikel — physikalische/chemische Eigenschaften

Das Prifix Nano- leitet sich von dem griechischen Wort nanos (vavog) ab und bedeutet Zwerg
oder zwergenhaft. Partikel in diesem Mafstab bestehen aus wenigen bis mehreren tausend
Molekiilen (Jena und Castleman, 2010) und konnen zum Beispiel luftgetragen, in einer
Fliissigkeit oder in einer Matrix eingebunden vorkommen. Aufgrund ihrer vielfaltigen
Eigenschaften, wie zum Beispiel Superparamagnetismus oder optischen Eigenschaften, sind
Nanopartikel bei industriellen und technologischen Anwendungen besonders wertvoll. Andere
Nanopartikel zeichnen sich durch ihre Féhigkeit, als Elektronendonatoren bei der
Energiespeicherung zu fungieren, aus (He ef al., 2013). Leitfadhige Nanomaterialien konnen
zur Herstellung transparenter schaltbarer Oberflidchen fiir Displays vieler technischer Gerite
und Verbraucherprodukten eingesetzt werden (Goebbert et al., 1999). AuBlerdem werden
Nanopartikel bei medizinischen Anwendungen wie zur Diagnose von Krankheiten oder zum

Medikamententransport eingesetzt.

Laut einer allgemeinen Empfehlung der Europidischen Union aus dem Jahr 2011 gehodren
Materialien zur Gruppe der Nanomaterialien, wenn sie (i) einen Durchmesser zwischen 1 nm
und 100 nm in einer oder mehreren Dimensionen haben, (ii) aus Gemischen (Agglomerate
und Aggregate) mit unterschiedlicher Grofenverteilung bestehen, bei denen min. 50% der
Partikel eine GroBe zwischen 1 nm und 100 nm haben, (iii) aus Partikelgemischen bestehen,
bei denen die spezifische volumenbezogene Oberfliche des Materials grofler als 60 m*cm?
betrdgt (European Commission, 2011). In besonderen Fillen, bei denen ein Risiko fiir Mensch
und Umwelt gegeben ist, sollen auch Gemische bei denen 1 - 50% der Partikel 1 — 100 nm
betragen bzw. die spezifische volumenbezogene Oberfliche unter 60 m?cm?® liegt als
Nanomaterialien klassifiziert werden. Nach der Isonorm CEN ISO/TS 27687 werden neben
sphérischen Partikeln auch Fasern (engl. tubes, fibers), stibchenformige Materialien (engl.
rods) und vieleckige Partikel (z.B. engl. octahedral particles), sowie Kohlenstoffnanoréhrchen
(engl. carbon nanotubes), Fullerene und Nanoplattchen zu den Nanomaterialien gezéhlt, auch
wenn ihre Grofle kleiner oder gréfer als 1 - 100 nm in einer oder mehreren Dimensionen ist.
Nanomaterialien kénnen neben erwiinschten Wirkungen aber auch toxische Effekte beim
Menschen auslosen, die durch grobere Partikel desselben Materials bei gleicher Masse
deutlich schwicher oder gar nicht ausgelost werden (Oberdorster et al, 2007).

Nanotoxikologische Studien zielen darauf ab, solche toxischen Wirkungen und ihre



Mechanismen, die spezifisch fiir Nanomaterialien sind, zu erfassen und so potentielle Risiken
fiir den Menschen zu identifizieren und Gefahren durch die Exposition gegeniiber diesen

Materialien zu bewerten.

Bei gleicher Masse besitzen Nanopartikel eine groBere reaktive Oberflache im Vergleich zu
groberen Partikeln. Eine raue oder porose Beschaffenheit der Oberfliche von Nanopartikeln
kann die reaktive Oberflache zusitzlich vergroBern (Edwards et al., 1997; Hoover et al.,
1996; Li et al., 2006), wihrend sich die reaktive Oberfliche des Materials durch Aggregation
oder Agglomeration von Nanopartikeln verkleinert (Jiang et al., 2009; Limbach et al., 2005).
Weil eine Wirkung von Nanopartikeln auf biologische Systeme iiber ihre reaktive Oberflédche
vermittelt wird, ist dieser Parameter fiir die Effektstirke von Partikelwirkungen

ausschlaggebend.

Aufgrund ihrer Entstehung konnen Nanopartikel in drei Kategorien eingeteilt werden. Die
eine Kategorie beinhaltet Partikel, die durch natiirliche Umstdnde wie Erosion, Brénde oder
Vulkanausbriiche oder durch biogene Faktoren wie zum Beispiel von Bakterien gebildet,
entstanden sind (Jogler et al., 2011). Die zweite Kategorie sind Partikel, die durch den
Menschen unabsichtlich erzeugt werden. Den groflten Anteil dieser anthropogenen
Nanopartikel wird bei Verbrennungsprozessen, wie etwa durch Industrieemissionen,
Hausbrinden und Individualverkehr, erzeugt (Europdische Union, 2004). Die dritte Kategorie
stellen industriell erzeugte Nanomaterialien mit spezifischen technologischen Anwendungen
dar. Die zwei wichtigsten Herangehensweisen, um Nanopartikel technisch herzustellen, sind
die top-down und die bottom-up Methode. Zum Beispiel konnen Nanopartikel aus groferen
Materialstiicken auf mechanischem Weg mithilfe von Lasertechnik herausgeldst, mit
Mahlwerken erzeugt oder nasschemisch in wissrigem Milieu abgeschieden werden (top-down
Methode; Cornacchio et al., 2005; Sylvestre et al., 2004). Alternativ konnen Partikel durch
Flammen-Spray-Pyrolyse aufgebaut oder aus Vorstufen wie zum Beispiel Estern oder Salzen
synthetisiert werden (bottom-up Methode; Mueller et al., 2003; Spicer et al., 1998; Turkevich
et al., 1951; Frens, 1972 und 1973). Bei allen Herstellungsmethoden hat man die Moglichkeit,
die Grofe der Nanopartikel gezielt zu steuern (Canelas et al., 2009; Hartlen et al., 2008;
Stober 1968).

Fir die physikalisch/chemischen Eigenschaften eines Partikels ist in erster Linie die
chemische Zusammensetzung des Materials verantwortlich. Nanopartikel kénnen aus einer

Vielzahl von Materialien oder Werkstoffen bestehen bzw. synthetisiert werden. Zum Beispiel



besteht ein Grofiteil superparamagnetischer Nanopartikel, die in der Therapie von
Gehirntumoren zum Einsatz kommen, aus Eisenoxid (Kikumori et al., 2009; Singh et al.,
2010) und Silbernanopartikel werden aufgrund ihrer antiseptischen Wirkung in medizinischen
Produkten und in Textilien eingesetzt, da die sich an der Oberfliche abscheidenden
Silberionen das Wachstum von Bakterien einschrinken (Pal et al., 2007; Sambhy et al., 2006).
Die materialspezifischen FEigenschaften von Nanopartikeln wurden in diversen
Ubersichtsartikeln zusammengetragen (Auffan et al., 2009; Nel et al., 2009). Generell
unterscheidet man zwischen metallischen (Silber, Gold), oxidischen (Siliziumdioxid,
Titandioxid), kohlenstoff- und polymerhaltigen Partikeln (Chen et al., 2007; Hartlen, 2008;
Niemeyer et al., 2001, Rao und Geckeler, 2011). Es existieren auch dotierte Materialen,
Legierungen oder Gemische von Materialien. Jedoch gerade im Falle der Core Shell (engl.
Kern-Hiille-) Partikel handelt es sich nicht um eine Materialmischung, sondern der Kern und
die Hiille des Partikels bestehen aus unterschiedlichen Material-Phasen (Lu et al., 2002).
Wihrend die Zusammensetzung synthetisierter Partikel, je nach Qualitit der Ausgangsstofte,
bestimmt werden kann, enthalten verbrennungsgenerierte Umweltpartikel in der Regel
anorganische Verunreinigungen wie Metalle und/oder organische Verunreinigungen wie
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK), die auf der Oberfliche der Partikel
adsorbieren (Jenkins et al., 1996; Keyser et al., 1978).

Modifikationen auf der Oberfliche von Nanopartikeln konnen deren physikalische und
chemische Eigenschaften verdndern. Zum Beispiel konnen Nanopartikel wihrend der
Synthese durch fluoreszierende Farbstoffe im Kern oder an ihrer Oberfliche markiert werden
und so als Sonden fiir mikroskopische Analysen genutzt werden (Schiibbe et al., 2010 und
2012). Alternativ oder zusitzlich konnen die Nanopartikel nach der Synthese an ihrer
Oberfliche fiir bestimmte Anwendungen funktionalisiert werden (Bagwe et al., 2006; Subbiah
et al., 2010), sodass zum Beispiel die Ladung der Partikel vorherbestimmt werden kann oder
die Partikel mit reaktiven Seitengruppen versehen werden koénnen. Durch gezielte
Funktionalisierung kann zum Beispiel eine Aufthahme von Nanopartikeln in Zellen verbessert
werden (Lunov et al., 2011) oder wasserunlosliche Partikel hydrophil gemacht werden, sodass
sie in wéassriger Losung eine monodisperse Suspension ergeben (De Palma et al., 2007; Tasis
et al., 2003). Hydrophile Partikel bilden in wissriger Umgebung eine Hydrathiille aus, indem
sich Wassermolekiile durch Dipol-Ionen-Wechselwirkungen um einen Partikel anordnen.
Dadurch werden Partikel in einer Losung stabilisiert und Wechselwirkungen zwischen
Partikeln, die zu einer Agglomeration von Partikeln fiihren kdnnen, minimiert. Die Stabilitéit

von solchen kolloidalen Nanopartikelsuspensionen ist auch von dem umgebenden



Losungsmittel und den darin geldsten Substanzen abhingig. Anderungen des pH-Werts oder
die  Anwesenheit von Proteinen in  biologischen  Systemen  konnen  das
Agglomerationsverhalten sowie eine gewiinschte Wirkungsweise von Partikeln beeinflussen
(Elzey und Grassian, 2010; Gebauer et al., 2012). Die Molekiile, die sich auf der Oberfldche
eines Partikels befinden, bestimmen auch die Ladung dieses Partikels, welche fiir eine
schiadliche Wirkung von Partikeln ausschlaggebend sein kann (Barker ef al., 2013). Zum
Beispiel ist bei Silikananopartikeln die Ladung der Partikel durch die Silanol-Gruppen auf der
Oberfliche vorgegeben, kann aber durch Modifikationen verdndert werden (Chung et al.,
2007). Bei kolloidalen Nanopartikelsuspensionen kdnnen diese zum Beispiel elektrostatisch
iiber die Ladung stabilisiert werden, welche empfindlich gegeniiber Salzen und Anderungen
des pH-Werts ist. Durch elektrostatische Krifte kann daher ein Agglomerieren von Partikeln
verhindert werden. Alternativ  konnen monodisperse Partikel durch ungeladene

Makromolekiile auf ihrer Oberfliche sterisch stabilisiert werden.

1.2  Exposition von Menschen gegeniiber Nanopartikeln

Der Mensch kommt in erster Linie mit anthropogenen Nanopartikeln aus
Verbrennungsprozessen in Kontakt. Neben Industrieemissionen tragen hier vor allem
Hausbrinde und Individualverkehr zur Entstehung von Aerosolen mit Umweltnanopartikeln
bei. Epidemiologische Studien konnten zeigen, dass die Exposition des Menschen gegeniiber
dieser ultrafeinen Fraktion der Umweltstdube mit einer Vielzahl von Erkrankungen des
Menschen korreliert (Donaldson et al., 2005; Harrison und Yin, 2000; Jambers et al., 1995;
Oberdorster et al., 2000 und 2007).

Umweltnanopartikel kommen zunichst mit den epithelialen Grenzgeweben des menschlichen
Korpers in Kontakt. Die Haut bietet im gesunden Zustand eine gute Barriere gegen eine
Penetration von Nanopartikeln (Borm et al., 2006). Untersuchungen mit Modellnanopartikeln
konnten jedoch zeigen, dass (z.B. durch UV-Licht) geschidigte Haut diesen Schutz nicht
mehr bietet und Nanopartikel in tiefere Hautschichten, wie die Dermis, eindringen koénnen
(Mortensen et al., 2008). Uber den Gastrointestinaltrakt aufgenommene Nanopartikel sind in
der Lage, mit Epithelien zu interagieren und Reaktionen auszuldsen, die moglicherweise zur
Entstehung von Erkrankungen beitragen (Gerloff et al., 2013). Uber die Lunge wird der

groBBte Anteil von Nanopartikeln aufgenommen, weil die meisten Umweltnanopartikel in der



Atemluft enthalten sind. Studien haben gezeigt, dass die GroBe der Partikel der
ausschlaggebende Faktor ist, in welche Teile der Lunge sie deponieren. Partikel mit einem
Durchmesser von 1 nm, wie mikroskalierte Partikel, gelangen hauptsichlich in Regionen des
Nasenrachenraums. Besonders Nanopartikel im GroB3enbereich 10 — 100 nm gelangen bis in
die Alveolen (Oberdorster et al., 2005). Dort interagieren Nanopartikel mit Entziindungszellen
und alveolaren Epithelzellen. Makrophagen sind in der Lage, Nanopartikel entweder durch
Transport in die Bronchien der mukozilidren Reinigung zuzufiihren oder {iber das
lymphatische System aus den Atemwegen zu entfernen. Die Interaktion mit epithelialen
Zellen kann zu pro-inflammatorischen Reaktionen fiihren. Aufgrund ihrer geringen GrofB3e
konnen Nanopartikel Epithelien durchdringen und sich so systematisch im Korper verteilen
(Lunov et al., 2011; Unfried et al., 2009). Uber den Blutkreislauf kénnen sie sekundire
Organe erreichen und ggf. dort akkumulieren (Chaves et al., 2002; Sung et al., 2008). Es gibt
Hinweise, dass so aufgenommene Nanopartikel sogar in der Lage sind, die Blut-Hirn-

Schranke zu passieren (Arvizo et al., 2010).

Bei medizinischen Anwendungen von Nanopartikeln werden diese gezielt dem Korper
verabreicht und zum Beispiel als Kontrastmittel bei der Magnetresonanztomographie
(Matthew et al., 2009), in der Krebsdiagnostik (Medley et al., 2008; Jain et al., 2007) oder als
Medikamententransporter eingesetzt (Slowing et al., 2008). Dabei nutzt man die Aufnahme-
und Verteilungsmechanismen der Nanopartikel im Korper aus, um die Partikel an den Zielort
zu bringen (z.B. Enhanced permeability and retention effect; Alexiou ef al., 2011). Bei der
gezielten Verabreichung von Nanopartikeln kommen diese zuerst mit epithelialen oder
endothelialen Grenzgeweben bzw. deren Immunzellen in Kontakt. Eine inhalative Aufnahme
von Nanopartikeln tiber die Lunge, dem Hauptaufnahmeweg von Umweltpartikeln, ist auch
bei medizinischen Anwendungen mdoglich. Diese Methode wird jedoch nur verwendet, um
z.B. stark hydrophobe Nanopartikel zu applizieren, die nicht iiber eine orale Gabe
aufgenommen werden (Yang et al., 2008) oder im Magen hydrolytisch bzw. enzymatisch
abgebaut wiirden (Mohanraj und Chen, 2006). Bei einer oralen Gabe werden Partikel iiber die
Schleimhiute des Gastrointestinaltrakts aufgenommen (Florence et al, 1995; Jung et al.,
2000). Je nach Anwendung konnen Nanopartikel auch intravends injiziert werden, sodass sie
sich im Korper verteilen oder direkt am Wirkungsort appliziert werden (Schréder und Sabel,
1996). Die meisten dieser Partikel werden als Kontrastmittel verwendet (Hainfeld ez al., 2014)
oder dazu eingesetzt um Medikamente zu verabreichen, indem ein Wirkstoff in ihrem Kern

eingeschlossen oder auf ihrer Oberfliche gebunden wird (Miiller et al., 2000). Die



Nanopartikel fungieren dabei als Transporter fiir Wirkstoffe, die ohne Nanopartikel nicht an
den Zielort gelangen wiirden (Wijaya et al., 2009).

1.3  Zell-Partikel-Interaktionen

Neben der reaktiven Oberfliche stellt die primédre PartikelgroBe einen entscheidenden
physikalischen Parameter fiir spezifische Reaktionen von Nanopartikeln dar, die bei groBBeren
Partikeln nicht auftreten (Oberdorster, 2007; Stoeger, 2006). Die Grofe nimmt maBgeblich
Einfluss, ob und iiber welche Mechanismen Nanopartikel in Zellen eindringen konnen. In der
Literatur wurden Mechanismen, wie Makropinozytose, Clathrin- bzw. Caveolin-abhidngige
Endozytose und Clathrin- bzw. Caveolin-unabhéngige Endozytose beschrieben (Conner und
Schmid, 2003b; Hao et al, 2012; Huang et al., 2002; Iversen et al, 2011). Die
physikalischen/chemischen Parameter eines Partikels, wie die Komposition des Materials und
die damit einhergehende reaktive Oberfliche, die Form, die Ladung oder die Grofe der
Partikel beeinflussen die Aufnahmeeftizienz von Partikeln in Zellen (Cho et al., 2009; Rauch
et al., 2013; Shukla et al., 2005). Untersuchungen zur Internalisierung von Nanopartikeln und
Mikropartikeln in Epithelzellen haben ergeben, dass Nanopartikel im Vergleich zu
Mikropartikeln vermehrt von Zellen aufgenommen werden und bis in Organellen wie den
Mitochondrien oder den Zellkern transportiert werden (Desai et al., 1996; Foley et al., 2002;
Schiibbe et al., 2012). Wihrend diesem Vorgang konnen die Nanopartikel die Funktion von
Organellen storen und zum Beispiel Mitochondrien-abhéngige Apoptose auslosen sowie
oxidative DNA-Schdden im Nukleus induzieren (Sharma et al., 2012; Thongkam et al., 2016).
Es konnte auch gezeigt werden, dass Nanopartikel zelluldre Stressantworten dem
endoplasmatischen Retikulum (ER) ausldsen, was Auswirkungen auf die Genregulation hat
und letztendlich Apoptose induziert (Chen et al, 2014). In den meisten Studien wurden
Nanopartikel innerhalb der Zellen in Endosomen oder in Lysosomen nachgewiesen, weil sie
als direkte Folge der endozytotischen Aufnahme dorthin transportiert wurden. In den
Lysosomen, die einen geringeren pH-Wert als andere Organellen der Zelle haben (Iversen et
al., 2011), konnen die Nanopartikel zelluldr degeneriert oder deponiert werden. Partikel, wie
Polystyrolnanopartikel und Quantum Dots (QD), wurden auch in nicht verdauenden und nicht
lysosomalen Vesikeln detektiert (Lai et al., 2007; Tekle et al., 2008). Einzelne internalisierte
Nanopartikel konnen auch iiber exozytotische Vorgédnge aus Zellen wieder heraus transportiert

werden (Oh und Park, 2014).



Unabhédngig vom Aufnahmemechanismus stellt die Generierung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) einen zentralen Wirkmechanismus von Nanopartikeln dar, bei dem
zum Beispiel Membranschidden verursacht, biochemische Signalprozesse beeinflusst, das
Wachstumsverhalten von Zellen gestort, Entziindungsreaktionen gesteuert oder Apoptose
ausgelost werden kann (Akhtar ef al., 2012; Gojova et al., 2007; Sydlik et al., 2006). Die
Entstehung von intrazelluldrem oxidativem Stress durch Nanopartikel kann {iber verschiedene
Mechanismen erklirt werden (Unfried et al. 2007). Nanopartikel aus Ubergangsmetallen
konnen zu Redox-Prozessen im Rahmen von Fenton- und Haber-Weiss-Reaktion beitragen
(Aust et al. 1985). Weiterhin hat man beobachtet, dass in biologischen Systemen aufgrund der
groflen katalytisch wirksamen Oberfliche auch nicht metallische Nanopartikel, wie
Kohlenstoffnanopartikel ein intrinsisches oxidatives Potential haben (Weissenberg et al.,
2010). Weiterhin koénnen Nanopartikel sekundér tiiber bislang unbekannte molekulare
Mechanismen zur Aktivierung oxidativer Systeme wie NADPH-Oxidasen und Xanthin-
Oxidasen beitragen (Vlasova et al., 2016). Die Anwesenheit von Partikel-induzierten ROS hat
zur Folge, dass sich das elektrische Potential der Membran durch die Ladung der
Nanopartikel dndert und die Struktur der Membran tiber Lipid-Peroxidation zerstdrt werden
kann (Karlssona et al., 2013). Eine weitere Folge ist die Oxidation von Proteinen oder
anderen Makromolekiilen (Auffan er al, 2009). Internalisierte Partikel konnen auch
intrazellulir ROS generieren und die physiologischen Prozesse von Organellen wie den
Mitochondrien (Pan ef al., 2009) oder dem ER beeinflussen. Silbernanopartikel konnen zum
Beispiel iiber ROS-induzierte Aktivierung des Jnk-Signalwegs im ER zelluldre
Stressantworten oder mitochondriale Apoptose induzieren (Huo et al., 2015; Piao et al.,
2011). De la Fuente und Berry (2005) konnten zeigen, dass Nanopartikel bis in den Nukleus
transportiert werden und ROS-induzierte oxidative DNA-Schidden verursachen (Sharma et al.,
2009; Shukla et al., 2011). Ebenso konnen Partikel einen indirekten Einfluss auf die
Genexpression von Zellen nehmen. Zum Beispiel konnte im Tierversuch gezeigt werden, dass
Goldnanopartikel in einem bisher ungeklarten Mechanismus in der Leber und der Niere von
Ratten Gene aktivieren, die in Zusammenhang mit dem Lipidmetabolismus stehen
(Balasubramanian et al., 2010). Generell zeigt sich in der Literatur die Tendenz, dass
hydrophobe (schwer dispergierbare) Partikel eine schidlichere Wirkung als hydrophile
(kolloidale) Partikel haben.

Nanopartikel, die in vitro oder in vivo Kontakt mit biologischen Systemen haben, sind
extrazelluldren Proteinen ausgesetzt, bevor sie auf eine Zelle treffen (Lynch et Dawson, 2008;

Monopoli et al., 2011). In der Lunge sind zum Beispiel Partikel, die bis in die Alvoelen



transportiert werden, dem Surfactant (engl. surface active agent) ausgesetzt. Die Proteine
konnen auf der Partikeloberflache binden, sodass sich eine Korona um die Partikel bildet und
die Funktion der Proteine gestdrt werden kann (Lundquist et al., 2011; Wang et al., 2011;
Zhao und Douglas, 2002). Diese Korona unterliegt in biologischen Fliissigkeiten
dynamischen Verdnderungen, bis sie sich in einem Gleichgewicht stabilisiert (Casals et al.,
2010; Cedervall et al., 2007, Tenzer et al., 2013). Welche Proteine mit Partikeln in
Wechselwirkungen stehen, hdngt von der PartikelgroBe und den Eigenschaften der
Partikeloberflache, wie zum Beispiel der Ladung oder einer Funktionalisierung, ab (Salvati et
al., 2013; Shannahan et al., 2013; Lundquist et al., 2008). Es konnte gezeigt werden, dass
manche Proteine reversibel oder irreversibel an Nanopartikel binden und eine sogenannte
weiche oder eine harte Korona entsteht (Milani et al., 2012). Fiir die Interaktion von Partikeln
mit Zellen und deren Internalisierung in Zellen spielt die Proteinkorona eine entscheidende
Rolle (Lesniak et al., 2010; Walkey et al., 2014). Die Stabilitit von Nanopartikeln in
dispersen Suspensionen kann durch die Zugabe von Proteinen und der Ausbildung einer
Korona negativ oder positiv beeinflusst werden. Durch eine sterische AbstoBung der Proteine
konnen Nanopartikel stabilisiert werden, jedoch konnte auch ein erhdhtes
Agglomerationsverhalten von kolloidalen Suspensionen in Anwesenheit von Proteinen

gezeigt werden (Gebauer et al., 2012; Schulze et al., 2010).

1.3.1 Kohlenstoffnanopartikel

Die Gruppe der Kohlenstoffnanopartikel sind gut untersuchte Materialien. Einerseits werden
sie als Modellpartikel fiir verbrennungsgenerierte Umweltpartikel betrachtet und anderseits
stellen sie typische hydrophobe und in Wasser schwer dispergierbare Nanopartikel aus
chemisch inertem Kohlenstoft dar. Kohlenstoffnanopartikel werden auch in verschiedenen
Alltagsprodukten eingesetzt. Bei der Herstellung von Autoreifen besteht ein grof3er Anteil des
Fiillstoffs in der Gummimischung aus granuldren Kohlenstoffpartikeln, sog. carbon black
(Aranda et al., 2007). ,Carbon Nanotubes werden in Superkondensatoren verbaut (Baughman
et al., 2002), und ,Fullerene’ werden in der Produktion von Solarzellen verwendet
(Fostiropoulos et al., 2003). Sowohl fiir Umweltpartikel als auch fiir technologisch
hergestellte Kohlenstoffnanopartikel lieBen sich Zusammenhinge zwischen der Inhalation
dieser Fremdstoffe und der Entstehung von Erkrankungen, wie zum Beispiel der chronisch

obstruktiven Lungenkrankheit (COPD; engl. chronic obstructive pulmonary disease),



Lungenkrebs, Mesotheliome oder kardiovaskuldre Erkrankungen nachweisen (MacNee und

Donaldson, 2003; Donaldson et al., 2005; Hildebrandt ez al., 2009).

Verbrennungsgenerierte Kohlenstoffpartikel bestehen aus ungeordneten Kohlenstoffstrukturen
mit einem gewissen Grad an graphitischer Nahordnung und sind im nicht modifizierten
Zustand in wissriger Umgebung nur schwer dispergierbar (Donaldson, 1999; Jackel et al.,
2014; Schins und Knaapen; 2007). Besonders hydrophobe Kohlenstoffnanoréhrchen und
hydrophobe Carbon Black Partikel neigen wegen ihrer dhnlichen chemischen Oberfldche in
wissriger Umgebung zur Bildung von Aggregaten und Agglomeraten (Jiang et al., 2009),
welche die reaktive Oberflache der Partikel verkleinern (Kliippel et al., 2007). Es konnte
gezeigt werden, dass Kohlenstoffpartikel in biologischen Systemen reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) generieren (Dick et al., 2003; Weissenberg et al., 2010). Diese Partikel-induzierten
ROS haben schidliche Effekte auf Zellen wie zum Beispiel die Peroxidation der Membran,
negative Genregulierung von adhdsiven Proteinen und erhohter Zelltod durch Apoptose und
Nekrose (Panessa-Warren et al., 2006). Sydlik et al. (2006) und Unfried et al. (2007 und
2008) haben gezeigt, dass hydrophobe Kohlenstoftnanopartikel (Printex 90) bei einer
Flachendosis von 10 pg/cm? bzw. einer Konzentration von 33 pg/ml intrazelluldr oxidativen
Stress auslosen. Dadurch kommt es zu einer Aktivierung des EGFR (engl. Epidermal Growth
Factor Receptor) und seiner nachgeschalteten Signalwege. Das resultiert in einer biphasischen
Aktivierung der MAP-Kinasen Erk 1/2 und einer Stimulation der Zellteilung (Peuschel et al.,
2010). Mechanistische Studien haben gezeigt, dass die Partikel-induzierten ROS eine
Akkumulation von Ceramiden in Lipid-Raft Strukturen der Membran verursachen, die
ursdchlich fiir die genannten Signaltransduktionsereignisse ist (Peuschel et al., 2012).
AuBlerdem wurde gezeigt, dass es nach Aktivierung der EGFRs und des B1-Integrin-Rezeptors
durch Kohlenstoffnanopartikel zu einer PI3K-vermittelten Aktivierung von Akt kommt. Die
Phosphorylierung von Akt bewirkt dann eine Aktivierung von Erk 1/2 und einem
proliferativen Verhalten von Lungenepithelzellen (Unfried et al., 2007). Abhingig vom
Adhidsionsgrad der  Epithelzellen kann die Aktivierung des EGFRs durch
Kohlenstoffnanopartikel jedoch auch zur Aktivierung eines anderen MAP-Kinase-Signalwegs
iiber Jnk 1/2 (engl. c-Jun N-terminal kinases) kommen, der in der spezifischen Induktion von
Apoptose resultiert (Sydlik et al. 2006). Neben Induktion der pathogenen Endpunkte
Apoptose und Proliferation ist die spezifisch durch Carbon Black Partikel ausgeloste
Signaltransduktion an der Entstehung von Entziindungsreaktionen durch die Aufregulation
und Ausschiittung des Interleukin 8 (IL8) im Lungenepithel verantwortlich (Brown et al.,
2000; Singh et al., 2007; Sydlik et al., 2009).
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1.3.2 Silikananopartikel

Silikananopartikel sind, ebenfalls wie Kohlenstoffnanopartikel, in der Literatur intensiv
untersuchte Materialien und zum Teil als Bestandteil des Zusatzstoffes E551 in Lebensmitteln
zugelassen. Bei dem Material Silika handelt es sich um das Dioxid von Silizium mit der
Bruttoformel SiO,. Abhidngig von der Struktur des Siliziumdioxids unterscheidet man
zwischen kristallinem und amorphem Silika (Napierska et al., 2010). Kristallines Silika
besteht aus sich translatorisch und periodisch wiederholenden Einheiten, deren Fernordnung
im gesamten Material gleich ist. Ein Beispiel fiir kristallines Silika ist das auf der Erde am
zweithdufigsten vorkommende Mineral a-Quarz, welches flir die Herstellung von amorphem
Glas verwendet wird. Dabei werden dem kristallinen Quarz wéhrend der Schmelze Stoffe
zugemischt, die eine erneute Ausbildung der Kristallstruktur beim Abkiihlen verhindern
(Henderson, 1985). Die Nahordnung von amorphem Silika ist ungeordnet. Mogliche
Verfahren bei der Herstellung von amorphen Silikananopartikeln sind zum Beispiel neben
pyrogener Hydrolyse von Siliziumchlorid in einer Knallgasflamme (fumed silica; Bartel ez al.,
1996) die Synthese kolloidaler Silikapartikel durch die nasschemische Hydrolyse von
Tetraethylorthosilicat (TEOS) in wissriger Losung (Hartlen 2008, Stober, 1968).

Silikapartikel konnen verschiedene toxikologisch relevante Reaktionen ausldsen. Die
Entstehung von einer Silikose durch die Inhalation von quarzhaltigen Feinstduben ist auf eine
chronische Entziindung der Lunge zuriickzufiihren (Rimal et al., 2005). Vergleichsstudien
zwischen kristallinen und amorphen Silikapartikeln haben ergeben, dass kristalline Partikel
ein grofleres Potential haben, Entziindungsreaktionen auszulésen und Lungentumore zu
induzieren (Johnston et al, 2000). Die Pathogenitit der kristallinen Silikapartikel wird durch
die Entstehung von oxidativem Stress an der reaktiven Oberflédche der Partikel bedingt (Lin et
al., 2006; Fubini et al., 2003), denn in Studien mit epithelialen Rattenzellen konnten die
Effekte von Quarzpartikeln durch Zugabe der antioxidativen Substanz N-acetyl Cystein
reduziert werden (Ale-Agha et al., 2009). Alveoldre Makrophagen (AM), die liber die Lunge
inhalierte Partikel aufnehmen, konnen die Partikel nicht abbauen, was zu einem
intrazelluldren Reiz durch die Partikel fiihrt (Hamilton ez al., 2009). Die AM reagieren auf die
Anwesenheit von kristallinen SiO, Partikel mit einer Aufregulation und Ausschiittung des
Interleukins IL-1B (Kawasaki, 2015), wodurch eine Entziindung induziert wird. Auch
amorphe Silikananopartikel sind in der Lage, pro-inflammatorische Reaktionen auszuldsen. In
humanen bronchialen Zellen werden die Mediatoren IL6/IL8 aufreguliert und ausgeschiittet

(Skuland et al., 2014). Im Mausmodell wurde auBlerdem eine Hochregulation der Cytokine
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IL-1B und TNF-o und der Chemokine MCP-1 und MIP-2 in der bronchoalveoldren Lavage
nach Instillation von amorphen Silikapartikeln beobachtet, was auf eine Aktivierung des TGF-
a-induzierten EGFR-Signalwegs durch amorphe Silikapartikel zuriickzufiihren ist (Cho et al.,
2007). In HUVEC Zellen konnte aber auch gezeigt werden, dass die iiber den EGFR- und
PI3K-vermittelte Aktivierung der Proteinkinase B reduziert wird (Duan et al. (2014).

In toxikologischen Studien, die sich mit dem Vergleich zwischen nicht kolloidalen fumed
Silikapartikeln und kolloidalen Stoberpartikeln beschéftigen, wurde ein hdheres zytotoxisches
Potential bzw. eine hohere Ros-Entstehung der nicht kolloidalen Partikel identifiziert (Zhang
et al., 2012). In einem Tierversuch mit kolloidalen Silikapartikeln konnten zwar, dhnlich wie
durch nicht kolloidale Silikananopartikel, oxidative Zellschiden und eine schwache
Entziindungsreaktion detektiert werden (Kaewamatawong et al., 2006), allerdings erholt sich
diese 30 Tage nach der Instillation der Partikel zu einem subakutem Stadium. Auch Wahrheit
et al. (1995) konnten in Ratten zeigen, dass kolloidale Silikananopartikel im Vergleich zu
kristallinen oder  hydrophoben amorphen Silikapartikeln die geringsten
Entziindungsreaktionen auslosen. Daher werden amorphe Silikapartikel in manchen Studien
als negativ-Kontrolle fiir Untersuchungen an kristallinen Silikananopartikeln verwendet
(Brunner et al., 2006; Ghiazza et al., 2010). AuBBerdem gibt es in der Literatur Studien, bei
denen kolloidale (und mesopordse) Silikananopartikel zu medizinischen Anwendungen im
Menschen mit Medikamenten beladen werden, weil diese neben der schwachen toxischen
Wirkung einfach zu synthetisieren, modifizieren und funktionalisieren sind und leicht von
Zellen aufgenommen werden. Kolloidale Silikapartikel konnen zum Beispiel von
Lungenepithelzellen tiber Clathrin-vermittelte und Aktin-abhidngige Endozytose internalisiert
werden (Chung et al., 2007; Graf et al., 2012; Hsiao et al., 2014). Chung et al. (2007) hat
einen Einfluss der Partikelladung fiir die Effizienz der Aufnahme identifiziert. Es konnte auch
beobachtet werden, dass Silikananopartikel zum Beispiel iiber den ,Proton Sponge*‘-Effekt aus
Endosomen, in denen sie sich nach Clathrin-abhidngiger Aufnahme befinden, in das
Zytoplasma gelangen konnen (Boussif et al., 1995; Slowing et al., 2006). Kolloidale
Silikananopartikel mit einem Durchmesser von 32 nm konnten auch im Nukleus
nachgewiesen werden, wahrend 83 nm groB3e Partikel nur in das Zytoplasma aber nicht in den
Zellkern von Caco2-Zellen internalisiert werden (Schiibbe et al., 2012). Die gleichen
kolloidalen Silikananopartikel gelangen in humanen A549 Zellen iliber Endozytose in die
Zellen und werden {tber aktiven Transport in die perinukledre Region transportiert

(Schuhmann et al., 2012).
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Wegen der geringeren Toxizitdt von amorphen Silikapartikeln, im Vergleich zu kristallinem
Material, gibt es eine Reihe von medizinischen Ansédtzen mit Silikananopartikeln. Besonders
mesopordse Silikapartikel eignen sich gut, um medizinische Wirkstoffe, wie zum Beispiel
Ibuprofen, im Korper zu transportieren und kontrolliert am Wirkungsort zu entlassen
(Manzano et al., 2008; Slowing et al., 2007 und 2008). Funktionelle Molekiilgruppen auf der
Oberfliche von Partikeln verbessern die zellulire Aufnahme und die biologische
Kompatibilitit, wie eine reduzierte Zytotoxizitit, und ermoéglichen so eine sichere
intrazelluldre Abgabe von zum Beispiel DNA oder siRNA (engl. small interfering RNA)
(Kneuer et al., 2000; Li et al., 2011; Meng et al., 2013). In einer in vivo Studie mit Miusen
wurde beobachtet, dass intravends verabreichte lumineszierende Silikapartikel selektiv von
Organen (Niere, Leber, Milz) aufgenommen werden, dort akkumulieren und innerhalb
weniger Tage zu nicht toxischen Produkten (ortho-Kieselséure) abgebaut werden. Wenn diese
Partikel mit Dextran beschichtet wurden, konnte in vivo eine Akkumulation der
Silikananopartikel in Tumoren der Maiuse beobachtet werden, sodass sie nicht nur als
Wirkstofttransporter, sondern auch zur Identifizierung von Tumoren verwendet werden

konnen (Park et al., 2009).

1.4 Die Protein-Tyrosin-Kinase EGFR

Nanopartikel konnen neben einer direkten zytotoxischen Wirkung, wie zum Beispiel die
Abgabe von Ionen bei Silbernanopartikeln, auch Zellreaktionen iiber die Generierung von
oxidativem Stress auslosen. Diese ROS konnen Signaltransduktionsereignisse induzieren oder
inhibieren, die in einer subakuten Toxizitdt resultieren. Fiir Kohlenstoffnanopartikel konnte
gezeigt werden, dass der EGFR-Signalweg und nachgeschaltete Kinasen (Erk 1/2; Akt) iiber
Partikel-induzierten oxidativen Stress aktiviert werden (Peuschel et al., 2010; Sydlik et al.,
2006; Unfried et al., 2007 und 2008; Weissenberg et al., 2010).

Der EGFR (epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor) ist eine ubiquitir vorkommende
membranstindige Rezeptor-Tyrosin-Kinase. Kinasen aktivieren Proteine iiber eine reversible
Bindung von Phosphatgruppen an Tyrosin, Serin oder Threonin von Zielproteinen. Ebenso
konnen Phosphatasen die Phosphatgruppen abspalten und so die Zielproteine inaktivieren. Im
menschlichen Koérper wurden bisher 518 Kinasen und 147 Phosphatasen (Manning et al.,

2002; Moorhead et al. 2007) identifiziert, unter denen die Superfamilie der Protein-Tyrosin-
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Kinasen (PTK) existiert, die sich wiederum in 58 membranstindige Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen und 32 zytoplasmatische Tyrosin-Kinasen aufteilen (Robinson, et al., 2000). Der
EGFR besteht aus einer extrazelluldren Liganden-bindenden Doméne am N-Terminus, einer
kleinen hydrophoben Doméne, die als Membrananker dient, und einer intrazelluldren Doméne
mit der Kinasefunktion am C-Terminus. Insgesamt besteht der EGFR aus 1186 Aminosiuren
und hat eine molare Masse von ungefidhr 180 kDa. Der humane EGF-Rezeptor wird in 4
Isotypen aufgeteilt: EGFR (HER, ErbBl1), ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) und ErbB4
(HER4). Der bekannteste Ligand des EGFRs ist der Wachstumsfaktor EGF (engl. epidermal
growth factor).

Im Jahr 1962 wurde von Stanley Cohen erstmals das Polypeptid EGF aus den
Unterkieferdriisen von Miusen isoliert. Cohen stellte fest, dass EGF das Offnen der Augen
sowie die Bildung von Schneidezdhnen von neugeborenen Méusen beschleunigt und bekam
fiir diese Entdeckung 1968 den Nobelpreis fiir Medizin. Der EGF gehort mit TGF-a (engl.
transforming growth factor alpha), HB-EGF (Heparin-bindendes EGF), Amphiregulin,
Epiregulin, Betacellulin sowie der Gruppe der Neureguline zu der Familie der EGF-artigen
Liganden (Massague et al, 1993). Diese Ligandenfamilie zeichnet sich durch eine
konservierte Cystein-reiche Doméne aus, die in einer oder mehrerer Kopien wiederholt
werden (Engel, 1989; Davis, 1990). Alle EGF-artigen Liganden werden zunichst als
membranstindige Pro-Proteine gebildet und bei Bedarf in die aktive Form {iberfiihrt (Singh
und Harris, 2005). Der humane EGF (hEGF) besteht aus 53 Aminosduren und hat ein
Molekulargewicht von ndherungsweise 6 kDa (Taylor, 1970). Er besitzt eine grof3e
Homologie zu Nagetierspezies (zum Beispiel 79% Identitdt beim Kaninchen (Bell, 1986)),
sodass auch humanes EGF in der Lage ist, den EGFR von Ratten- oder Mauszellen zu

aktivieren (Simpson, 1985).

1.4.1 Aktivierung des EGFRs

Der EGFR spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation von zelluldren Prozessen und steht am
Anfang von Signalkaskaden, die als Endpunkte Proliferation (Schmidt-Ullrich et al., 1997),
Zelldifferenzierung (Nicholson et al., 2001), Inflammation (Lichtenberger et al., 2013) und
Apoptose (Reginato et al., 2003) haben konnen. Die Bindung eines Ligandenmolekiils erfolgt
gleichzeitig an zwei Rezeptormolekiilen. Es folgt eine Dimerisierung der beiden Rezeptoren

und somit kommt es zur Entstehung von entweder Homodimeren, wenn zwei Rezeptoren
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desselben Isotypen an EGF binden, oder Heterodimeren, wenn zwei Rezeptoren von
unterschiedlichen Isotypen ein Dimer bilden. An den C-terminalen Doménen wird durch
diesen Vorgang die ATP-abhidngige Tyrosinkinase aktiviert, und es kommt zu einer
Autophosphorylierung des Rezeptors an spezifischen Phosphorylierungsstellen. Die Auswahl
der Phosphorylierungsstellen hingt einerseits vom jeweiligen Ligandenmolekiil und
andererseits von den an der Dimerisierung beteiligten Isotypen ab. Der EGFR besitzt sieben
Autophosphorylierungsstellen (Tyr974, Tyr992, Tyr1045, Tyr1068, Tyr1086, Tyrl1148,
Tyr1173) (Abe M., 2006; Mitsudomi und Yatabe, 2010) und vier Stellen, die nur von anderen
Kinasen phosphoryliert werden konnen (Tyr820, Tyr845, Tyr891 und Tyr1101) (Biscardi et
al.,, 1999; Stover et al, 1995). Tyrll73 ist als eine der wichtigsten
Autophosphorylierungsstellen identifiziert worden, die bei Aktivierung an SHC- (engl. src-
homology 2 domain containing) Proteine binden (Downward et al., 1984). Durch PTPN6
(engl. protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 6) kann dieser aktivierende
Mechanismus negativ reguliert werden (Keilhack et al., 1998). Im weiteren Verlauf der
Signalkaskade interagieren intrazelluldre Signalproteine, wie PLCy (Phospholipase C-gamma)
(Chattopadhyay ef al., 1999) oder GAP (Margolis et al., 1990) oder Adaptorproteine, wie
GRB1 und GRB2 (Giubellino et al., 2011), mit dem Rezeptor. Der aktivierte Rezeptor-Protein
Komplex wird nun {iber Clathrin-vermittelte Endozytose internalisiert (Madshus und Stang,
2009) und aktiviert Signalkaskaden, wie den MAPK (engl. mitogen-activated protein kinase)-
Signalweg oder den PI3K-Signalweg (She, 2005).

1.4.2 Internalisierung und Deaktivierung des EGFRs

Der durch EGF aktivierte Rezeptor-Protein-Komplex rekrutiert das Strukturprotein Clathrin in
die Membran. Clathrin bildet zusammen mit der Membran spezielle Vesikel, sog. ,clathrin-
coated pits‘, in die der Rezeptor aufgenommen wird (Vieira et al., 1996). Diese schniiren sich
nach der Anreicherung von Rezeptormolekiilen an der Membran ab und transportieren den
Rezeptor intrazelluldr in einem gebildeten Membranvesikel (Sigismund ef al, 2008).
Innerhalb weniger Minuten zerfillt die Clathrinhiille und der EGFR befindet sich in einem
Vesikel, welches als friilhes Endosom (engl. early endosome) bezeichnet wird. Uber die
Ubiquitin-Ligase cCbl kann der Rezeptor in diesem Zustand ubiquitiniert werden. Das hat zur
Folge, dass der EGFR zu Lysosomen transportiert und dort abgebaut wird (Yarden, 2001). Die
Entscheidung, ob der EGFR recycelt oder abgebaut wird, kann auch iiber die Bindung der
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verschiedenen Liganden beeinflusst werden (Khan et al., 2005). Im Falle des Abbaus des
Rezeptors wird dieser nicht mit dem Protein cCbl (engl. casitas B-lineage lymphoma) bzw.
vCbl, einer viralen Form von Cbl, fiir eine Ubiquitinierung markiert. Das hat zur Folge, dass
der EGFR dephosphoryliert wird und das Endosom wieder mit der Zytoplasmamembran
fusioniert. Die Rezeptormolekiile werden so recycelt und konnen erneut aktiviert werden
(Gonzalez-Gaitan, 2008; Levkowitz et al., 1998). Polo et al. (2014) konnte zeigen, dass im
Fall des Liganden EGFs die anwesende Menge des EGFs den Abbau bzw. den Transport zur
Membran beeinflusst. Bei niedrigen Konzentrationen von EGF wird der internalisierte EGFR
recycelt und wieder zur Membran transportiert, wiahrend er bei hoheren Dosen lysosomal
degradiert wird (Sigismund et al., 2013). Es wurden Hinweise gefunden, dass der EGFR nach
der Internalisierung auch weiterhin als Signalplattform aktiv sein kann und {ber
Signaltransduktion zum Beispiel Einfluss auf die Regulierung von Genen nimmt (Brand et al.,
2011). Laut einer Studie von Lenferink et al. aus dem Jahr 1998 wird ein Rezeptor-
Homodimer recycelt, was zu einem konstanten EGFR-Level in der Membran fiihrt. Ein
Rezeptor-Heterodimer wird hingegen degradiert. Dies liegt an der geringeren Stabilitit von

den Rezeptor-Heterodimeren, sodass cCbl schnell von dem Rezeptor-Komplex dissoziiert

(Yarden, 2001).

Neben der klassischen Aktivierung des EGFRs durch den Liganden EGF kann der Rezeptor
auch tber zelluldren Stress, wie UV-Strahlung, Schwermetall-lonen oder reaktive
Sauerstoffspezies (z.B. H,O,) aktiviert werden (Zwick et al, 1999). Je nachdem, ob der
EGEFR iiber den Liganden EGF oder iiber zelluldren Stress aktiviert wird, kommt es zu einem
cSrc (engl. cellular sarcoma)-vermittelten Phosphorylierungssignal des Rezeptors und
Verdnderungen im Dimerisierungsverhalten (Filosto et al., 2011). Nach Aktivierung durch
oxidativen Stress dndert sich der Internalisierungsmechanismus zu Caveolin-1-/Lipid Raft-
abhingiger Endozytose (Mineo et al, 1999). Der Rezeptor wird dann in Caveolae
internalisiert und diese H,O;-induzierte Signaltransduktion durch lysosomalen Abbau des
EGFRs gestoppt. Wenn Caveolin-1 hyperphosphoryliert wird, bleibt der Rezeptor aktiv und
wird nicht degradiert (Kahn et al., 2006).
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1.4.3 EGFR-abhiingige Signalwege iiber Erk 1/2 und Akt

Zu den am besten untersuchten Signalereignissen gehdren die Aktivierung der MAP-Kinasen
Erk 1/2 (engl. extracellular-signal regulated kinase 1 and 2) {iber den Ras/Raf/MEK-Weg und
die PI3K-vermittelte Phosphorylierung von Akt (Proteinkinase B).

Aktivierung von Erk 1/2: Nach Bindung des Liganden EGF an den EGF-Rezeptor
autophosphoryliert sich dieser und die Adaptoren SHC und Grb2 (emgl. growth factor
receptor-bound protein 2) binden an die C-terminale Domine des Rezeptors (Abb. 1.1). Grb2
bildet mit SOS (engl. son of sevenless) und Ras (engl. rat sarcoma) einen Proteinkomplex, der
mit Ras als Adaptorprotein an die Serin/Threonin-Kinase Raf (engl. rat fibrosarcoma) bindet
und diese dadurch aktiviert (Buday und Downward, 1993; Aronheim et al, 1994;
Schlessinger, 1993 und 1994). Raf ist die erste der drei in Reihe geschalteten MAPK (engl.
Mitogen-activated protein kinase) des MAPK-Signalwegs (Kyriakis, 1999; Kumar et al.,
2003). Es existieren verschiedene Isotypen von Raf (C-Raf, A-Raf, B-Raf; Morrison und
Cutler, 1997; Hagemann und Rapp, 1999), die alle nach Phosphorylierung die Kinasen
Mek1/2 (engl. Mitogen-activated protein kinase kinase) aktivieren bzw. phosphorylieren. Der
letzte Teil dieser Signalkaskade ist Erk 1/2 oder MAPK. Erk 1/2 kann nach seiner Aktivierung
in den Nukleus internalisiert werden und dort durch die Phosphorylierung von
Transkriptionsfaktoren (z.B. Untereinheiten von AP-1) die Genregulierung beeinflussen

(Sénchez et al., 1994).
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Aktivierung von Akt: Eine alternative Signalkaskade zu dem MAPK-Signalweg, der durch
den aktiven EGFR initialisiert werden kann, ist der PI3K/Akt Signalweg (Abb. 1.1). Der
EGFR phosphoryliert dann nach seiner Aktivierung durch EGF PI3K (engl
phosphatidylinositol 3-kinase), die direkt - oder zunéchst iiber IRS1 (eng/. insulin receptor
substrate 1) vermittelt - das membranstdndige Phospholipid PIP2 (engl. phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphate) durch Phosphorylierung zu PIP3 (engl. phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate) umwandelt. Die Aktivierung von PIP3 rekrutiert das zentrale Schliisselprotein
Akt (Proteinkinase B) sowie PDK1 (engl. 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1) zur
Membran, sodass Akt durch PDK1 an Tyrosin 308 phosphoryliert wird. Uber weitere Proteine
kann mTOR (engl. mechanistic target of Rapamycin) aktiviert werden, welches in diesem
Signalweg Transkriptionsfaktoren phosphoryliert (Manning und Cantley, 2007; Hemmings
und Restuccia, 2012). Alternativ konnte auch gezeigt werden, dass Akt selber zum Nukleus
transloziert und dort Transkriptionsfaktoren aktiviert (Andjelkovic et al., 1997; Meier et al.,
1997; Neri et al., 2002). In seiner zentralen Rolle hat Akt verschiedene Substrate mit
verschiedenen zelluliren Endpunkten, wie z.B. Proliferation oder Angiogenese (Marte und

Downward, 1997; Unfried et al., 2008).

< @
EGFR EGFR

deaktiviert aktiviert

Genexpression:
Proliferation
Apoptose
Entziindungsreaktionen

MO0

Abbildung 1.1: Schematische Ubersicht des MAPK und des PI3K/Akt Signalwegs.
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Die beschriebenen EGFR-abhédngigen Signalereignisse haben besondere Bedeutung fiir die
Toxizitdit von hydrophoben Nanopartikeln. Fiir Kohlenstoffnanopartikel konnte gezeigt
werden, dass diese Zellreaktion in Lungenepithelzellen zur Induktion der Zellproliferation
fiihrt (Sydlik et al 2006). Durch intrazelluldren oxidativen Stress wird der EGFR Signalweg
aktiviert und eine verstirkte Phosphorylierung der Kinasen Erk 1/2 und Akt beobachtet.
Durch Studien mit Antioxidantien wurde gezeigt, dass diese Reaktion spezifisch durch
intrazelluldre reaktive Sauerstoffspezies ausgeldst wird (Weissenberg et al., 2010). Weitere
Untersuchungen mit hydrophoben Nanopartikeln und groberen Kontrollpartikeln aus
Manganoxiden, fumed Silika und Titandioxid, weisen darauf hin, dass diese Zellreaktionen
nicht ausschlieSlich durch Kohlenstoffnanopartikel, sondern auch durch andere Materialien
induziert werden konnen (Bieschke 2016). Vergleichsstudien, in denen Nanopartikel mit
groberen (nicht-nano) Partikeln verglichen werden, weisen darauf hin, dass die Aktivierung
des EGFR in Lungenepithelzellen ein toxikologisch relevanter Parameter fiir die Toxizitét von

hydrophoben Nanopartikeln ist.

1.5 Zielsetzung dieser Dissertation

Kolloidale Nanomaterialien gewinnen fiir moderne technologische und medizinische
Anwendungen aufgrund von geringen adversen Effekten immer mehr an Bedeutung und sind
tiber nasschemische Synthesen leicht herzustellen. Zur toxikologischen Bewertung des
Gefahrdungspotentials von kolloidalen Nanopartikeln miissen die Mechanismen von Partikel-
Zell-Interaktionen verstanden werden. Neben der Untersuchung der Zytotoxizitidt werden hier
Reaktionen von Zellen, Geweben und Organen, die zur Entstehung und Ausprigung von

Erkrankungen beitragen, untersucht.

Die Aktivierung des EGFRs stellt einen zentralen Mechanismus fiir die Regulation der
epithelialen Gewebehomoostase dar. Die Vorarbeiten mit verschiedenen hydrophoben
Nanopartikeln unterstreichen die zentrale Bedeutung dieses Signalweges bei der Induktion
von Proliferation, Apoptose und inflammatorischen Reaktionen durch diese Fremdstoffe. Die
Bedeutung der EGFR-abhingigen Signaltransduktion bei der Interaktion von kolloidalen
Nanopartikel mit epithelialen Zellen und ihr Zusammenhang mit einer mdglichen Toxizitét

waren bislang unbekannt.
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Die vorliegende Dissertation hatte deshalb das Ziel, die molekulare Wirkung von kolloidalen
Silikananopartikeln  (SiNP) auf EGFR-abhingige Signalereignisse 1im etablierten
Versuchsmodell mit Rattenlungenepithelzellen zu untersuchen. Neben den Endpunkten
Zytotoxizitét, Proliferation und Apoptose sollte iiberpriift werden, ob die kolloidalen SiNP
Einfluss auf die EGFR-abhédngige Signaltransduktion mit den nachgeschalteten Kinasen
Erk 1/2 und Akt nehmen und ob kausale Zusammenhénge zwischen dem Einfluss der Partikel
auf die Signaltransduktion und den genannten Endpunkten bestehen. Die EGF-abhdngige
Translokation des EGFRs sowie eine Interaktion der Partikel mit molekularen Komponenten
des Signalweges sollte u.a. mittels konfokaler Mikroskopie analysiert werden. Die
Mechanismen der Partikelaufhahme sollte durch pharmakologische Inhibition von Clathrin-
und Caveolin-abhingiger Endozytose (Chlorpromazin und Filipin) identifiziert werden. Die
intrazellulare Verteilung der Silikananopartikel sollte durch geeignete Fluoreszenzfarbungen

von Vesikeln (EEA1, Rab7) aufgeklirt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Nanopartikel
2.1.1 Kolloidale Siliziumdioxidnanopartikel (SiNP)

Die in dieser Arbeit verwendeten kolloidalen Silikananopartikel wurden am INM - Leibniz-
Institut fiir Neue Materialien gGmbH in Saarbriicken durch nasschemische Hydrolyse
(bottom-up Synthese) von Tetracthylorthosilicat (TEOS) synthetisiert (Hartlen, 2008;
Tavernaro et al., 2017) und charakterisiert. Diese unmarkierten Partikelchargen werden im
Folgenden ,Me-Serie* genannt. Fiir die mikroskopischen Analysen wurden Partikel-Chargen
mit dem fluoreszenten Farbstoff Atto647N-NHS hergestellt und im Folgenden als ,Fd-Serie*
bezeichnet. Die Partikelsynthese und ein Teil der Charakterisierung wurden durch die
Kollegen der Arbeitsgruppe Nano-Zell-Interaktionen, die weitere Analytik, SiO,-Gehalt und
Elektronenmikroskopie, durch die Kollegen der chemischen Analytik und physikalischen
Analytik (INM) durchgefiihrt.

2.1.1.1 Synthesen der Silikananopartikel
Im Folgenden werden die Syntheseschritte kurz aufgefiihrt.
Me-Serie:

Si15: Es wurden 91 mg L-Arginin in 69 ml Milli-Q-Wasser geldst und mit 4,5 ml Cyclohexan
iberschichtet. Die Reaktionslosung wurde auf 45 °C (40 °C Innentemperatur) unter Riickfluss
erhitzt. Beim Erreichen der Temperatur wurden 5,5 ml Tetraethylorthosilicat (TEOS) zu der
Losung gegeben. Dieser Ansatz wurde fiir 20 h bei 45 °C geriihrt. Im Anschluss wurde die
Cyclohexan-Phase abgetrennt, die Partikelsuspension zur Aufreinigung gegen Milli-Q-Wasser
dialysiert. Zuletzt wurde die Partikelsuspension durch einen 0,2 pm Zelluloseacetat (CA,

polar) Spritzenvorsatzfilter steril gefiltert und bei 4 °C gelagert.

Si25: Die Synthese der Silikananopartikel mit einem mittleren Partikeldurchmesser von

25 nm erfolgte analog der oben beschriebenen Methode. Im Unterschied zur Synthese von
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Sil5 Partikel wurde die Temperatur bei der Synthese verdndert, sodass die Si25 Partikel bei
65 °C statt 45 °C stattgefunden hat.

Si80: Die Herstellung von Nanopartikel mit einem mittleren Durchmesser von 80 nm erfolgte
in mehreren Wachstumsschritten ausgehend von den Si25 Partikeln. Fiir jeden
Wachstumsschritt der Partikel wurden folgende Arbeitsschritte durchgefiihrt: 14 mg L-Arginin
wurden in 36 ml Milli-Q-Wasser gelost, mit 10 ml Silikapartikelsuspension (Si25 fiir Si45;
Si45 fiir Si60; Si60 fiir Si80) versetzt, und mit 4,5 ml Cyclohexan {iberschichtet. Nachdem die
Suspension auf 65 °C (Innentemperatur 60 °C) unter Riickfluss erhitzt wurde, wurden 3,52 ml

TEOS zugegeben und bei einer Synthesedauer von 20 h erstellt.

Zur Aufreinigung wurden alle Partikelsuspensionen dialysiert, steril filtriert und bei 4 °C

gelagert.

Fd-Serie:

Die Synthese der fluoreszenzmarkierten Silikananopartikel unterscheidet sich von den
unmarkierten Partikeln durch die Zugabe des Farbstoffs Atto647N-NHS-Ester, der zuvor mit
Cysteinsédure und APTES ((3-Aminopropyl)triethoxysilane) gekoppelt wurde. Der Farbstoff
wird wihrend der Synthese kovalent in die Partikelmatrix eingebunden. Eine halbe Stunde
nach der Zugabe von TEOS wurden 100 pul des Farbstoffs Atto647N-NHS-Cys-APTES in die
Synthese-Losung  gegeben. Alle anderen Mengen, Synthesebedingungen und

Aufreinigungsschritte entsprachen denen der Me-Serie.

Tabelle 2.1: Ubersicht der kolloidalen Silikananopartikel (nicht fluoreszente Me-Serie). Angegeben sind die

jeweils kleinsten und grofSten Messwerte aller verwendeten Partikelchargen (Anhang Kapitel 6.1).

Synthesename Silika-Gehalt Partikel-Durchmesser C-Potential
g SiOy/Liter] (TEM) [nm] [mV]
Mel5 4,0-5,8 8—-15 von -12 bis -29
Me25 3,4-6,6 21 -25 von -24 bis -43
Me80 2,1-35 82 -89 von -28 bis -39
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Tabelle 2.2: Ubersicht der kolloidalen Silikapartikel (fluoreszente Fd-Serie). Angegeben sind die jeweils

kleinsten und gro3ten Messwerte aller verwendeten Partikelchargen (Anhang Kapitel 6.1).

Synthesename | Silika-Gehalt Partikel- Extrapolierte ¢-
[g SiO,/Liter]| Dm(',crlgg/i; ser spezifische Potential

[nm] Oberfliache [m?/g] [mV]

Mel5 1,0-4,5 12-15 237 -200 von -15

bis -19

Me25 5,1-8,0 25-27 124 - 113 von -21
bis -31

Me80 1,0-3,1 82 -89 31-30 von -28
bis -39

Abbildung 2.1: Reprisentative TEM-Aufnahmen der Silikananopartikel. Die kolloidalen Dispersionen
wurden fiir die Bildaufnahme iiber Nacht auf einem Kohlenstoffnetz eingetrocknet. A: Sil5; B: Si25; C: Si80.
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2.1.2 Fumed Silikapartikel (SiF)

Als Silikananopartikel, die in Wasser schwer dispergierbar sind, wurden flammenpyrolytisch
hergestellte Silikapartikel des Herstellers Sigma-Aldrich (Silica, fumed; # S-5505; Lot# 101F-
0016) erworben. Laut Napierska et al. (2010) handelt es sich bei den fumed Silika um
hydrophobe Partikel. Unmittelbar vor jeder Belastung der Zellen wurden die SiF Partikel
frisch abgewogen, mit Reinstwasser versetzt [1 mg/ml] und in einem Ultraschallbad fiir eine
Stunde bei 50 — 60 kHz/ 120 V dispergiert. Die RLE-Zellen wurden mit den Nanopartikeln
einer Endkonzentration von 33 pg/ml belastet. (Zum Beispiel: Zugabe von 100 pl SiF-
Dispersion in die 3 ml Medium einer 6-Well-Platte). Die Eigenschaften der fumed

Silikapartikel sind in der Tabelle 2.3 zusammengefasst.

Tabelle 2.3: Eigenschaften der fumed Silikananopartikel.

Partikelname spezifische primiérer Partikel- C-Potential
Oberfliache Durchmesser
[mV]
[m?*/g] [nm]
SiF 200 + 25 14 -18+0,5

2.1.3 Ultrafeine Kohlenstoffnanopartikel ,Carbon Black® (CNP)

In dieser Arbeit wurden als Kontrollpartikel ultrafeine Carbon Black Partikel ,Printex® 90°
der Firma Evonic (Frankfurt/Main) mit bekannter Wirkung auf die EGFR-abhdngige
Signaltransduktion verwendet. Diese Kohlenstoffpartikel wurden unmittelbar vor jeder
Belastung der Zellen abgewogen und in Milli-Q-Wasser in einem Ultraschallbad fiir eine
Stunde bei 50 — 60 kHz/ 120 V dispergiert. Die RLE-Zellen wurden mit einer Konzentration
von 33 pg/ml belastet, indem eine 1 mg/ml konzentrierte Stock-Ldsung angesetzt wurde. Je
nach Volumen der verwendeten Kulturplatte wurden unterschiedliche Mengen der CNP-
Dispersion ins Medium gegeben. (Zum Beispiel: Zugabe von 100 pl CNP-Dispersion in die
3 ml Medium einer 6-Well-Platte). Die Eigenschaften der Kohlenstoffnanopartikel sind in der

Tabelle 2.4 zusammengefasst.



Tabelle 2.4: Eigenschaften der Kohlenstoffnanopartikel.

Partikelname spezifische primirer Partikel- C-Potential
Oberfliche Durchmesser
[mV]
[m?*/g] [nm]
CNP 300 +25 14 -26+1

2.2 Zelllinie RLE-6TN
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Bei den RLE-6TN (engl. rat lung epithelial-T-antigen negative) Zellen handelt es sich um

eine SV-40-transfizierte, immortalisierte alveolare Typ II Lungenepithel-Zelllinie aus einer

Ratte. Diese Zelllinie zeigt Eigenschaften von alveoldren Typ II Zellen, wie Lipid-haltige

Einschlusskorper (Lamellarkorperchen) und die Expression von Zytokeratin 8 und 19, jedoch

lasst sich keine Aktivitdt der alkalischen Phosphatase nachweisen. Diese Zelllinie wurde aus

einer 56 Tage alten médnnlichen Ratte des Stamms F344 durch Atemwegsperfusion mit einer

Pronaseldsung isoliert (ATCC, Manassas, USA; Driscoll et al., 1995).
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2.3  Gerite, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

2.3.1 Liste der verwendeten Gerite

Geritebezeichnung

Hersteller

Absaugpumpe Vacusafe

Integra, Zizers, CH

Abzug 2-454-GAND

Kottermann, Uetze

Autoklav Technoclav

Integra Biosciences, Fernwald

Autoklav X-75

Systec, Linden

Binokular Leitz

Leica Microsystems, Wetzlar

Cellomics ArrayScan HCS Reader

Thermo Scientific, , Waltham, USA

FACScalibur Flow Cytometer

BD Bioscience Immunocytometry System, San

Jose, USA

Fluorchem Q

Alpha Innotec, Kasendorf

Fluoroskan Ascent

Labsystems Inc., Waltham, USA

Gelkammern Dual gel vertical unit

Mini-Protean® Tetra System

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Bio Rad, Hercules, USA

Heizblock Bioblock Scientific

Thermolyne Corp., Dubuque, USA

Horizontal-Wasserbadschiittler

Infors AG, Bottmingen, CH

Inkubator 08-56353

Binder GmbH, Tuttlingen

Inkubator Galaxy 170 R

Eppendorf (New Brunswick), Hamburg

Inkubator HER Acell 240 Kendro, Hanau
Kiihlschrinke Liebherr, Bulle, CH
Mehrkanalpipette 50-200 pl Socorex, Ecublens, CH
Mikroskop AE 2000 Motic, Wetzlar
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Wedel

Mikroskop BX 60 (Fluoreszenz)

Olympus, Hamburg

Mikroskop Quanta 400 FEG (Schottky-Emitter)

FEI, Hilsboro, USA.

Mikroskop Leitz Laborlux K Leica Microsystems, Wetzlar
Minishaker MS1 IKA, Staufen
Multipette® Plus Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Parallelsynthese-Apparatur

Radleys, Saffron Walden, UK

Photometer Multiskan Ascent 96

Labsystems Inc., Waltham, USA

Plattenlesegerit Infinite M200 pro

Tecan, Ménnedorf, CH

Pipetten Reserch Plus

Eppendorf, Hamburg

Pipetus®-akku

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt




26

Reinstwasseranlage Milli-Q Gen-Pure Pro UF

Thermo Scientific (TKA), Waltham, USA

Schiittler Polymax 1040

Heidolph Instruments, Kelheim

Schiittler Titramax 1000

Heidolph Instruments, Kelheim

Spannungsgeber EPS 500/400

Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, USA

Spannungsgeber GPS 200/400

Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, USA

Spannungsgeber Power Pac HC 3000

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Spectramax 190

Molecular devices, Sunnyvale, USA

Sterilbank

W.H. Mahl, Kaarst

Sterilbank 1675508-9

Clean Air Techniek bv, Weden, NL

Sterilbank Maxisafe 2020

Thermo Scientific, Waltham, USA

Sterilbank Model 1,2

Thermo  Scientific  (Holten  LaminAir),

Waltham, USA

Sterilbank Model 1,5

Thermo  Scientific  (Holten  LaminAir),

Waltham, USA

Transmissions-Elektronenmikroskop (TEM) JEM-
2100F

JEOL, Freising

Vortexer IKA MS 3 basic

Oehmen, Essen

Western Blot Transferkammer Criterion™-Blotter

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Ultraschallbad, Bransonic 220

Branson, Danbury, USA

Waage PC 440, DeltaRange

Mettler-Toledo, Giessen

Waage Sartorius 1602 MP

Sartorius, GoOttingen

Waage Iso 9001 Sartorius, Gottingen

Waage S1-234 Denver Instruments, Denver, USA

Wasserbad Kottermann, Uetze/Hénigsen

Wasserbad 1004 Gesellschatft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel
Wasserbad AQUAIine ALS Lauda, Lauda-Konigshofen

Wasserbad TW8 Julabo, Seelbach

Zellzéhler Casy OLS OMNI Life Science (Innovatis), Bremen

Zentrifuge Centrifuge 5418

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Centrifuge 5414 C

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Centrifuge 5810 R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Rotanta/RP

Hettich Zentrifugen, Béach, Schweiz

Zentrifuge Sigma 3K30

B. Braun Biotech International, Melsungen

Zentrifuge Mikro 200 Hettich, Tuttlingen
Zentrifuge L8-M (Rotor 50,2 Ti) Beckman, USA
Zetasizer Nano ZSP Malvern Instruments, Malvern, UK

Zetatrac Analyser Model NPA 152

Microtrac, USA
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2.3.2 Liste der Verbrauchsmaterialien

Produktbezeichnung

Hersteller

AcroCap™ Filter Unit

Pall, Ann Arbor, USA

Deckglaser Menzel-Glédser, Durchmesser
15 mm, rund, #1,5

Thermo Scientific, Waltham, USA

Deckglaser (22 x 22 cm)

Carl Roth, Karlsruhe

Dialyseschlauch Nadir, regulated cellulose
membrane, MWCO: 10-20 kDa

Carl Roth, Karlsruhe

Eppendorf Reaktionsgefilie (1,5 ml; 2 ml)

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Falconr6hrchen (15 mL; 50 ml)

BD Bioscience, Canaan, USA
Greiner bio-one, Frickenhausen
Sarstedt, Niimbrecht

Filterpapier (Whatman)

Schleicher & Schuell BioScience, Dassel

Kiivette FCC DTS 1070

Malvern Instruments, Malvern, UK

Macrosep Advanced 100kDa OMEGA

Pall Life Science, Dreieich

Neubauer Zihlkammer

Hecht-Assistent, Sondheim

Objekttrager Menzel-Gliser geschnitten

Thermo Scientific, Waltham, USA

PAP-Pen (Fettstift)

Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt

Parafilm

Pechiney, Chicago, USA

Pipettenspitzen

Greiner bio-one, Frickenhausen

Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membran
Hybond®-P

GE Healthcare, Buckinghamshire, GB

Reaktionsgefdlie fiir FACS-Analysen (5
ml)

BD Bioscience, Canaan, USA

Rotilabo ®-Spritzenfilter (0,2 pm; PES;
#P821.1)

Carl Roth, Karlsruhe

Rotilabo ®-Spritzenfilter (0,2 um; PTFE;
#P815.1)

Carl Roth, Karlsruhe

Rontgenfilme SuperRX

Fuji, Diisseldorf

Steriler Spritzenfilter (0,2 um; CA; #511-
0061)

VWR International, Radnor, USA

Zellkulturflaschen (T25, T75, T175)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Zellkulturplatten (6-Well, 12-Well,
Well, 96-Well)

24-

Greiner bio-one, Frickenhausen

Alle weiteren hier nicht aufgefiihrten Gerdte und Verbrauchsmaterialien werden an

entsprechender Stelle

Laborstandard.

im Methodenteil

aufgefiihrt oder entsprachen dem iiblichen
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Chemikalie Hersteller Bestellnummer Lot-Nummer
Amersham ECL Western GE Healthcare Life RPN2106 -
Blotting Detection Reagent Sciences
Ammoniumperoxiddisulfat Sigma-Aldrich, Steinheim A3678 -
(APS)

Amphotericin B Solution Sigma-Aldrich, Steinheim A2942 -
BI Biological Industries,
Israel 03-028-1

(3-Aminopropyl)- ABCR, Karlsruhe AB113628 10031149
triethoxysilane (APTES)
Bovines Serum Albumin Applichem PanReac, A1391,0100 5x012140
Fraktion V (BSA; pH 7) Barcelona, Spain
Bovines Serum Albumin Carl Roth, Karlsruhe 01632 146241417
Fraktion V (BSA; biotinfrei)
Bromphenolblau Carl Roth, Karlsruhe T116.1 -
Calcium-Chlorid (CaCl,) Sigma-Adrich, Steinheim 449709 -
Chlorpromazine Sigma-Aldrich, St. Louis, C-904 FN01051501
hydrochlorid Solution (in USA
MeOH)
ColorPlus Prestained Protein | New England Biolabs, P7712
Ladder Frankfurt a. M.
Cyclohexan Carl Roth, Karlsruhe 7542.1 -
2',7"-Dichlorodihydro- Calbiochem, Schwalbach 287810 -
fluorescein diacetate (Merck Millipore
(H2DCF-DA)
(tri-sodium-)Citrat Merck, Darmstadt 106448 -
DABCO Carl Roth, Karlsruhe 0718.1 112183710
(1,4-Diazabicyclo-
(2,2,2)octan)
DAPI Mounting Medium Life technologies, Grand P36935 -

Island, USA
Desoxycholsdure- Carl Roth, Karlsruhe 3484.1 -
Natriumsalz
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Steinheim 472301 -

Applichem, Darmstadt
A3672,0050 3J003442

Di- Carl Roth, Karlsruhe T877.2 469111025
natriumhydrogenphosphat
Dubelcco’s Phosphate | Sigma-Aldrich, Steinheim D8537 -
Buffered Saline (DPBS) GIBCO Invitrogen, Grand

Island, USA 14190-144 -
rhEGF (E. coli derived) R&D Systems, 236-EG HLM4514081

Minneapolis, USA

Essigsdure (100%) Merck, Darmstadt 1000631000 -
Ethanol (p.a.) Carl Roth, Karlsruhe 9065.1 -
Filipin III from Streptomyces | Sigma-Aldrich, Steinheim F4767 010M4059
filipinensis
Fotales Kélberserum (FCS) | Sigma-Aldrich, Steinheim F7524 060M3396
Fotochemikalien (GBX | Sigma-Aldrich, Steinheim P7042 -

Entwickler und Fixierer)
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Formaldehyd (37%) Merck, Darmstadt 1039991000 -
Glycerin Carl Roth, Karlsruhe 3783.1 272188441
Glycin Fisher Scientific: Janssen BP381 -
Pharmaceutica, Geel, BL
Glycine Carl Roth, Karlsruhe T873.1 -
Hank’s Buffered Saline | Life technologies (Gibco), H8264 098K2323
Solution +Ca2+/+Mg2+ Grand Island, USA
(HBSS+/+)
HMDS (1,1,1,3,3,3- Carl Roth, Karlsruhe 3840.2 401177211
Hexamethyldisilazan)
Immersionsol (n=1,516) Merck, Darmstadt 104699 -
Type F Immersion liquid Leica, Wetzlar 11513859 -
(n.> = 1,518; v, = 46)
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe AE73.1 -
Kaliumchlorid Carl Roth, Karlsruhe 6781.2 27898235
Kalium-dihydrogenphosphat Fluka, Buchs, CH 60218 338595/1 196
L-Arginin Sigma-Aldrich, Steinheim A5006 04111JJ
L-Glutamin Sigma-Aldrich, Steinheim G7513 -
Life Technologies
(Gibco), Grand Island, 25030-024 25030-123
USA
B -Mercaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe 42273 -
Methanol Carl Roth, Karlsruhe 8388.1 -
Mowiol 4-88 Carl Roth, Karlsruhe 07132 43899030
Natriumazid (NaN3) Serva, Heidelberg 30175 -
Natriumchlorid (NaCl) ABCR, Karlsruhe AB118689 1042723
Merck, Darmstadt 106404 -

Natrium- Carl Roth, Karlsruhe T879.1 51683057
dihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth, Karlsruhe 0183.1 -
Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt 109959 -
Natriumpyruvat Sigma-Aldrich, Steinheim P2256 -
Neutralrot Sigma-Aldrich, Steinheim N4638 -
Nonidet P-40 (IGEPAL® | Sigma-Aldrich, Steinheim 18896 -
Ca-630)
Nutrient Mixture F-12 Ham | Sigma-Aldrich, Steinheim N4888 -
(Kulturmedium) Life Technologies

(Gibco), Grand Island, 21765-029 -

USA

Paraformaldehyd 16% Electron Microscopy 15710 150904
Solution Science, Hatfield, USA
Phosphatase-Inhibitor Sigma-Aldrich, Steinheim P5726 -
Cocktail 2
Polyoxyethylensorbitan- Sigma-Aldrich, Steinheim P9416 -
Monolaurat (Tween-20)
Protease-Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich, Steinheim P8340 -
Rotiphorese Gel 30 Carl Roth, Karlsruhe 3029.1 -
(0,8% BA, 30% AA; 31,5:1)
Saccharose Carl Roth, Karlsruhe 4621.1 -
Silbernitrat (AgNO3) Merck, Darmstadt 101510 -
Staurosporine from | Sigma-Aldrich, Steinheim S5921 -
Streptomyces sp.
Streptomycin/Penicillin (10 | Sigma-Aldrich, Steinheim P4333 095M4773V
mg/mL; 10.000 units)
Tetraethylorthosilicat Sigma-Aldrich, Steinheim 8657 8 BCBJ1040V
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(TEOS)
N,N,N’,N’- Carl Roth, Karlsruhe 2367.1 -
Tetramethylendiamin
(TEMED)
Trypanblau-Losung (0,5%) Sigma-Aldrich, Steinheim T8154 -
Trypsin/EDTA Solution 10x | Sigma-Aldrich, Steinheim 59418C -
Trypsin/EDTA Solution 1x | PAN Biotech, Aidenbach P10-020500 -
(0,05/0,02%)
Tris-(hydroxymethyl)- Fluka, Buchs, CH 93352 316196/1 792
aminomethan (Tris)
Carl Roth, Karlsruhe 4855.1 -
Triton X 100 Carl Roth, Karlsruhe 3051.3 -
Wasserstoffperoxid-Losung Merck, Darmstadt 107209 -
30%
WST-1-Reagenz Roche, Mannheim 5015944001 -
Ziegen-Normal-Serum Abcam, Cambridge, UK ab7481 -
2.3.4 Antikorper und Firbungen
2.3.4.1 Primir-Antikorper:
Antikorper Hersteller Bestell- Lot- Reaktivitit | Verdiinnung
nummer Nummer
Akt Antibody Cell Signaling 92728 - rabbit 1:1000 (WB)
Technologie,
Cambridge, England
EEAL, purified, eBioscience Inc., 14-9114-82 4271857 mouse 1:100 (IF)
Clone: 1G11 San Diego, USA
EGF-Receptor Cell Signaling 2332L 15 rabbit 1:50 (IF)
Rabbit Ab Technologie, 1:1000 (WB)
Cambridge, England
p44/42 MAPK Cell Signaling 9102S - rabbit 1:2000 (WB)
(Erk1/2) Technologie,
Antibody Cambridge, England
phospho-Akt Cell Signaling 92718 - rabbit 1:1000 (WB)
(Serd73) Technologie,
Antibody Cambridge, England
Phospho-p44/42 Cell Signaling 9101S - rabbit 1:2000 (WB)
MAPK (Erk1/2) Technologie,
(Thr202/Tyr204) | Cambridge, England
Antibody
p-EGF Receptor Cell Signaling 4407S 6 rabbit 1:100 (IF)
(Tyr1173) 53A5 Technologie, 1:1000 (WB)
Rabbit mAb Cambridge, England
Rab7 (D95F2) Cell Signaling 9367 1 rabbit 1:100 (IF)
XP(R) Rabbit Technologie,
mAb Cambridge, England
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Fiir die Farbung von Western Blots (WB) wurden die Antikorper in 5% BSA/TBST (siche

2.6.5) und fiir die Immunofluoreszenz Féarbung (IF) in 1% BSA/DPBS verdiinnt.

2.3.4.2 Sekundéar-Antikorper:

Antikorper Hersteller Bestellnummer Lot- Reaktivitiit
Nummer
Alexa Fluor® 488 goat Life Technologies, A11029 1252783 mouse
anti-mouse IgG (H+L) Eugene, USA
Alexa Fluor® 488 goat Life Technologies, A11008 1622775 rabbit
anti-rabbit IgG (H+L) Eugene, USA
1678787
Anti-rabbit [gG (H&L) Rockland 611-156-122 26577 rabbit
(goat) antibody Immunochemicals,
Atto647N conjugated Pennsylvania, USA
Goat-anti-rabbit Sigma-Aldrich, A0545 - rabbit
Immunoglobulin G Steinheim
(IgG) HRP
2.3.4.3 Weitere Farbungen
Farbstoff Hersteller Bestellnummer Lot- Reaktivitit
Nummer
WGA (Wheat germ Life Technologies W11261 1755559 | Interkalierung
agglutinine), (molecular probes),
AlexaFluor488 Eugene, USA
conjugated
2.3.5 Verwendete Software
Software Hersteller

Ascent Software

Thermo Scientific, Waltham, USA

AxioVision Rel. 4.8

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Cellomics Scan

Thermo Scientific, Waltham, USA

Cellomics View

Thermo Scientific, Waltham, USA

CellQuest 3.3

BD BioScience, Canaan, USA

FlowlJo

FlowJo LLC, Ashland, USA

Imagel/ Fiji (Fiji is just ImageJ)

Wayne Rasband
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Leica Application Suite Advanced Fluorescence Leica, Wetzlar
(LAS AF)
Microsoft Excel 2013 Microsoft Corporation, Redmond, USA
Microsoft Powerpoint 2013 Microsoft Corporation, Redmond, USA
Microsoft Word 2013 Microsoft Corporation, Redmond, USA
SPSS statistics 20/23 IBM, Armonk, USA

2.4 Methoden

2.4.1 Charakterisierung der SINP

A) Hydrodynamischer Durchmesser und (-Potential der Partikel

Mit dem Zetasizer Nano ZSP (Malvern, UK) kann man zum einen den hydrodynamischen
Durchmesser von Partikeln durch das Verfahren der dynamischen Lichtstreuung bestimmen
und zum anderen ist das Gerét in der Lage, das {-Potential von Partikeln zu messen. Bei dem
{-Potential handelt es sich um eine Grofle, angegeben in mV, welche das elektrische Potential
von Partikeln beschreibt. Bei elektrostatisch stabilisierten Partikeln beschreibt das (-Potential
das AbstoBungsverhalten und gibt einen Hinweis auf die Agglomerationseigenschaften der
Partikel. Ein (-Potential von 0 bedeutet, dass sich die Partikel nicht abstoen und somit ein

hohes Potential zur Agglomeration besteht, wenn die Partikel nicht sterisch stabilisiert sind.

Um die Grofe und das {-Potential von Partikeln zu bestimmen, wurde jeweils ein Milliliter
der in Fliissigkeit dispergierten Partikel gemessen. Das Gerit besitzt zwei Messkanile, die aus
jeweils einem elektrisch-optischen Pol und einem gegeniiberliegenden rein elektrischen Pol
bestehen. In einer ersten Messung wurde dann der hydrodynamische Durchmesser durch das
Riickstreuungsprinzip eines Doppler-verschobenen Laserlichts bestimmt, ohne dass ein
elektrisches Feld angelegt wurde. Das (-Potential wurde in einer zweiten Messung durch
Bestimmung der elektrophoretischen Mobilitdt der Partikel in einem elektrischen Feld
gemessen. In dieser Studie wurden die verwendeten Silikananopartikel und

Kohlenstoffnanopartikel in 4H,O unter Zugabe des Leitsalzes KCL [0,01 M] vermessen.
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B) Primiire Partikelgrof3en

Die Primérgrofen aller Silikananopartikel wurden von dem Servicebereich ,physikalische
Analytik® mittels Transmissions-Elektronenmikroskop (TEM) vermessen. Dazu wurden die
Partikel auf ein Kohlenstoftnetz getropft und tiber Nacht getrocknet. Die Morphologie wurde
unter Verwendung eines JEM-2100F-Mikroskops (JEOL, Freising) bestimmt und der mittlere
Partikeldurchmesser anhand der erstellten Bilder ausgewertet. Die PartikelgroBenverteilung
wurde von einer Stichprobe aus 50 Nanopartikeln mit der Software Image] (Version 1.45,

winPenPack Launcher) bestimmt.

2.4.2 Charakterisierung der SINP in Anwesenheit von EGF

Das C-Potential und der hydrodynamische Durchmesser der Silikananopartikel wurden mit
und ohne Zugabe von EGF [100 ng/ml] in wéssriger Umgebung untersucht. Fiir die
Messungen des (-Potentials wurden von jedem der SiNP (Sil5, Si25, Si80), neben den
Stammlosungen, Verdiinnungen mit Milli-Q-Wasser erstellt, sodass der SiO,-Gehalt der
Partikelsuspensionen auf 0,066 mg/ml und 0,033 mg/ml eingestellt war. Es wurden fiir diese
Messungen reprédsentativ die Chargen Mel5-K scw, Me25-L scw und Me80-L scw
verwendet. Zundchst wurde das (-Potential ohne EGF-Zugabe in den drei Verdiinnungen

gemessen.

Aufgrund der begrenzten Sensitivitdt der Messmethode und der Verfligbarkeit von EGF wurde
das C-Potential in Anwesenheit von EGF lediglich an einer EGF/Partikelmischung pro
PartikelgroBBe bestimmt. Der gewihlte Si0,-Gehalt betrug 0,066 mg/ml und ist doppelt so
gro} wie in den Zellversuchen. Das Verhiltnis zwischen EGF und den Partikeln entspricht
dem Verhiltnis der anderen Experimente. Zu den Partikeln in der Verdiinnung von
0,066 mg/ml wurde fiir 30 min EGF [200 ng/ml] zugegeben und bei Raumtemperatur
inkubiert. Vor der Messung des (-Potentials wurde zu allen Partikelsuspensionen ein Leitsalz

(Kaliumchlorid [0,01 M]) zugegeben.

In einer zweiten Messreihe wurde der hydrodynamische Durchmesser der SiNP mittels
dynamischer Lichtstreuung gemessen und iiber die Stokes-Einstein-Relation, genauer gesagt
mithilfe der Kommulativmethode, ausgewertet. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte iiber

zwel Varianten. Zum einen wurden die Daten der Stammlosungen ohne EGF-Zugabe iiber die
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Volumenverteilung dargestellt. Bei dieser Variante wird angenommen, dass ausschlielich
sphérische Partikel gemessen werden und Partikel bzw. Agglomerate mit einem groBeren
Volumen bzw. Durchmesser werden um den Faktor 1000 stirker beriicksichtigt (Malvern,
2009). Zum anderen wurden die Daten, bei denen der hydrodynamische Durchmesser der
Si80 Partikel [0,066 mg/ml] mit und ohne EGF gemessen wurde, durch die
Intensititsverteilung dargestellt. Dabei werden groBere Partikel bzw. Agglomerate, wegen der
grofBeren Streuung, um den Faktor 1.000.000 stdrker beriicksichtigt (Rayleigh-Streuung)
(Berne und Pecora, 2000; Malvern, 2009). Die Sil5 und Si25 Partikel haben zu geringe
Durchmesser bzw. in der Verdiinnung 0,066 mg/ml eine zu geringe Masse und wurden nicht
gemessen. Auflerdem ist die Volumenverteilung durch die Zugabe von EGF fehlerbehaftet und

eignet sich nur bedingt fiir eine Darstellung der Ergebnisse.

In der Verdiinnung 0,066 mg/ml wurden die Si80 Partikel mit EGF [200 ng/ml] fiir 30 min an
Raumtemperatur fiir 30 min inkubiert und dann wurden alle oben beschriebenen Ansitze
gemessen. Das Verhiltnis zwischen SiNP und EGF entsprach bei der DLS-Messung den

Konzentrationen, die auch in den anderen Versuchen verwendet wurden.

2.5  Zellkultur

Die RLE-Zellen wurden als Monolayer-Kultur in 175 cm? groen Plastik-
Gewebekulturflaschen in einem Brutschrank bei 37 °C gehalten [Luftfeuchtigkeit 95%, CO,-
Gehalt 5%]. Alle 2-3 Tage wurde das alte Medium verworfen und durch neues Ndhrmedium
ersetzt (Tabelle 2.3). Einmal pro Woche, wenn die Konfluenz der Zellen 70-80% erreicht hat,
wurden die Zellen passagiert und 1 x 10° Zellen/cm? in eine frische Kulturflasche
ausgebracht. Fiir diesen Vorgang wurde das alte Medium verworfen und die Zellen mit etwa
37 °C warmen DPBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit ca. 6-8 ml warmen
Trypsin/EDTA iiberschichtet und bis zur Ablosung im Brutschrank inkubiert. Bei der RLE-
Zelllinie liegt die Inkubationszeit zwischen 5-10 Minuten, bis die Zellen nicht mehr adhirent
sind. Zur Unterstlitzung dieses Vorgangs wurde wihrend dieser Zeit mit der flachen Hand
dreimal von unten gegen die Kulturflaschen geklopft. Sobald sich der Zellrasen abgelost
hatte, wurde die Reaktion durch Zugabe von ca. 10 ml Medium gestoppt, die Zellsuspension
bei RT in einem 50 ml-Falcon-Reaktionsgefaf3 fiir 6 min zentrifugiert [100 x g] und erneut in

10 ml Medium aufgenommen. Ein Zehntel dieser Suspension wurde in einer neuen, 175 cm?
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groflen Kulturflasche mit 23 ml neuem Medium passagiert. Alternativ wurden die Zellen in
T75 (75cm? Grundfldche) kultiviert. In diesem Fall wurden die Zellen zum Abldsen mit 3 ml
Trypsin/EDTA fiir 5 min bei 37 °C inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden sofort mit 9 ml
Medium pipettiert und in einem 15 ml-Falcon-Rohrchen iiberfiihrt. Bei 200 x g wurden die
Zellen zentrifugiert und in 1 ml frischen Medium aufgenommen. Zur Erhaltung wurden 1 x

10° Zellen/cm? in einer neuen T75-Flasche mit 12 ml frischem Medium ausgesit.

Tabelle 2.3: Auflistung der verwendeten Medien zur Kultivierung der RLE-Zellen.

RLE-6TN Nihrmedium, Nutrient Mixture F-12 Ham

Vollmedium 2 mM L-Glutamin

5% fotales Kélberserum (FCS), hitzeinaktiviert
50 U/ml Penicillin

50 pg/ml Streptomycin

2,5 ug/ml Amphotericin B

RLE-6TN Néihrmedium, Nutrient Mixture F-12 Ham

Serum-reduziertes 2 mM L-Glutamin
Medium 0,5% fotales Kélberserum (FCS), hitzeinaktiviert
50 U/ml Penicillin

50 pg/ml Streptomycin
2,5 ng/ml Amphotericin B

2.5.1 Exposition von RLE-Zellen gegeniiber Nanopartikeln

Fir die Versuche wurden 2 x 10* Zellen/cm? in einer Kulturplatte fir 24 Stunden im
Brutschrank kultiviert (Konfluenz: 80-90%). Anderungen der Zellzahl wurden in den
jeweiligen Versuchen angegeben. Dann wurde das alte Medium verworfen, mit warmem
DPBS gewaschen, und die Zellen mit Serum-reduziertem Medium (0,5% FCS) fiir weitere 24
Stunden kultiviert (Tabelle 2.3). Dieser Vorgang hat zur Folge, dass die metabolische Aktivitit
der RLE-Zellen heruntergesetzt wird und die Aktivierungslevels zelluldrer Signalkaskaden
minimiert werden. Die Zugabe der Partikel und der Kontrollsubstanzen erfolgte direkt in das
Serum-reduzierte Medium bzw. bei den Proliferation-Assays in Vollmedium. Als
Negativkontrolle wurde H,O verwendet, weil die Silikananopartikel in wéssriger Losung
synthetisiert bzw. die Kohlenstoffpartikel und die fumed Silikapartikel dispergiert wurden.
Alle anderen Substanzen, die in Experimenten zu den Zellen gegeben wurden, werden an

entsprechender Stelle angefiihrt.
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2.6  Zytotoxizititsassays
2.6.1 Wst-1-Assay

Dieser Zytotoxizititsassay ,Cell Proliferation Reagent Wst-1° (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland) beruht auf dem Prinzip, dass ein rotes wasserlosliches
Tetrazoliumsalz (Wst = engl. watersoluble tetrazoliumsalt) durch die Aktivitit der
mitochondrialen Dehydrogenasen mittels Reduktion zu einem gelben wasserldslichen
Formazansalz umgewandelt wird (Abb. 2.2). Diese Reduktion ist auBlerdem von der
glykolytischen Produktion des NADPH in lebenden Zellen abhingig. Die Menge des
gebildeten Formazansalzes korreliert direkt mit der metabolischen Aktivitit von Zellen

(Berridge et al., 2005).

W
I M=p ﬁ‘
= [ N
z\ 7 § “T’ﬂ\[ = ”/ =g
N e NN o
H—N
N-‘a" L Reduktion durch
P & mitechondriale Dehydrogenasean
L e
Y e
e
o
O=5—0
T
WS5T-1 Formazan
{rot) (dunkel-gelk)

Abbildung 2.2: Reaktion vom WST-1-Reagenz zum

Formazansalz (verdndert von www.gbiosciences.com).

Fiir diesen Versuch wurden die Zellen, wie unter Kapitel 2.6.1 beschrieben, kultiviert und fiir
24 Stunden mit den kolloidalen Silikapartikeln (Sil5, Si25, Si80), den fumed Silikapartikeln
(SiF), den Kohlenstoffpartikeln (CNP) [33 upg/ml fiir alle Nanopartikel, Stammlosung:
1 mg/ml] und der Kontrolle (H,O) inkubiert. Als Positivkontrolle wurde Natriumazid [1 M],
welches eine schidigende Wirkung auf die Mitochondrien hat, verwendet. Nach der
Belastungszeit wurde 10 pl/Well der wiéssrigen Wst-1-Losung zugegeben und fiir 1,5 Stunden
im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss erfolgte die fluorimetrische Messung des gebildeten
Formazansalzes bei der Filterkombination 440/600 nm (Absorption/Emission). Fiir jede

Belastung wurden fiinf Wells gemittelt, von denen das Mittel aus drei Wells als
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Hintergrundabsorption abgezogen wurde. Zur Auswertung der ermittelten Daten wurde die
Positivkontrolle (NaN3) gleich 0% Mitochondrien-Aktivitdt und die Negativkontrolle gleich
100% Aktivitdt gesetzt. Die Werte wurden in einem Balkendiagram als prozentuale Viabilitét
dargestellt. Dieses Experiment wurde in einem zweiten Ansatz unter nicht Serum-reduziertem
Medium wiederholt. Dafiir wurden 2 x 10* Zellen/cm? in Vollmedium (5% FCS) fiir 24
Stunden kultiviert und dann fiir weitere 24 h mit Nanopartikeln belastet. Desweiteren wurde

wie oben beschrieben vorgegangen.

2.6.2 Neutralrot-Assay

In dem Neutralrot-Assay wird die Integritit der Lysosomen durch eine Farbreaktion {iberpriift.
Der Farbstoff Neutralrot (Abb. 2.3) diffundiert durch die Zellmembran, jedoch nur in intakten
Lysosomen ist er nach einem Waschschritt auch noch vorhanden. Der Grund dafiir ist der
saure pH-Wert in den Lysosomen (ca. 5,5), der den kationischen Farbstoff Neutralrot
protoniert und somit fiir die Membran unpassierbar HsC N ol
macht. Aus Zellen, deren Lysosomen keine intakte @: j@\
Membran mehr haben, wird der Farbstoff Neutralrot ~ H,N N \N+ -CHgy
ausgewaschen, sodass die Menge an Farbstoft direkt H (I3H3
mit der Funktionalitit und Viabilitit von Lysosomen Abbildung 2.3: Neutralrot (Sigma-Aldrich).

korreliert werden kann.

Fiir die Durchfiihrung des Assays wurden RLE-Zellen, wie unter Kapitel 2.6.1 beschrieben, in
einer 96-Well Mikrotiterplatte kultiviert (flinffach Bestimmung pro Partikel). Die Zellen
wurden dann fiir 15 Minuten, 4, 8 und 24 Stunden mit den kolloidalen Silikapartikeln (Sil5,
Si25, Si80), dem fumed Silikapartikel (SiF), dem Kohlenstoffpartikel (CNP) [33 ug/ml fiir
alle Nanopartikel; Stammldsung: 1 mg/ml] und der Kontrolle (H,O) belastet und anschlie3end
zweimal mit DPBS gewaschen. Im Anschluss wurde pro Well 200 pul der Neutralrot-
Inkubationslosung zugegeben und die Platte fiir 60-90 Minuten im Brutschrank bei 37 °C
inkubiert (Tab. 2.4). Sobald eine deutliche Rotfirbung der Zellen eintrat, wurde die
Inkubationslosung verworfen und 100 pl/Well von der Fixierlosung hinzu pipettiert, welche
sofort wieder verworfen wurde. Nach einem weiteren Waschschritt mit DPBS wurde 100 ul
der Extraktionslosung dazu gegeben und die Zellen fiir 15 Minuten auf einem Schiittler bei
Raumtemperatur lysiert. Die Messung des freigesetzten Farbstoffs erfolgte an einem ELISA
Reader mit der Filterkombination 540/550 nm.
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Tabelle 2.4: Verwendete Losungen des Neutralrot-Assays.

Neutralrot-Inkubationslosung 5 mg Neutralrotpulver auf 100 ml Serum-
reduziertes FCS-Medium

Fixierlosung 1% Formaldehyd und 1% CaCl; in 4H,O

Extraktionslosung 50% Ethanol und 1% Essigsure in 4H,0

2.7 Detektion von reaktiven Sauerstoffspezies
2.7.1 Zellfreier DCF-Assay

Dieser Assay detektiert eine Partikel-abhéngige Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies
im zellfreien Medium. Wie beim DCF-Assay mit Zellen wurde die Sonde 2°,7°-
Dichlorodihydrofluorescein als Diacetat (H,DCF-DA) verwendet. Um das H,DCF von dem
Diacetat zu spalten und die Sonde aktiv zu machen, wurde ein Aliquot eines 100 mM Stocks
(in DMSO gelost) mit einem Aliquot 1 M NaOH im Verhiltnis 1:1 gemischt. Die
hydrolytische Reaktion der Acetat-Abspaltung erfolgte fiir 30 min bei Raumtemperatur in
Dunkelheit. Diese Reaktion wurde anschlieBend durch die Zugabe von 0,1% DMSO in
Serum-reduziertem Medium gestoppt und die Konzentration des H,DCF auf 20 pM

eingestellt.

In einer 96-Well-Platte (0,32 cm?*Well) wurden zunédchst 10 pl der Partikelsuspensionen
[Stammlosung: 1 mg/ml] in einer fiinffachen Bestimmung vorgelegt und H,O, [1 puM]
zugefiigt. Das H,O, produziert als stabiles Oxidationsmittel reduzierende Bedingungen und
leitet Fenton-(bzw. Haber-Weiss-) &dhnliche Reaktion ein, die in einer Kettenreaktion
intrinsisch weitere ROS produzieren konnen (Borm et al., 2007). AnschlieBend wurde in jedes
Well 100 pl der H,DCF/Medium-Losung zugegeben und umgehend die fluorimetrische ROS-
Entstehung an einem Fluorometer (Fluoroscan Ascent, Labsystems) durchgefiihrt. Die
Messung erfolgte bei 37 °C alle zwei Minuten mit der Filterkombination 485/538 nm
(Absorption/Emission) iiber einen Zeitraum von einer halben Stunde. Die gemessene
Fluoreszenzintensitdt korreliert mit der relativen ROS-Entstehung und diente zu deren

Bestimmung.



39
2.7.2  Zellbasierter DCF-Assay

Anhand des DCF-Assays (abgewandelt nach Bass et al., 1983) lassen sich in den Zellen
entstandene reaktive Sauerstoffspezies (ROS) fluorimetrisch detektieren. Fiir die
Durchfiihrung wurden die RLE-Zellen in 6-Well Platten kultiviert, mit Serum-reduziertem
Medium inkubiert und mit den kolloidalen Silikapartikeln (Sil5, Si25, Si80), den fumed
Silikapartikeln (SiF), den Kohlenstoftpartikeln (CNP) [33 pg/ml fiir alle Nanopartikel;
Stammlosung: 1 mg/ml] und der Kontrolle (H,O) belastet. Nach einem Waschschritt mit
2ml/Well HBSS (Ca®"/Mg®), wurden die Zellen mit der Sonde 2¢,7¢-
Dichlorodihydrofluorescein (H,DCF; 20 uM, 0,1% DMSO Loésung in 1 ml warmen HBSS
(+/+)) tiberschichtet und dann fiir 20 min im Brutschrank inkubiert. Das H,DCF wird dabei
als Diacetat eingesetzt (H,DCF-DA), das die Zellmembran passieren kann. Im Innern der
Zelle wird das H,DCF-DA von Esterasen gespalten und liegt nun in der reduzierten Form vor.
In Anwesenheit von ROS wird das nicht-fluoreszierende H,DCF in den fluoreszierenden
Farbstoff DCF umgewandelt, der mit der Menge an ROS in den Zellen korreliert. Nach der
Inkubation wurden die Zellen erneut mit HBSS gewaschen und bis zur Ablosung mit Trypsin
inkubiert (3-5 min). Die Zellen wurden dann mit 1 ml/Well HBSS (+/+) in FACS-R6hrchen
iiberfiihrt und bei Raumtemperatur zentrifugiert (2 min, 1000 x g). Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen in 300 pl resuspendiert. Bis zur Messung an einem FACS (engl.
Fluorescence activated cell sorter) wurden die Proben im Dunkeln gehalten. Am FACS wurde
dann die Grofle (FSC = Forward Scatter), die Granularitit (SSC = Sideward Scatter) und die
Fluoreszenzintensitit (FL-1, DCF) von 10.000 Ereignissen gemessen und mit der

Instrumenten-Software BD Cell Quest 3.3 die mittlere Fluoreszenzintensitét ausgewertet.

2.8 Apoptose/Nekrose Assay

Um Apoptose oder Nekrose von Zellen zu bestimmen, wurde nach einer Schadigung mit
Nanopartikeln eine AnnexinV- und Propidiumiodid (PI)-Firbung an lebenden Zellen
durchgefiihrt und an einem FACS analysiert. Dazu wurden in einer 6-Well-Platte 3 x 10*
RLE-Zellen pro cm? ausplattiert und mit Vollmedium kultiviert. Nach 24 h wurden die Zellen
mit den kolloidalen Silikapartikeln (Sil5, Si25, Si80), dem fumed Silikapartikel (SiF), dem
Kohlenstoffpartikel (CNP) [33 pg/ml fiir alle Nanopartikel; Stammlosung: 1 mg/ml], der
Kontrolle (H,O) und Staurosporin [0,3 uM] als Positivkontrolle belastet. Die Zugabe von
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EGF beim zweiten Ansatz dieses Versuches erfolgte nach den Partikeln mit einer
Konzentration von 100 ng/ml. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen mit DPBS
gewaschen und mit 200 pl Trypsin/EDTA bei 37 °C abgelost. Diese Reaktion wurde mit
600 pl Serum-haltigem FCS Medium (5%) gestoppt und die Zellsuspension in ein FACS-
Rohrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden dann bei 4 °C und 200 x g fiir 6 min zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in 500 ul AnnexinV-Binding Buffer (AVBB)
resuspendiert. Die Farbung erfolgte nach Herstellerangaben, indem die Zellen im Dunkeln mit
50 ul AVBB, mit 2,5 pl AnnexinV FITC und 2,5 pl PI vorinkubiert wurden und dann fiir
45 min in FACS-Rohrchen gegeben wurden. Nach der Inkubationszeit wurde 200 ul AVBB
pro FACS-Rdohrchen zugegeben und an dem Durchflusszytometer gemessen. Die Grof3e (FSC
= Forward Scatter), die Granularitit (SSC = Sideward Scatter) und die Fluoreszenzintensitét
(FL-1: Em519; FL-2: Em617) von 10.000 Ereignissen wurde gemessen und mit der
Instrumenten-Software BD Cell Quest 3.3 die mittlere Fluoreszenzintensitit und die
Verteilung ausgewertet. AnnexinV bindet an das Phospholipid Phosphatidylserin, das
apoptotische Zellen auf ihrer Membran prédsentieren, wéhrend PI nur von Zellen mit
geschidigter Membran (nekrotische Zellen) aufgenommen wird. Spét-apoptotische Zellen
sind sowohl AnnexinV als auch PI positiv gefarbt. Bei der Auswertung dieses Versuches
konnten so AnnexinV-positive Zellen (Apoptose) von AnnexinV- und Pl-positiven Zellen
(Nekrose) unterschieden werden, widhrend nicht nekrotische bzw. apoptotische Zellen
ungefarbt bleiben. Die gemessenen Fluoreszenzintensititen wurden in einem Diagramm
gegeneinander aufgetragen und die AnnexinV- bzw. Pl-positiven Zellen identifiziert. Dazu
wurden Bereiche definiert, in denen die Fluoreszenzintensititen ihre Maxima haben
(Abb. 2.4) und die Ereignisse prozentual zur Gesamtzellzahl bestimmt. Die so erhaltenen
Werte wurden addiert und in einem Balkendiagramm dargestellt. Von diesem Experiment

wurden unabhéngige Triplikate erstellt.

5 Annexin''+ Pl- early . .; AnnexinV+ Pl- early . Annexin\/+ Pl- early
10° 4 9,28% ] o 10° 43.16% 5

3 3 ! | Annexiny+ PI+ 3
| 3,66%

AnnexinV
AnnexinV

Propidiumiodid Propidiumiodid Propidiumiodid

Abbildung 2.4: Reprdsentative  Auswertung der im  Apoptose/Nekrose Assay  bestimmten
Fluoreszenzintensititen. Links:H,O-Kontrolle; Mitte: EGF-Kontrolle; Rechts: Staurosporin-Kontrolle.
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2.9 Proteinbiochemische Methoden

Zur Untersuchung der Proteinexpression in RLE-Zellen wurden folgende Schritte

durchgefiihrt:
2.9.1 Zelllyse und Proteinextraktion

Die in 6-Well Platten kultivierten und belasteten Zellen wurden zweimal mit 4 °C kaltem
DPBS gewaschen und mit RIPA (engl. radioimmuno precipitation assay)-Puffer (100-120 pl
pro Well) iiberschichtet (Tab.2.5). Nach einer Inkubationszeit von einer halben Stunde bei
4 °C wurden die Zellen durch Klopfen und/oder Abschaben lysiert und in Eppendorf-Gefale
(1,5 ml) tiberfiihrt. AnschlieBend wurden die Zelllysate bei 4 °C fiir 15 min bei 16.000 x g
zentrifugiert und die Uberstéinde in neue Eppendorf-GefiBe iiberfiihrt. Von den Proben wurde
eine Proteinbestimmung durchgefiihrt, und anschlieBend wurden die Proben bis zur weiteren

Auswertung bei -20 °C gelagert.

Tabelle 2.5: Zusammensetzung des RIPA-Puffers.

RIPA-Puffer:

25 mM Tris/HCI, pH 7,4

150 mM NacCl

0,1 mM EDTA, pH 8,0

1% Nonidet P-40 (Igepal CA-630)

1% Desoxycholsdure-Natriumsalz

0,1% SDS

0,025% NaN3

1% Phosphatase Inhibitor Cocktail 2, kurz bevor zugesetzt

1% Protease Inhibitor Cocktail, kurz bevor zugesetzt
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2.9.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde nach der Methode von Lowry et al.
(1951) mithilfe des DC Protein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. In einer 96-Well Mikrotiterplatte wurden 5 pl der
Proben sowie 5 pl eines BSA-Proteinstandards jeweils in Doppelbestimmung pipettiert. Die
im Kit enthaltenen Losungen A (eine basische Kupfer-Tartart-Losung) und S (keine Angabe
des Herstellers; muss bei Anwesenheit von Detergenzien beigefiigt werden) wurden im
Verhéltnis 20 pl Substanz S pro 1 ml Substanz A gemischt und 25 pl dieser Mischung den
Proteinextrakten zugefiihrt. Unmittelbar im Anschluss wurde pro Well 200 pl der Substanz B,
verdiinntes Folin-Reagenz (Folin-Ciocalteus' Phenol-Reagenz) zugefiigt. Nach einer
Inkubation von 15 min bei RT in Dunkelheit wurde die Absorption bei der Wellenlinge
630 nm gemessen. Die Konzentrationen der Proteinextrakte wurden mit der Gradengleichung

des BSA-Standards errechnet.

2.9.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Proteinextrakte wurden nach der Methode von Laemmli et al. (1970) in
diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Fiir diese
Methode wurde ein zwei-schichtiges Gel, bestehend aus Sammelgel und Trenngel (Tab. 4),
hergestellt. Zwischen zwei aufgestellten Glasplatten der Gelelektrophorese-Apparatur wurde
erst ein 1 mm dickes, 2/3 fiillendes 10%-iges Trenngel gegossen und mit Isopropanol zur
Begradigung der Oberfliche iiberschichtet. Nach der Polymerisation des Gels wurde das
Isopropanol entfernt, ein 3%-iges Sammelgel auf das Trenngel gegossen und vor der
Polymerisation mit einem Kamm fiir die Probentaschen versehen. Die Gele wurden, wie in
der Tabelle 4 angegeben, angesetzt. Als Ausloser der Polymerisation wurde kurz zuvor 20 pl
TEMED beigemischt. Nachdem das Gel vollstindig auspolymerisiert war, wurde es in die
Elektrophorese-Kammer eingespannt und mit Laufpuffer beschichtet (Herstellung siehe Tab.
2.6). Anhand der Proteinbestimmung wurden die Proteinproben mit 2 x Elektrophorese-
Probenpuffer auf eine Konzentration von 6 pg Protein/20 ul Puffer eingestellt und bei 95 °C
fiir 5 min denaturiert. Die Gelkammern wurden mit den Proben gefiillt und die Elektrophorese
zunichst bei einer konstanten Spannung von 50-75 V fiir 30 min gestartet. Nach Einlaufen der

Lauffront in das Trenngel wurden die Proteine bei 100-120 V fiir eine Stunde aufgetrennt. Als
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Protein-GroBenstandard wurde die Proteinleiter ,ColorPlus Prestained Protein Ladder‘ der

Firma NEB (Frankfurt) verwendet.

Tabelle 2.6: Zusammensetzungen der fiir die Gel-Elektrophorese verwendeten Gele und Puffer.

Trenngel 10% Rotiphorese Gel 30
375 mM TrisHCI, pH 8,8
0,1% SDS

0,05% APS

20ul TEMED

Sammelgel 3% Rotiphorese Gel 30
60 mM TrisHCI, pH 6,8
0,1% SDS

0,05% APS

20ul TEMED

Laufpuffer 50 mM Tris
384 mM Glycin
0,1% SDS

Elektrophorese-Probenpuffer 120 mM Tris/HCI, pH 6,8
2% SDS

20% Saccharose

1% B-Mercaptoethanol
0,1% Bromphenolblau

2.9.4 Western Blot Transfer

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurden die Proteine auf eine (PVDF-)Membran
ibertragen. Diese wurden in eine Transferkammer zwischen zwei in Transferpuffer (Tab. 2.7)
getrankten Plastikschwdmmen und zwei Whatman-Filterpapieren, die ebenfalls in
Transferpuffer getrankt wurden, gelegt. Zwischen die Filterpapiere wurden das Gel und die
PVDF-Membran gelegt und die fest verschlossene Transferkammer in den, mit Transferpuffer

befiillten, Tank eingespannt, sodass das Gel zur Kathode und die Membran zur Anode
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ausgerichtet wurde. Die Proteine wurden unter Kiihlung fiir 1,5 Stunden bei 50 V auf die

Membran transferiert.

Tabelle 2.7: Zusammensetzung des Transferpuffers.

Transferpuffer (pH 8,3) 25 mM Tris
192 mM Glycin
10% Methanol

2.9.5 Immunologische Proteinnachweise durch Chemilumineszenz

Zunichst wurde die Membran fiir ungefdhr 1,5 Stunden mit einer BSA-Blockierldsung auf
einem Schiittler bei RT inkubiert, um unerwiinschte Bindestellen der Membran auszuschalten.
Uber Nacht wurde dann die Membran mit dem Primér-Antikdrper bei 4 °C unter Schiitteln
inkubiert. Anschlieend erfolgte die Inkubation des Sekundér-Antikorpers unter Schiitteln fiir
2 Stunden bei RT. Zwischen den Inkubationsschritten sowie am Ende wurde die Membran
jeweils 4 x fiir 5 min mit TBST bei RT auf dem Schiittler gewaschen (Tab. 2.8). Die Detektion
der Peroxidase-gekoppelten Chemilumineszenz wurde mit dem ECL Plus TM Western
Blotting Detection System (GE Healthcare, UK) durchgefiihrt, indem die Membran fiir 5 min
mit 1 ml von dem Nachweis-Reagenz (20 pl Substanz B auf 2 ml Substanz A) bei RT
inkubiert und danach das Signal mittels Autoradiographie auf einen Rontgenfilm iibertragen

wurde.

Tabelle 2.8: Zusammensetzungen der Wasch- und Blockierungslosung.

TBST-Waschlosung (Tris-gepufferte 20 mM TrisHCI, pH 7,6
Saline) 137 mM NaCl
0,1% Tween 20

Blockierungslosung 5% BSA in TBST




45
2.9.6 Belastungs-Szenarien fiir Proteinnachweise (EGFR, Erk, Akt)

Die Detektion des EGFRs mittels Western Blot fand unter Serum-reduzierten Bedingungen
statt, indem die kolloidalen Silikananopartikel (Sil5, Si25, Si80), fumed Silikapartikel (SiF)
und Kohlenstoffpartikel (CNP) [33 pg/ml] fiir 5 min in das Medium gegeben wurden. Nach
der Inkubationszeit wurden die Zellen zweimal mit DPBS gewaschen und mit der

Proteinextraktion begonnen.

Die Aktivierungslevels der Proteinkinasen Erk 1/2 und Akt wurden zum einen mittels Western
Blot und zum anderen durch Immunofluoreszenzfarbung und anschlieBender Detektion am
Cellomics ArrayScan™ (siehe Kapitel 2.10) bestimmt. Fiir die Versuche mit Western Blots
(Kapitel 3.5.1) wurden RLE-Zellen fiir 30 min mit Nanopartikeln belastet, gewaschen und fiir

weitere 5 min mit Serum-reduziertem bzw. EGF-haltigem Medium inkubiert.

Die Signale der phosphorylierten Proteine wurden mit Signalen der Gesamtmenge an Protein

(totalEGFR, totalErk, total Akt) als Ladekontrolle verrechnet.

2.10 Quantitative Analyse von Erk 1/2 und Akt (Cellomics ArrayScan™)

Fiir diesen Versuch wurden RLE-Zellen in einer 96-Well Platte kultiviert (Kapitel 2.6.1). Die
Zugabe von kolloidalen Nanopartikeln Si15, Si25 und Si80 [33 pg/ml] erfolgte fiir 30 min bei
37°C im Inkubator. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Belastungsmedium
abgesogen und durch frisches Serum-reduziertes Medium fiir 5 min bzw. 3,5 h ersetzt. In
einem weiteren Versuchsansatz wurde das Serum-reduzierte Medium zusatzlich mit EGF
[100 ng/ml] fir 5 min bzw. 3,5 h ersetzt. Danach wurden die Zellen der verschiedenen
Ansitze mit warmem DPBS gewaschen und fiir 20 min mit Paraformaldehyd (4% in DPBS)
fixiert. Um die Zellen zu permeabilisieren, wurden sie mit 0,2% TritonX-100 in (DPBS; 100
ul/Well) fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 3%
BSA + 5% ZNS + 0,3% TritonX-100 (in DPBS; 100 pl/Well) fiir 20 min blockiert. Die
Inkubation mit phospho-spezifischen Primér-Antikérpern (Verdiinnung 1:50) fiir Erk 1/2 und
Akt erfolgte in 1% BSA/ZNS (Ziegen-Normal-Serum) (in DPBS; 25 pl/Well) iiber Nacht bei
4 °C. Am nichsten Tag wurden die Antikorperlosungen entfernt und die Zellen dreimal mit
DPBS gewaschen. Die Sekundér-Antikérper (Verdiinnung 1:800 in DPBS; 25 ul/Well) bzw.
DAPI (Verdiinnung 1:1000), zum Firben des Zellkerns, wurden fiir 2 h bei 37 °C zugegeben.
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AnschlieSend wurden die Zellen dreimal mit DPBS gewaschen und bis zur Messung in 100 pl
DPBS gelagert. Eine quantitative Auswertung sowie die mikroskopische Analyse der
aktivierten Proteine erfolgte mittels des ArrayScan™ High-Content Systems (ThermoFisher

Scientific).

2.11 Proliferationsassay mit Trypanblau

Um die Proliferationsrate von Zellen zu bestimmen, wurde eine definierte Zellzahl von
1,8 x 10* Zellen pro cm? in 6-Well Platten (ca. 68.000 Zellen/Well) fiir 24 h kultiviert. Danach
erfolgte die Belastung fiir 24 und 48 Stunden mit den kolloidalen Silikapartikeln (Sil5, Si25,
Si80), den fumed Silikapartikeln (SiF), den Kohlenstoffpartikeln (CNP) [33 pg/ml fiir alle
Nanopartikel; Stammldsung: 1 mg/ml] und der Kontrolle (H,O). In einem weiteren
Versuchsansatz wurde zu den Zellen zusétzlich zu den Silikananopartikeln der
Wachstumsfaktor EGF [100 ng/ml] fiir die gesamte Belastungszeit zugegeben. Im Anschluss
an die Belastungszeit wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA abgelost und mit 100 pl
Trypanblau-Losung (0,4%, Sigma Aldrich) fiir 3 min bei Raumtemperatur gefdrbt. Nach
Ablauf der Zeit wurden ein Aliquot von 10 pl in einer Neubauer-Zdhlkammer und die
ungeféarbten (lebenden) sowie die gefarbten (toten) Zellen gezdhlt. Es wurden unabhéngige

Triplikate dieses Versuches durchgefiihrt.

2.12 Translokation des EGFRs

Sterile Deckgldser wurden mit Serum-haltigem Medium (5%) in 6-Well Platten beschichtet.
Darauf wurden 2 x 10* RLE-Zellen pro cm? ausplattiert, nach 18 h mit DPBS gewaschen und
fiir 24 h mit Serum-reduziertem Medium (0,5%) inkubiert. Die Zellen wurden dann fiir 5 min
unter folgenden Bedingungen belastet: a) Silikananopartikel, b) EGF, c¢) erst SiNP und
unmittelbar danach EGF, d) erst EGF und unmittelbar danach SiNP. Nach Ablauf der Zeit
wurden die Zellen mit warmem DPBS gewaschen und bei Raumtemperatur mit Methanol-
freiem Formaldehyd (4% in DBPS) fiir 20 min fixiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit
eiskaltem Methanol fiir 10 min bei -20 °C inkubiert und 3 x mit DBPS gewaschen. Dann
wurden die Zellen mit 5% Ziegenserum + 0,3% Triton X-100 (in DPBS) fiir 20 min blockiert.

Fiir die Inkubation mit dem Primédrantikdrper wurde mit einem Fettstift ein Quadrat auf einen
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Objekttrager gezeichnet und 65 pl EGFR-Antikorperlosung (1:50 in 1% BSA (in DBPS)) in
die Mitte des Quadrats gegeben. Die Deckgldser mit den Zellen wurden dann mit der Zellseite
auf das Quadrat gelegt und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nédchsten Tag wurden die
Deckgliser zuriick in die 6-Well Platte gelegt und 3 x mit DPBS fiir 5 min gewaschen. Die
Inkubation mit dem Sekundérantikorper AlexaFluor594 (1:800 in DPBS; 800ul/Well) erfolgte
abgedunkelt in den Wells fiir 1 h bei 37 °C. Die Deckglidser wurden 3 x mit DPBS fiir 15 min
vor Licht geschiitzt gewaschen und mit 30 pl DAPI-haltigem Mounting Medium auf
Objekttragern eingebettet. Bis zur Untersuchung am Fluoreszenzmikroskop wurden die

Proben bei 4 °C im Dunkeln gelagert.
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2.13 Konfokales Laser-Raster-Mikroskop ,Leica TCS SP5¢
2.13.1 Funktionsprinzip

Um ein Pridparat mittels Fluoreszenzmikroskopie zu untersuchen, werden Proteine oder
Zellstrukturen zum Beispiel durch Fluorophor-gekoppelte Antikdrper angefdarbt. Die
Fluorenzenzmarkierung dient der Kontrastverstirkung, sodass Strukturen, die mit einem
Lichtmikroskop nicht erkennbar sind, betrachtet werden kdnnen. Ein Fluorophor kann durch
Absorption von Licht einer bestimmten Wellenldnge von seinem Grundzustand in einen
Singulettzustand mit hoherem Energielevel angeregt werden (Abb. 2.5). Ein Teil dieser
absorbierten Energie geht durch Vibrationen des Molekiils verloren (strahlungsfreie
Relaxation). Beim Ubergang des angeregten Fluorophors zuriick in seinen Grundzustand wird
Licht emittiert. Diesen Vorgang bezeichnet man als Fluoreszenz. Das emittierte Licht besteht,
aufgrund des Energieverlustes, aus Licht mit einem geringeren Energielevel bzw. einer
groBeren Wellenldnge. Durch die Moglichkeit, mehrere Zellstrukturen (bzw. Nanopartikel)
spezifisch zu detektieren, ist die Fluoreszenzmikroskopie eine gute Methode, um

Wechselwirkungen zwischen Nanopartikeln und Zellen zu untersuchen.
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S Relaxation
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Abbildung 2.5: Anregung und Emission von Fluorophoren.
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Bei herkommlicher Fluoreszenzmikroskopie wird das

gesamte Préparat auf einmal angeregt, und es werden auch

Signale detektiert, die auferhalb der Fokusebene des

Priparats liegen. Es wird so eine Abbildung erzeugt, in der

die dreidimensional detektierten Informationen in einer

zweidimensionalen Ebene dargestellt werden. Der Vorteil

eines konfokalen Laser-Raster-Mikroskops ist, dass das
) . ) ) ) Abbildung  2.6:  Raster-
Priparat mit einem fokussierten Laserstrahl in einem

schema des Mikroskops.

Linienmuster punktuell angeregt wird (Abb. 2.6). Durch

eine geeignete Offnung des Pinholes vor dem Detektor im Strahlengang des emittierten Lichts
(Abb. 2.7) werden Informationen oberhalb und unterhalb der Fokusebene (Z-Achsen
Ausrichtung) der betrachteten Bereiche zuriickgehalten. Nach und nach wird so die
Fluoreszenz des gescannten Bereichs durch Verschiebung des Priparats, in Z-Achse,
detektiert. Die Verarbeitung der Signale zu einem dreidimensionalen Bilderstapel ermoglicht
eine rdumliche Analyse des Prdparats. Aufgrund der Lichtbeugung koénnen mit dieser

Methode nur Details in lateraler Ebene aufgelost werden, die in etwa so groB3 sind, wie die

halbe Wellenldnge des verwendeten Laserlichts (Auflosungsgrenze nach Abbe, 1873).
Scan-Spiegel

Objektiv | praparat

Anregungslaser

emittierte
Fluoreszenz

N\ / /4
Detektor [ AN 7
RS 7 4

Dichroitische Scan-Spiegel
Pinhole Spiegel

Abbildung 2.7: Strahlengang des Lichts im konfokalen Laser-Rastermikroskop.

2.13.2 Bildaufnahme am ,Leica TCS SP 5¢

Das Mikroskop TCS SP 5 (Leica) wurde iiber die Software ,Leica Application Suite
Advanced Fluorescenece® (LAS AF) gesteuert. Der Argon(Ar)-lonen-Laser (488 nm) und der
Helium/Neon(HeNe)-Laser (633 nm) wurden mit einer Ausgangsintensitit von 25%

verwendet. Die erstellten Préparate wurden mit der Kombination aus den Fluorophoren
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Alexa488 und Alexa647 bzw. Atto647 gefirbt und mit den Wellenldngen A= 488 (25-35%;
gain = 800) und A= 633 (2-5%; smart-gain = 100%) sequenziell (between frames) angeregt.
Die prozentualen Angaben der Laserintensitit beziehen sich auf die Ausgangsleistung von
25%. Das von Alexa488 emittierte Fluoreszenzsignal wurde mit dem PMT (Photomultiplier)-
Detektor im dem Bereich von 500 - 555 nm, und das von Alexa647 bzw. Atto647 emittierte
Fluoreszenzsignal wurde mit dem APD (Avalance-Photodiode)-Detektor im Bereich von 647
- 694 nm detektiert. Die Raster-Geschwindigkeit, mit der die Pridparate beleuchtet wurden,
betrug 200 Hz (Line Average = 1; Frame Average: 2), und die GroBBe der Abbildungen hatte
das Format 1024 x 1024 Pixel (XY-Ausrichtung). Als Objektive wurden das 63 x und das
100 x Ol-Objektiv mit dem Immersionsdl Type F (Leica, Wetzlar) verwendet. Die Offnung
des Pinholes am Mikroskop war bei beiden Objektiven auf AU = 1 (Airy Unit) eingestellt. Die
PixelgroBe der Bilder betrug je nach Zoomfaktor (1,00 — 10,00 x) 380 — 40 nm. Bei der
Aufnahme von Bilderstapeln wurden 20 Bilder in Z-Richtung aufgenommen, die vom
Deckglas iiber die gesamte Hohe der Zelle gleichmiBig aufgeteilt wurden (Scheibenhohe 0,13
-0,2 um).

2.13.3 Erstellung von Zell-Priparaten

Je ein rundes Deckglas (1,5 pm) wurde in das Well einer 12-Well-Platte gelegt und fiir 20 min
bei Raumtemperatur mit Vollmedium (5% FCS) inkubiert, damit sich eine Proteinschicht auf
den Deckgliasern bildet und das Anwachsen der Zellen erleichtert wird. Die RLE-Zellen
wurden dann mit einer Dichte von 2 x 10*/cm” ausgesit und mit 2 ml Vollmedium fiir 24 h im
Inkubator bei 37 °C kultiviert. Danach wurde das Vollmedium abgesaugt, die Zellen zweimal
mit warmem DBPS gewaschen und fiir mindestens 18 weitere Stunden mit Serum-
reduziertem Medium (0,5% FCS) inkubiert, um die Zellen auszuhungern. Jetzt wurden die
Zellen mit Nanopartikeln belastet und fiir die vorgesehene Inkubationsdauer bei 37 °C
inkubiert. Die Inkubationszeiten mit Partikeln sowie alle Anderungen dieses Protokolls sind
an entsprechender Stelle aufgefiihrt. Nach Beendigung der Belastungszeit wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen zweimal mit warmem DPBS gewaschen. Fiir die kommenden
Inkubationszeiten wurde die 12-Well Platte zwischen den Arbeitsschritten mit Aluminiumfolie
abgedunkelt, um die Fluorophore der Nanopartikel und der folgenden Immunofarbungen vor
Licht zu schiitzen. Zum Fixieren der Zellen wurden diese bei Raumtemperatur mit

Paraformaldehyd (4% in DPBS; 1 ml/Well) fiir 20 min inkubiert und im Anschluss dreimal
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mit DPBS gewaschen. Dann wurde Triton X-100 (0,2% in DPBS; 1 ml/Well) fiir 10 min zu
den Zellen gegeben, um die Membran der Zellen zu permeabilisieren. Mit einer BSA (bovines
Serum Albumin)-Ldsung (5% in DPBS; 1 ml/Well) wurden die Proteine der Zellen dann fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schiittler blockiert. Im Anschluss wurde der
Primérantikorper (200 pl/Well; Verdiinnungen siehe Kapitel 2.3.4.1) in einer BSA-Ldsung
(1% in DPBS; 1 ml/Well) zugegeben und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur auf dem
Schiittler inkubiert (optional wurde die Inkubation iiber Nacht bei 4 °C durchgefiihrt).
Nachdem die Zellen dreimal mit DPBS gewaschen wurden, wurde der Sekundérantikorper
(1:500; 500 pl/Well) in DPBS verdiinnt zugegeben und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur auf
dem Schiittler inkubiert (optional wurde die Inkubation {iber Nacht bei 4 °C durchgefiihrt).
Der iiberschiissige und nicht gebundene Antikorper wurde dann mit drei DPBS-
Waschschritten entfernt und die Deckglédser mit ca. 30 pul Mowiol (Rezept in Kapitel 2.14.4)
auf einem Objekttriger eingebettet. Zur Trocknung wurden die Objekttrager iiber Nacht bei
4 °C oder fiir eine Stunde bei 46 °C im Trockenschrank gelegt. Bis zur Bildaufnahme am

Laser-Raster-Mikroskop wurden die Objekttrager abgedunkelt bei 4 °C gelagert.

2.13.4 Einbett-Medium Mowiol

Fiir das Erstellen von Einbett-Medium wurden 2,4 g Mowiol 4-88 unter Riihren in 6 g
Glycerin geldst. Mowiol ist ein teilweise hydrolysierter Polyvinylalkohol mit einer hohen
Klebkraft. Nach Zugabe von 6 ml destilliertem Wasser wurde die Losung auf 45 °C erhitzt
und iiber Nacht bis zur vollstindigen Durchmischung geriihrt. Dann wurden 12 ml Tris
(0,2 M, pH 8-8,5) hinzugegeben und bei 53 °C fiir 2 Stunden stark geriihrt. Zuletzt wurden
0,625 g 1,4-Diazabicyclo-(2,2,2)octan (DABCO) zugefiigt und weitere 30 min geriihrt. Die
Zugabe von DABCO verhindert das Ausbleichen der gefarbten Proben. Die Lésung wurde
dann fiir 15 min bei 2152 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde aliquotiert und bei -20 °C
gelagert.
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2.14 EGF und SiNP im zellulidren System
2.14.1 Markierung von EGF mittels Fluoreszenzfarbstoff

Um die Interaktionen von EGF mit den Nanopartikeln und deren Lokalisierung innerhalb von
Zellen in mikroskopischen Analysen zu untersuchen, wurde humanes rekombinantes EGF
(R&D Systems) mit dem Farbstoff Atto488 fluoreszenzmarkiert (Atto488 Labeling Kits,
Sigma Aldrich, #38371) markiert. Dafiir wurde, nach Anleitung des Herstellers, 0,5 mg EGF
in 100 pl Bicarbonatepuffer gegeben und 0,15 mg Atto488 Farbstoff in 20 pl DMSO gelost.
Die beiden Losungen wurden in einem Reaktionsgefd3 vereinigt und fiir 2,5 Stunden bei
Raumtemperatur auf dem Schiittler vermengt. Danach wurde eine Gelfiltrationssédule
(Ausschlussgrofe: 5 kDa) erst mit 10 ml Wasser, dann mit 15 ml Phosphatpuffer equilibriert
und das EGF-Atto488-Gemisch mit 5 ml Phosphatpuffer aufgetrennt. Die erste eluierte
farbige Fraktion enthielt das mit Farbstoff markierte EGF und wurde separat aufgefangen. Um
das Verhiltnis zwischen Protein und Farbstoff zu bestimmen wurden 50 pl einer 1:10
Verdiinnung der EGF-Atto488-Losung in eine 96-Well Platte gegeben und die Absorption bei
280 und 498 nm bestimmt.

2.14.2 Interaktion zwischen EGF und SiNP (Gelelektrophorese)

Mit den folgenden Szenarien wurden zwei Ansétze verfolgt, bei denen die Partikel nach
Inkubation mit EGF zum einen durch Ultrafiltration abgetrennt und zum anderen durch

Zentrifugation sedimentiert wurden.

Szenario 1 ,Ultrafiltration‘: In diesem Experiment wurden die Sil5 und Si80 Partikel mit
fluoreszenzmarkiertem EGF (EGF-L) zum einen in H,O und zum anderen in Serum-
reduziertem Medium fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend bei
14.000 x g durch eine Membran zentrifugiert, die eine AusschlussgroBBe (MWCO; engl.
molecular weight cut off) von 100 kDa hat (Macrosep advanced 100 kDa OMEGA; Pall Life
Science). In einem Vorversuch wurde zuvor tiberpriift, dass die drei PartikelgroBen von dieser
Membran zuriickgehalten werden, indem die fluoreszierenden Partikel in den Filtraten mittels
SDS-Gel nicht mehr detektiert werden konnten. Die Nanopartikel und das EGF-L wurden im
gleichen Verhéltnis, wie im Zellversuch, bzw. mit der gleichen Massenkonzentration der
verschiedenen SiNP eingesetzt und die Filtrate gelelektrophoretisch aufgetrennt. Zunichst
wurden Partikel und EGF-L in H,O (Gel A) und auBlerdem in Serum-reduziertem Medium
inkubiert (Gel B1/B2). Fiir diesen Ansatz (,gleiche Masse‘) wurde EGF [100 ng/ml] mit
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33 pg/ml SiNP in 2 ml H,O bzw. Serum-reduziertem Medium gegeben. Dadurch soll neben
der EGF-Partikel Interaktion in Wasser auch die Interaktion in Anwesenheit von
Serumproteinen und Medienbestandteilen, d.h. unter den gleichen Bedingungen wie im
Zellexperiment, untersucht werden. Um zu iiberpriifen, ob die Bindung von EGF von der
Oberfliche oder der GroBe der Partikel abhidngt, wurden auch Ansédtze erstellt, bei denen die
Sil5 und Si80 Partikel mit der gleichen spezifischen Oberfliache, statt der gleichen
Massenkonzentration, eingesetzt wurden. Die Oberflichen in dem Ansatz ,gleiche Masse*
betragen ungefdhr 222,0 m?g fiir die verwendeten Sil5 Partikel und 41,6 m?/g fiir die
verwendeten Si80 Partikel. Die spezifischen Oberflichen wurden mit einem linearen
Regressionsmodell berechnet (y = 143,2 - 1,505x, mit y = spezifische Oberfliche [m?/g], x =
Partikeldurchmesser [nm] und r* = 0,999; Peuschel et al, 2015). Zur Einstellung der
spezifischen Oberfldche der Si80 Partikel auf die spezifische Oberfldche der Sil5 Partikel
(,Oberflache wie Si15°) wurden 177,5 pg/ml der Si80 Partikel eingesetzt. Zur Einstellung der
spezifischen Oberfliche der Sil5 Partikel auf die spezifische Oberflache der Si80 Partikel
(,Oberfldache wie Si80°) wurden 6,2 pg/ml der Sil5 verwendet. Als Kontrollen wurde EGF-L
in H,O und in Serum-reduziertem Medium jeweils unfiltriert, sowie ohne SiNP filtriert,

verwendet. Bis zur Gel-Elektrophorese wurden die Proben bei -20 °C gelagert.

Szenario 2 ,Zentrifugation‘: Im zweiten Szenario wurden die Partikel-EGF Gemische ohne
Membran bei 16824 x g zentrifugiert, weil ein grofer Teil des EGFs an der Membran
adsorbiert. Unter diesen Bedingungen der Zentrifugation werden die Si80 Partikel quantitativ
sedimentiert, wahrend die Sil5 Partikel fiir eine Sedimentation zu klein bzw. Trigheit,
Reibung und Auftrieb zu groB sind, sodass sie im Uberstand detektierbar bleiben. Die Sil5
bzw. Si80 Partikel wurden in der Konzentration 33 pg/ml in 2 ml Serum-reduziertem Medium
mit EGF-L [100 ng/ml] 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann fiir 30 min
zentrifugiert. 1 ml des Uberstandes wurde in ein frisches ReaktionsgefiB {iberfiihrt und bis zur
Gel-Elektrophorese bei —20 °C gelagert. Als Kontrollen wurde EGF-L ohne Partikel, Partikel
ohne EGF-L und die nicht zentrifugierte Mischung aus Partikeln und EGF verwendet. Alle

Kontrollen wurden zentrifugiert und nicht zentrifugiert auf das Gel aufgetragen.
Gel-Elektrophorese:

Fiir die Elektrophorese wurde ein 16%-Acrylamidgel gegossen und die Gel-Taschen mit 35 pl
Probe mit 5 ul 4 x konzentriertem Laemmli-Puffer gefiillt. Die Auftrennung der Proteine fand

fiir 15 min bei 70 V im Sammelgel und 50-60 min bei 110 V im Trenngel statt. Direkt nach
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der Elektrophorese wurden das fluoreszenzmarkierte EGF bzw. die fluoreszenzmarkierten
Partikel mit dem Gel-Dokumentationssystem Furchem Q (Alpha Innere) unter Verwendung
der Anregungswellenlédngen 475 nm (Emissionsfilter 537 nm; fiir das EGF-L) und 632 nm
(Emmissionsfilter 699 nm; fiir die SiNP) detektiert.

Tabelle 2.9: Zusammensetzung des 16%-Acrylamidgels.

Trenngel Zusammensetzung Sammelgel
5,33 ml 37,5 :1,30% AA; 0,8% BAA Acrylamid 1 ml
2 ml Tris (pH 8,8) Tris (pH 6,8) 0,6 M 0,75 ml
1,875 M
0,1 ml SDS (10%) 0,075 ml
200 ul APS (10%) [20 pg/ml] 150 pl
3,65 ml H,O (Milli-Q) 5,65 ml

2.14.3 Interaktion zwischen EGF und SiNP (Fluoreszenz-Firbung)

Fiir diesen Versuch wurden RLE-Zellen in einer 12-Well Platte, wie unter Kapitel 2.14.3
beschrieben, ausplattiert und kultiviert. Die Zellen wurden fiir 5 min mit den Nanopartikeln
Sil5, Si25, Si80 und H,O als Negativkontrolle belastet. Als Wachstumsfaktor wurde das
markierte EGF verwendet und kurz nach Zugabe der Partikel zu den Ansidtzen gegeben.
Aufgrund der Fluoreszenzmarkierung des EGFs und der Nanopartikel waren in diesem
Experiment keine weiteren Prédparationsschritte bzw. Fiarbungen notig und die Deckgliser
wurden nach der Fixierung mit Mowiol auf Objekttragern eingebettet. Bis zur Untersuchung
der Proben mit einem konfokalen Mikroskop wurden die Objekttrager bei 4 °C im Dunkeln
gelagert.

2.14.4 Interaktion zwischen dem EGFR und SiNP

Fiir diesen Versuch wurden RLE-Zellen in einer 12-Well Platte, wie unter Kapitel 2.14.3
beschrieben, ausplattiert und kultiviert. Die Zellen wurden fiir 5 min mit den Nanopartikeln
Sil5, Si25, Si80 und H,O als Negativkontrolle belastet. Nach der Blockierung der Zellen
wurde dann der EGFR mit dem Primérantikorper (Kapitel 2.3.4.1) inkubiert und danach mit
dem Sekundirantikorper Alexa488 angefdrbt und fixiert. Bis zur Untersuchung der Proben
mit einem konfokalen Mikroskop wurden die Objekttriager bei 4 °C im Dunkeln gelagert.
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2.15 Aufnahme von Silikananopartikel in RLE-Zellen
2.15.1 Aufnahmemechanismus

Die Internalisierung von Nanopartikeln durch RLE-Zellen wurde untersucht, indem
Inhibitoren fiir Clathrin- und Caveolin-abhingige Aufnahmewege eingesetzt wurden. Dadurch
sollte gepriift werden, durch welchen Mechanismus die Partikel in die Zellen gelangen. Fiir
die Inhibierung des Clathrin-abhidngigen Wegs wurde die Substanz Chlorpromazin (C)
eingesetzt, welche die Bindung des AP-2 Adaptorkomplexes an die Membran und somit die
Bindung von Clathrin verhindert. Die Caveolin-abhingige Aufnahme wurde durch Zugabe
von Filipin III (F) inhibiert. Filipin interagiert mit Cholesterin und GPI-verankerten Proteinen
aus Lipid Rafts, was in Anomalien der Caveolae resultiert und die Abschniirung der Caveolae

verhindert.

In einem Vorversuch wurde die Zellmorphologie von adhdrenten RLE-Zellen als Marker fiir
die Toxizitit der Inhibitoren iiberpriift. Dafiir wurden in einer 12-Well Platte 2 x 10* Zellen
pro cm? flir 18 Stunden bei 37 °C kultiviert. Die Zellen wurden dann mit warmem DPBS
gewaschen und mit 0,5% FCS-Medium fiir weitere 24 Stunden mit Serum-reduziertem
Medium inkubiert. In das Serum-reduzierte Medium wurden die Inhibitoren in den
Konzentrationen a) Chlorpromazin: 50 pM; b) Filipin: 7 pM; c¢) Chlorpromazin/Filipin:
50 uM/7 uM gegeben und bei 37 °C inkubiert. Nach den Zeitpunkten 1, 2, 3, 4, 6 und 24
Stunden wurden die Zellen mit einem Lichtmikroskop (Axiovert 25, Zeiss) auf
morphologische Verdnderungen, Adhdrenz und Wachstumsverhalten optisch untersucht und
repriasentative Bildaufnahmen von Befunden erstellt. Dieses Experiment wurde einmal

durchgefiihrt.

In einer 12-Well-Platte wurden RLE-Zellen auf sterilen Deckgldsern, wie in Kapitel 2.14.3
beschrieben, kultiviert. In drei verschiedenen Ansétzen, a) Chlorpromazin (50 uM); b) Filipin
(7 uM); ¢) Chlorpromazin und Filipin (50 uM/7 uM); wurden die Clathrin- und Caveolin-
abhingigen Aufnahmewege der Zellen inhibiert. Die Zugabe erfolgte eine halbe Stunde vor
der jeweiligen Partikelinkubation mit Sil5, Si25 und Si80; als Negativkontrolle wurde H,O
verwendet. Nach 4 Stunden wurde das Medium mit den Partikeln verworfen und die Zellen
mit warmem DPBS gewaschen und fixiert. Die Membran der Zellen wurde dann fiir 10 min
mit AlexaFluor488-gekoppeltem WGA (1:500 in DPBS; engl Wheat Germ Agglutinin)
gefarbt und 3 x fiir je 5 min mit DPBS gewaschen. Die Zellen wurden fiir die WGA-Firbung

nicht permeabilisiert oder blockiert und direkt mit Mowiol auf Objekttrigern eingebettet. Die
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Proben wurden bei 4 °C bis zur Analyse am konfokalen Mikroskop SP5 gelagert. Fiir die
Auswertung wurde ein lateraler Stapel einer ganzen Zelle in Z-Achse erstellt und in
orthogonale Darstellungen der Stapel in YZ- oder XZ-Ausrichtung mit der Software ImageJ

umgewandelt.

2.15.2 Frithe Endosomen

Es wurden, wie unter Kapitel 2.14.3 beschrieben, RLE-Zellen auf Deckgldsern ausgesdt und
mit Serum-reduziertem Medium inkubiert. Die Inkubation mit SiNP (Sil5, Si25 und Si80)
und H,O als Negativkontrolle erfolgte fiir eine halbe Stunde bei 37 °C. Die Endosomen
wurden mit dem EEA1-Antikorper (engl. early endosome antibody 1; Kapitel 2.3.4.1) und
dem Sekundérantikorper Alexa488 (anti-mouse) gefarbt. Dann wurden die Deckgliser mit
Mowiol auf Objekttragern eingebettet und bis zur Bildaufnhahme am konfokalen Laser-Raster-

Mikroskop bei 4 °C gelagert.

2.15.3 Spiite Endosomen

Fiir diesen Versuch wurden RLE-Zellen auf Deckgldsern kultiviert (siche Kapitel 2.14.3) und
fiir 18 Stunden mit Serum-reduziertem Medium inkubiert. Die Belastung mit
Silikananopartikeln erfolgte in einem Vorversuch fiir 5, 30, 60 und 90 Minuten und in den
Replikaten dieses Experiments fiir 60 Minuten. Die spdten Endosomen wurden mit dem
Primirantikérper Rab7 (emgl. Ras-related protein; Kapitel 2.3.4.1) und dem
Sekundirantikorper Alexa488 (anti-rabbit) gefarbt. Die Deckgldser wurden auf Objekttragern
mit Mowiol eingebettet und bis zur Analyse am konfokalen Laser-Rastermikroskop bei 4 °C

gelagert.

2.15.4 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von SiNP auf RLE-Zellen

2 x 10" RLE-Zellen wurden auf sterilen Deckglisern fiir 24 Stunden kultiviert und fiir weitere
18 Stunden mit Serum-reduziertem Medium inkubiert (wie unter 2.10.2 beschrieben). Die
Zellen wurden fiir 5 Minuten mit Silikananopartikeln belastet, mit warmem DPBS gewaschen

und mit 4% Paraformaldehyd (in DPBS) fiir 20 min fixiert. Dann wurden die Zellen dreimal
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mit warmem Phosphatpuffer (Tabelle 2.10) gewaschen und mit einer aufsteigenden Ethanol-
Reihe das Wasser aus den Zellen entfernt. Dafiir wurden die Deckgléser jeweils fiir 10 min in
30%, 50%, 70%, 80%, 90% und 96% Ethanol (in destilliertem Wasser) auf dem Schiittler
inkubiert. Dann wurden die Zellen zweimal fiir 15 Minuten mit 99% Ethanol und einmal fiir
15 Minuten mit einer 1:1 (Volumen) Mischung aus 99% Ethanol und Hexamethyldisilazan
(HMDS) gewaschen. Zuletzt wurden die Zellen fiir 15 Minuten in reinem HMDS inkubiert
und das HMDS bis auf einen diinnen Film entfernt. Uber Nacht wurde das verbliebene HMDS
unter dem Abzug entfernt und die Proben bis zur Analyse am Elektronenmikroskop im

Exsikkator gelagert.

Bei dem verwendeten Mikroskop handelte es sich um das Gerit Quanta 400 FEG (Schottky-
Emitter) der Firma FEI (Hilsboro, USA), mit dem die Proben unter geringem Vakuum
(100 Pa) analysiert wurden. Die Proben wurden mit einer Beschleunigungsspannung zwischen
5 und 10 kV angeregt und die Sekundérelektronen (SE) und Riickstreuelektronen (BSE)
detektiert. Die weiteren verwendeten Einstellungen und Bildparameter sind in den jeweiligen
Figurenlegenden angegeben. Die SE wurden mit dem ,Large Field® Detektor (LFD)
aufgenommen, und fiir die BSE wurde der Solid State Detektor (SSD) verwendet. Die Bilder
haben eine Gréfle von 1024 x 884 Pixel.

Tabelle 2.10: Zusammensetzung des Phosphatpuffers.

Phosphatpuffer 0,02 M Natrium-Dihydrogenphosphat Dihydrat (3,12 g/)
(pH 7,4; 400-450 mosmol/kg) | 0,1 M Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat (17,20 g/1)
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2.16 Statistik

Alle Experimente wurden, wenn nicht anders vermerkt, als Triplikate (n=3) durchgefiihrt. Die
Balkendiagramme der Ergebnisse wurden mit Microsoft Excel als Mittelwerte (X) und

Standardfehler (o(X)) erstellt.

Formel 1: Mittelwert. Formel 2: Standardfehler.
1 n
— o
T=->'x o(X) = —
ns Vn

Die Datenbewertung aller Versuche erfolgte iiber eine einseitige ANOVA (engl. analysis of
variance). Dadurch kann ermittelt werden, ob sich die Effekte der Behandlungsgruppen

signifikant voneinander unterscheiden.

AnschlieBend an die ANOVA wurden fiir alle Daten als PostHoc-Tests (zweiseitiger
Bonferroni-Test, zweiseitiger Dunnett-Test oder Mann-Whitney-U-Test) durchgefiihrt. Fiir die
Post Hoc-Tests gilt das Signifikanzniveau von p = 0,05 als Grenze in einem 95% -

Konfidenzintervall. Diese Analysen wurden mit SPSS statistics 20/23 (IBM) durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

Die Exposition von Epithelien mit hydrophoben Kohlenstoffnanopartikeln fithrt zu einer
redoxabhingigen Aktivierung des EGFR, die Einfluss auf die zellulire Homdostase nimmt.
Das Ziel der experimentellen Arbeiten dieser Dissertation ist es aufkldren, ob kolloidale
Silikananopartikel (Sil5, Si25, Si80) vergleichbare Effekte auf die Endpunkte Proliferation
und Apoptose haben und ob der EGFR-Signalweg flir die Ausprigung dieser Reaktionen
verantwortlich ist. Dazu wurde als etabliertes epitheliales Zellkulturmodell die Zelllinie RLE-
6TN (Rattenlungenepithel) gewéhlt. Zusétzlich wurden Mechanismen der Nanopartikel-Zell-
Interaktion auf der Ebene der Internalisierung der SiNP in die Zellen und der Lokalisation in

den Zellen aufgeklart.

3.1 Zytotoxizitit

In Analogie zu den Vorarbeiten mit hydrophoben Nanopartikeln wurde flir die
Silikananopartikel eine Effektdosis von 33 pg/ml ausgewihlt. Um ausschlieen zu konnen,
dass die beobachteten Effekte auf unspezifische Zytotoxizitit zuriickzufithren sind, wurden
verschiedene Parameter der Vitalitit der Zellen erfasst. Wéahrend der Durchfiithrung der
Versuche wurden die Zellen stets vor und nach der Belastung mit Nanopartikeln
mikroskopisch auf Morphologie, Wachstumsverhalten, Granularitit der Zelleinschliisse,
Adhidrenz und Konfluenz untersucht, weil die Zellen wihrend der folgenden Experimente
keiner Partikel-induzierten akuten Toxizitit ausgesetzt sein sollten. Weiterhin wurden im
Rahmen der Bestimmung der Proliferationsraten von Zellen (Kapitel 3.2) durch
Trypanblaufirbung abgestorbene Zellen erfasst. Dariiber hinaus wurden typische
Zytotoxizititsassays auf der Ebene von Lysosomen und metabolischer Aktivitit der Zellen

durchgefiihrt.

3.1.1 Neutralrot Assay

Mit dem Neutralrot Assays wurde die Integritit der Lysosomen der Zellen 24 h nach
Exposition erfasst. Die Zellen wurden einmalig mit Silikananopartikeln (Sil5, Si25, Si80)
bzw. den hydrophoben Vergleichspartikeln fumed Silika (SiF) und Kohlenstoffnanopartikeln
(CNP) jeweils mit 33pg/ml behandelt. Im Vergleich zur H,O-Kontrolle konnte im Neutralrot
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Assay keine signifikante Reduktion der Neutralrotfarbung durch die kolloidalen Silikapartikel
beobachtet werden (Abb. 3.1). Auch die Behandlung mit SiF und CNP hatte keine Reduktion
des Farbstoffes zur Folge. Es konnte eine leichte Verstirkung des Signals nach Belastung mit
den Partikeln Si15, Si25, Si80 und CNP beobachtet werden, die sich nicht mit einer erhdhten
Viabilitdt der Zellen erkldren ldsst, denn die morphologischen Untersuchungen gaben keine
Hinweise auf eine vermehrte Proliferation. Hier konnte jedoch auch ein Effekt der Partikel auf
die Lysosomen vorliegen. Die Partikel konnten die Entstehung neuer Lysosomen induzieren,
sodass die Gesamtmenge von Neutralrot pro Zelle erhoht wird. Des Weiteren wurde in der
Literatur beschrieben, dass Partikel-induzierte Autophagie bei Zellen mit einer erhdhten
lysosomalen Aktivitéit einhergeht (Kenzaoui et al., 2012). AuBBerdem besteht die Moglichkeit,
dass die Partikel selbst mit der Messung interferieren. Da jedoch das Absorptionsspektrum
von den Silikananopartikeln bei der Wellenldnge des Neutralrots kein Maximum hat, erscheint
diese Erkldrung unwahrscheinlich. Die gemessene Menge Neutralrot nach Belastung mit den
fumed Silikapartikeln ist auf dem Niveau der Kontrolle. Von diesem Versuch wurden

unabhédngige Triplikate erstellt.
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Abbildung 3.1: Zytotoxizitit von verschiedenen Nanopartikeln bestimmt mit dem Neutralrot-Aassay.
RLE-6TN Zellen wurden 24 h mit 33 pg/ml Nanopartikeln inkubiert und die Mittelwerte und Standardfehler der
Extinktionen von n=3 (jeweils 8 Replikate) unabhéngigen Versuchen aufgetragen. Sil5, Si25, Si80: kolloidale
Silikapartikel; SiF: fumed Silikapartikel; CNP: Kohlenstoffnanopartikel; Ctrl: H,O.
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3.1.2 WST-1 Assay

Die Induktion von Signalereignissen durch Nanopartikel auf molekularer Ebene muss unter
Serum-reduzierten Bedingungen bestimmt werden. In der Regel werden molekulare
Verdnderungen nach wenigen Minuten bis einigen Stunden erfasst. Um einen Eindruck der
Wirkung von SiNP auf Zellen unter Serum-reduzierten Bedingungen zu bekommen, wurde
die metabolische Aktivitdt der Zellen unter Serum-reduzierten Bedingungen 24 h nach
einmaliger Exposition durchgefiihrt. Fiir dieses Experiment wurden 3 x 10* Zellen pro cm? in
einer 96-Well unter Serum-reduzierten Bedingungen kultiviert (n=3). Die Belastung mit
Nanopartikeln erfolgte pro n=1 in flinffacher Bestimmung bei 37 °C fiir 24 h. Als Kontrolle
wurde 30 min vor Ablauf der Inkubationszeit Natriumazid (NaN3) [1 M] zu den Zellen
gegeben. Die gemessenen Farbintensititen des gebildeten Formazansalzes der Nanopartikel
wurden in ein prozentuales Verhéltnis zur H;O-Kontrolle (100%) und NaN3;-Behandlung (0%)
gesetzt und in einem Balkendiagramm aufgetragen (Abb. 3.2.1). In einem weiteren Ansatz
wurde das Experiment mit Vollmedium, unter nicht Serum-reduzierten Bedingungen,

wiederholt.

Alle getesteten Partikel nehmen Einfluss auf die Umwandlung des Farbstoffes WST-1 bzw.
verringern die Stoffwechselrate der RLE-Zellen. Statistische Analysen der Mittelwerte von
drei unabhédngigen Experimenten ergaben fiir alle Partikel signifikant reduzierte
Signalintensititen (Bonferroni-Test) im Vergleich zur Kontrolle. Durch die kleinen
kolloidalen Silikananopartikel wurde die metabolische Stoffwechselrate der RLE-Zellen
grolenabhingig am stirksten reduziert, wobei die kleinsten Partikel Sil5 den grofiten Effekt
mit liber 60% Riickgang induzierten. Die Partikel Si25 verminderten die metabolische
Stoffwechselrate um die Hélfte und die groBten SiNP Si80 um etwa 30%. Die fumed
Silikapartikel reduzierten die metabolische Leistung der Zellen um 50% und der
Kohlenstoffpartikel (CNP) um etwa 35%. Der Wert der fumed Silikapartikel lag ungefahr auf
dem Niveau der kolloidalen Silikapartikel Si25. In dem nicht Serum-reduzierten Ansatz (Abb.
3.2.2) konnte hingegen kein Effekt der Nanopartikel in der Konzentration 33 pg/ml gemessen
werden. Daher ist die Reduktion der metabolischen Aktivitdt im ersten Ansatz auf die Serum-

reduzierten Bedingungen zuriickzufiihren.

Dieser Assay gibt ausschlielich Auskunft iiber die Stoffwechselleistung von Zellen, jedoch
konnte bei den mikroskopischen Analysen der Zellen nach 24 h keine Tendenz einer

zytotoxischen Schadigung durch die Silikananopartikel beobachtet werden. Das lésst
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vermuten, dass die SiNP nicht iiber einen zytotoxischen Effekt Einfluss auf den Metabolismus

von RLE-Zellen nehmen.
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Abbildung 3.2.1: Zytotoxizitit von verschiedenen Nanopartikeln bestimmt mit dem WST 1-Aassay
unter Serum-reduzierten Bedingungen. RLE-6TN Zellen wurden 24 h mit 33 pg/ml Nanopartikeln
inkubiert, die Signale der Partikel in ein prozentuales Verhéltnis (H,O: 100%; NaNj;: 0%) und die Mittelwerte
und Standardfehler der Extinktionen von n=3 unabhingigen Versuchen aufgetragen. Sil5, Si25, Si80:
kolloidale Silikapartikel; SiF: fumed Silika; CNP: Kohlenstoffnanopartikel; Ctrl: H,O (100%).
*Signifikanzniveau (Bonferroni-Test) p < 0,05 im Vergleich zur H,O-Kontrolle
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Abbildung 3.2.2: Zytotoxizitit von verschiedenen Nanopartikeln bestimmt mit dem WST 1-Aassay unter
nicht Serum-reduzierten Bedingungen. RLE-6TN Zellen wurden 24 h mit 33 pg/ml Nanopartikeln inkubiert,
die Signale der Partikel in ein prozentuales Verhiltnis (H,O: 100%; NaNs3: 0%) und die Mittelwerte und
Standardfehler der Extinktionen von n=3 unabhéngigen Versuchen aufgetragen. Sil5, Si25, Si80: kolloidale
Silikapartikel; SiF: fumed Silika; CNP: Kohlenstoffnanopartikel; Ctrl: H,O (100%).



64

3.1.3 Detektion reaktiver Sauerstoffspezies

Die Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies durch Partikel wurde als Ursache fiir eine
Partikel-induzierte Zytotoxizitét identifiziert (Nordberga und Arnér, 2001; Hei et al., 1998).
Am Beispiel von Kohlenstoffnanopartikeln wurde gezeigt, dass intrazelluldrer oxidativer
Stress EGFR-abhédngige Signaltransduktionsprozesse von Epithelzellen initialisieren (Sydlik
et al., 2006; Weissenberg et al., 2010). Mit den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob
kolloidale Silikananopartikel in einem zellfreien und einem zelluldren System oxidativen
Stress induzieren. DCF ist ein Farbstoff, der nach Oxidation durch reaktiven Sauerstoff

fluoresziert.

3.1.3.1 Zellfreier DCF-Assay

Mit dem zellfreien DCF-Assay kann das intrinsische oxidative Potential von Nanopartikeln,
also die Fahigkeit von Nanopartikeln im Zellkulturmedium reaktive Sauerstoffspezies zu
generieren, untersucht werden. Zu den verschiedenen Ansdtzen mit Serum-reduziertem
Medium wurde H,O, [1 uM] zur Verstirkung von Fenton- (bzw. Haber-Weiss-) dhnlichen
Reaktionen hinzugefiigt und die DCF-Fluoreszenz als Marker der ROS-Entstehung alle 2 min

iiber einen Zeitraum von 30 min gemessen (Abb. 3.3).

Die DCF-Fluoreszenz der als Positivkontrolle getesteten Kohlenstoffpartikel (CNP) waren
vom Zeitpunkt t=0 an im Vergleich zur Negativkontrolle erh6ht, und nach 30 min stieg ihr
Wert auf das etwa 6-fache des Wertes der Negativkontrolle an. Statistische Analysen der
CNP-induzierten ROS-Generierung nach 30 min ergaben einen signifikant hoheren Wert im
Vergleich zur partikelfreien Kontrolle. Die ROS-Levels der drei kolloidalen Silikapartikel und
des fumed Silikapartikels waren etwa auf dem gleichen Niveau und unterschieden sich nach
30 min nicht signifikant von dem Niveau der Negativkontrolle. Das bedeutet, dass die
Silikananopartikel in der eingesetzten Dosis von 33 pg/ml mit den Bestandteilen des
Mediums keine ROS generieren. Eine mogliche Entstehung von ROS in Anwesenheit von

RLE-Zellen wurde im folgenden Versuch untersucht.



65

14000 -
— 12000 - =
D4
£ g @
00 ,i B
& 10000 - g ¢ Si15
n g
S 8000 - s ¥ = Si25
E [X] A Si80
o
» 6000 - L = SiF
o *
]
i CNP
& 4000 {1 " .
o . S |
2000 - . oz = F 2§ B NN
s : : g = H N
0 Lij — ul T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
[min]

Abbildung 3.3: ROS-Induzierung bestimmt mit dem zellfreien DCF Assay. Nanopartikel wurden mit
Medium und H,O, [1 pM] fiir 30 min inkubiert und alle 2 min die Fluoreszenzintensitit von DCF bestimmt.
Mittelwerte und Standardfehler der Fluoreszenz von n=3 unabhéngigen Versuchen wurden im Diagramm
aufgefiihrt. Sil5, Si25, Si80: kolloidale Silikapartikel; SiF: fumed Silika; CNP: Kohlenstoffnanopartikel;
Ctrl: H,0.

*Signifikanzniveau (Bonferroni-Test) p < 0,05 im Vergleich zur H,O-Kontrolle nach 30 min
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3.1.3.2 Zellbasierter DCF-Assay

Der zellbasierte DCF-Assay untersucht die intrazellulire Generierung von ROS durch
Nanopartikel in RLE-Zellen. Dazu wurden RLE Zellen mit Serum-reduziertem Medium
kultiviert, mit Nanopartikeln belastet und mit DCF inkubiert. Nach den Zeitpunkten 15 min,
1 h, 4h und 8 h wurde die Fluoreszenzintensitidt von 10.000 Zellen durchflusszytometrisch

bestimmt (Abb. 3.4).

Die Daten zeigten einen signifikanten Anstieg der intrazelluliren ROS-Levels nach Belastung
mit CNP fiir alle gewihlten Zeitpunkte. Wie schon in dem zellfreien DCF-Assay gezeigt
werden konnte, war nach kurzer Zeit eine CNP-induzierte ROS-Entstehung in den Zellen
messbar, die nach 15 min etwa 3,5-fach erh6ht war und nach 8 h Partikelbelastung auf das
Achtfache im Vergleich zur Kontrolle anstieg. Zu allen Zeitpunkten war die DCF-Intensitét
nach Belastung mit den CNP signifikant zur Kontrolle erhoht (Bonferroni-Test). In den mit
Silikananopartikeln behandelten Zellen ldsst sich tendenziell ein schwacher Anstieg der
Fluoreszenz iiber die Zeit beobachten. In den statistischen Analysen ist jedoch fiir keinen der

Ansitze ein signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle zu beobachten.

Der zellfreie und der zellabhéngige DCF-Assay haben gezeigt, dass die SiNP nur geringfiigig
die ROS-Levels in dem hier untersuchten biologischen System erhdhen. Die Aktivierung von
Signalkaskaden iiber ROS, wie es fiir Kohlenstoffpartikel publiziert wurde, ist laut dieser

Versuche fiir die SINP unwahrscheinlich.
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Abbildung 3.4: Intrazelluldrer oxidativer Stress bestimmt mit dem zellabhéngigem DCF Assay. RLE-6TN
Zellen wurden mit 33 pg/ml Nanopartikeln inkubiert und die Fluoreszenzintensitit von DCF nach 15 min, 1 h,
4h und 8 h bestimmt. Mittelwerte und Standardfehler der Fluoreszenz von n=3 unabhéngigen Versuchen
wurden im Diagramm aufgefiihrt. Sil5, Si25, Si80: kolloidale Silikapartikel; SiF: fumed Silika; CNP:
Kohlenstoffnanopartikel; Ctrl: H,O.

*Signifikanzniveau (Bonferroni-Test) p < 0,05 im Vergleich zur H,O-Kontrolle
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3.2 Proliferationsassay

Sowohl Zytotoxizitit als auch die Interferenz von Nanopartikeln mit proliferativen
Signalwegen konnen auf der Ebene des Zellwachstums Effekte auslosen. Es sollte deshalb
geklart werden, inwieweit die Partikel einen Einfluss auf die Proliferation von RLE-Zellen
haben. Fiir den folgenden Versuch wurden 1,8 x 10* RLE-Zellen pro cm” fiir 24 h kultiviert
und dann fiir weitere 24 h bzw. 48 h mit den kolloidalen Silikapartikeln belastet. Eine
mikroskopische Auszéhlung der Zellzahlen erfolgte nach einer Farbung der Zellen mit
Trypanblau mittels einer Neubauer-Zahlkammer. Durch die Farbung mit Trypanblau wurde
neben der Bestimmung der Zellzahl auch die Membranintegritét tiberpriift, da der Farbstoff
nur von Zellen mit geschidigter Membran aufgenommen werden kann und von intakten
Membranen ausgeschlossen bleibt. Bei der mikroskopischen Analyse der Zellen konnte durch
die kolloidalen Silikapartikel Sil5, Si25 und Si80 keine Verdnderung der Membranintegritat
nach 48 h Belastungszeit im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. Im Mittel lag der

Anteil der abgestorbenen Zellen bei etwa 2%.

Nach einer Inkubationszeit von 24 h wurden keine Effekte der Partikel auf die Zellen sichtbar.
Nach 48 h Partikelbelastung waren die Messwerte der mit Si80 Partikeln belasteten Zellen
hoher als die Messwerte der Kontrolle (Abb. 3.5.1; dunkelblaue Linie) und die Zellzahlen
nach Inkubation mit den beiden kleineren Silikapartikel hingegen waren im Vergleich zur
Kontrolle niedriger. Die Zellzahl nach Belastung mit dem kleinsten Partikel Sil5 (mittelblaue
Linie) unterschied sich dabei signifikant von den Zellzahlen in den nicht exponierten
Ansitzen. Die Si25 Partikel (hellblaue Linie) reduzierten die Wachstumsrate der Zellen nicht

signifikant.

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob der oben gezeigte Effekt der Partikel
spezifisch auf die EGFR-abhingige Regulation der Proliferation Einfluss nimmt. Das konnte
ein Hinweis darauf sein, dass die Partikel mit diesem Signalweg interferieren. Dazu wurde zu
den RLE-Zellen direkt nach der Partikelbelastung auch EGF in einer Konzentration von
100 ng/ml zugegeben und wiederum die Zellzahlen nach 24 h und 48 h bestimmt. Die Daten
des zweiten Experiments (Abb. 3.5.2) zeigten fiir die EGF-Kontrolle (rote Linie) einen
starken Anstieg der Zellzahl auf etwa das Doppelte der Negativkontrolle (griine Linie). Jedoch
hatte die zusédtzliche Inkubation der Zellen mit EGF bei Partikelbelastung (Sil5 und Si25)
keinen proliferativen Einfluss auf die Zellen. Die Zellzahlen der Ansédtze mit den beiden

kleineren Silikapartikeln (Sil5 und Si25) waren auf denselben Niveaus wie bei dem
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Experiment ohne EGF-Zugabe und auch nur die Sil5 Partikel verminderten die
Wachstumsrate im Vergleich zur Kontrolle signifikant. Das bedeutet, dass eine Zugabe von
EGF nach einer Partikelzugabe (Sil5 und Si25) zu keiner Stimulation bei den RLE-Zellen
fiihrte.
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Abbildung 3.5.1: Proliferation von RLE-Zellen in Anwesenheit von SiNP. RLE-Zellen wurden fiir 24 und 48
Stunden mit 33 pg/ml Nanopartikeln (SiNP) belastet, mit Trypanblau gefarbt und am Mikroskop ausgezéhlt.
Mittelwerte und Standardfehler der Lebendzellzahlen von n=3 unabhéngigen Versuchen wurden im Diagramm
aufgefiihrt. Sil5, Si25, Si80: kolloidale Silikapartikel; Ctrl: H,O.

*Signifikanzniveau (Dunnett-Test) p < 0,05 im Vergleich zur H,O-Kontrolle
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Abbildung 3.5.2: Proliferation von RLE-Zellen in Anwesenheit von SiNP und EGF. RLE-Zellen wurden fiir
24 und 48 Stunden mit 33 pg/ ml Nanopartikeln (SiNP) und EGF [100 ng/ml] belastet, mit Trypanblau geféarbt
und am Mikroskop ausgezihlt. Mittelwerte und Standardfehler der Lebendzellzahlen von n=3 unabhéngigen
Versuchen wurden im Diagramm aufgefiihrt. Sil5, Si25, Si80: kolloidale Silikapartikel; Ctrl: H,O.
*Signifikanzniveau (Dunnett-Test) p < 0,05 im Vergleich zur H,O-Kontrolle
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3.3 Apoptose/Nekrose Assay

Die bislang erhobenen Daten weisen darauf hin, dass kolloidale Silikananopartikel keinerlei
zytotoxische Wirkung und nur ein geringes Potential zu Induktion von oxidativem Stress
haben. Dennoch sind sie, insbesondere Sil5, dazu in der Lage, die Zellzahlen im
Proliferationsassay signifikant zu reduzieren. Neben einer direkten Zellschddigung konnen
Nanopartikel zur Auslésung von programmiertem Zelltod (Apoptose) beitragen (Sydlik et al.,
20006). Die beobachtete Reduktion der Proliferationsrate durch Silikananopartikel kdnnte also
theoretisch durch Nanopartikel-induzierte Apoptose bedingt sein. Zur Uberpriifung dieser
Hypothese =~ wurden  Apoptoseraten  nach  Partikelexposition in  RLE-Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt. AnnexinV bindet an das Phospholipid Phosphatidylserin,
das nur in apoptotischen Zellen von der inneren Seite der Membran nach auflen befordert
wird. Propidiumiodid (PI) kann nur in Zellen mit geschddigter Membran (nekrotische Zellen)
oder spét-apoptotischen Zellen eindringen. Bei der Auswertung dieses Versuches konnten so
AnnexinV-positive Zellen (Apoptose) von AnnexinV- und Pl-positiven Zellen (Nekrose)
unterschieden werden, wihrend nicht nekrotische bzw. apoptotische Zellen ungefirbt blieben.
(Vermes et al., 1995; Zamai et al., 1996). Der zeitliche Verlauf von Apoptose wird zwischen
frithen und spiten Stadien von Apoptose unterschieden. Bei der Auswertung dieses Assays
wurden alle apoptotischen und nekrotischen Signale zusammengefiihrt, da nur wenige
nekrotische Zellen detektiert wurden (Abb. 2.4) und auch in den zytotoxischen Assays kein
Hinweis auf Partikel-induzierte Nekrose gefunden wurde. Mit dem folgendem Experiment
sollte iiberpriift werden, ob der wachstumshemmende Effekt der Si15 Partikel durch Partikel-

induzierten Zelltod hervorgerufen wurde.

Fiir dieses Experiment wurden 3 x 10* Zellen pro cm? in 6-Wells ausplattiert und mit
Silikananopartikeln fiir 24 h belastet. Mit der Zugabe von EGF wurde kontrolliert, ob eine
mogliche Induktion von Apoptose oder Nekrose kompensiert werden kann. Die Analyse der
mit AnnexinV und Propidiumiodid gefirbten Zellen wurde mithilfe eines
Durchflusszytometers (FACS) durchgefiihrt und die Ereignisse frither/spdter Apoptose und
Nekrose prozentual bestimmt. Die kolloidalen Silikananopartikel zeigten im Versuchsansatz
nach 48 h Belastungszeit ohne EGF keine Erhohung des Zelltodes durch Apoptose oder
Nekrose (Abb. 3.6.1, oben), wohingegen die fumed Silikapartikel eine deutliche Erhéhung
von Apoptose/Nekrose im Vergleich zur H,O-Kontrolle auslésten (50%). Die zusitzliche
Gabe von EGF fiihrte fiir einzelne Ansdtze zu geringen Verdnderungen der Befunde (Abb.
3.6.1, unten). So war die Sterberate der nicht mit Partikel behandelten Zellen durch die
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Zugabe von EGF um ca. ein Drittel reduziert. Im Vergleich dazu konnte eine signifikante
Erhohung der Sterberate der mit Si25 Partikeln behandelten Zellen beobachtet werden. Dieser
Effekt konnte fiir die anderen kolloidalen Partikel — insbesondere fiir die Sil5 Partikel, die
sehr effektiv die Proliferation inhibieren — nicht beobachtet werden. Die
apoptotische/nekrotische Wirkung von fumed Silikapartikeln konnte durch die Zugabe von

EGF reduziert werden.

Dieses Ergebnis schlieft aus, dass die verminderte Proliferationsrate der RLE-Zellen bei
Inkubation mit den beiden kleinen Silikapartikeln durch Apoptose oder Nekrose zu erkldren
ist. In den folgenden Versuchen wurde untersucht, ob die SiNP-induzierte Reduzierung der

Proliferation Auswirkungen auf EGFR-abhéngige Signaltransduktionsereignisse hat.
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Abbildung3.6.1: Friihe und spéte Apoptose/Nekrose. RLE-Zellen wurden fiir 48 Stunden mit 33 pg/ml
Nanopartikeln und Staurosporin [0,3 pM] bzw. mit Nanopartikeln und EGF [100 ng/ml] belastet. Mittelwerte
und Standardfehler der prozentualen frithen und spéten apoptotischen Ereignisse von n=3 unabhéngigen
Versuchen wurden im Diagramm aufgefiihrt. Sil5, Si25, Si80: kolloidale Silikapartikel; SiF: fumed Silika;
CNP: Kohlenstoffnanopartikel; Ctrl: H,O.

* Signifikanzniveau zur H,O-Kontrolle (Bonferroni-Test) p < 0,05

§ Signifikanzniveau zur EGF-Kontrolle (Bonferroni-Test) p < 0,05

3.4 Phosphorylierung des EGFR (Western Blot)

Die Inhibierung der EGF-spezifischen Proliferation durch die kolloidalen Silikapartikel weist
darauf hin, dass dieser Effekt iiber den EGFR-Signalweg gesteuert wird. Der initiale Schritt
dieser Signaltransduktion ist die Aktivierung des EGF-Rezeptors. Wenn der EGFR an seinen
Liganden EGF bindet, dimerisiert dieser und wird an seiner intrazelluliren Doméne
phosphoryliert. Diese Phosphorylierung aktiviert weitere Kinasen, wie Erk 1/2 oder Akt
(Brand et al., 2011), die mit den néchsten Experimenten untersucht werden. Im folgenden
Versuch wurden die Phosphorylierungslevels des EGFRs bestimmt, indem die Proteine von
RLE-Zellen nach Partikelinkubation durch Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine Membran
tibertragen und durch Phosphorylierungs-spezifische Antikorper detektiert wurden. Es wurde
die Phosphorylierungsstelle des EGFRs Tyr1173, die durch den EGFR selber phosphoryliert
werden kann, ausgewdhlt. Die Autophosphorylierung dieser Stelle wird spezifisch durch die

Bindung eines Liganden (z.B. EGF) vermittelt (Abe et al., 2006; Mitsudomi und Yatabe,
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2010; Nyati et al., 2006; Biscardi et al., 1999; Stover et al., 1995). Aullerdem wurde als
interne Kontrolle die Gesamtmenge an EGFR durch Verwendung eines Phosphorylierungs-
unspezifischen Antikdrpers fiir die Gesamtmenge des EGFRs aus denselben Proben bestimmt

und mit den Signalen der Phosphorylierungs-Antikorper verrechnet.

Fiir diesen Versuch wurden die RLE-Zellen mit Serum-reduziertem Medium, ohne weitere
EGF-Zugabe, kultiviert, weil mit nicht kolloidalen Nanopartikeln eine Aktivierung des
EGFRs unter diesen Bedingungen gezeigt werden konnte (Sydlik ez al., 2006; Weissenberg et
al., 2010). Anhand der reprisentativen Autoradiographie der Western Blots sicht man die
Signalintensitdt des phosphorylierten EGFR (Abb. 3.7.2). Die beiden kleinen kolloidalen
Silikapartikel Sil5 und Si25 reduzierten die Phosphorylierung des EGFRs nach 5 min
Inkubation an der Phosphorylierungsstelle Tyr1173. Die Signale des groflen kolloidalen
Silikapartikels Si80 lagen in etwa auf Kontrollniveau, wiahrend die fumed Silikapartikel sowie
die Kohlenstoffpartikel die Phosphorylierungslevels im Vergleich zu der Kontrolle
verstirkten. Die gemessenen Signale wurden nach der Quantifizierung mit Signalen des
Gesamt-EGFR derselben Proben normiert. Die quantitative Auswertung der Triplikate von
Tyr1173 (Abbildungen 3.7.1) zeigte, dass die Verminderung der Phosphorylierung, die durch
die Partikel Sil5 und Si25 induziert wurden, signifikant kleiner im Vergleich zur Kontrolle
war (unabhingige Mann-Whitney-U-Tests). Die Signalstirke von phosphoryliertem EGFR
nach Partikelbelastung mit Si80 Partikeln war auch nach der Normierung in etwa auf dem
Level der Kontrolle und die Partikel SiF und CNP aktivieren den EGFR im Vergleich zur
Kontrolle, was von den schwer dispergierbaren Partikeln aufgrund der Ergebnisse anderer
Studien erwartet wurde. Unter den Abbildungen 3.7.2 und 3.7.3 sind reprisentative

Autoradiographien der Western Blots ausgefiihrt.
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Abbildung 3.7.1: Relative Phosphorylierungslevel des EGFR. RLE-Zellen wurden fiir 5 min mit 33 pg/ml
Nanopartikeln belastet. Mittelwerte und Standardfehler der normierten Phosphorylierungssignale von n=3
unabhingigen Versuchen wurden im Diagramm aufgefiihrt. Sil5, Si25, Si80: kolloidale Silikapartikel; SiF:
fumed Silika; CNP: Kohlenstoffnanopartikel; Ctrl: H,O.

Signifikanzniveau (Mann-Whitney-U-Test) p < 0,05.

EGFR
SilSs Si25 Si80 SiF CNP Ctrl

Abbildung 3.7.2: Reprisentative Abbildungen der Autoradiographien (Tyr1173). RLE-Zellen wurden fiir
5 min mit Nanopartikeln belastet und die phosphorylierte Form des EGFR mittels Western Blot nachgewiesen.

EGFR

Si15 Si25 Si80 SiF CNP Ctrl

Abbildung 3.7.3: Reprisentative Abbildungen der Autoradiographien (gesamte EGFR-Fraktion). RLE-
Zellen wurden fiir 5 min mit Nanopartikeln belastet und der EGFR mittels Western Blot nachgewiesen.

3.5 Phosphorylierung von Erk 1/2 und Akt

Die Aktivierung des EGFRs durch den Liganden EGF kann verschiedene intrazellulére
Signalkaskaden aktivieren, die am Ende eine Genregulierung im Nukleus initialisieren. Eine

mogliche Signaltransduktion ,downstream‘ des EGFRs ist zum einen die Aktivierung der
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MAPK Erk 1/2 iiber die Proteine Ras, Raf und MEK und zum anderen eine PI3K/PIP3-
vermittelte Aktivierung von Akt (Finkbeiner und Greenberg, 1996; Dikic ef al., 1996; Eguchi
et al., 1999). In den folgenden Experimenten sollte zunichst gekldrt werden, ob die Reduktion
des Phosphorylierungslevels des EGFRs, die durch die kolloidalen Silikapartikel induziert
wird, einen unmittelbaren Einfluss auf die zentralen Signalproteine Erk 1/2 sowie Akt hat.
Deshalb wurde die Phosphorylierung beider Kinasen zu einem frithen Zeitpunkt in Western
Blot Experimenten untersucht. Um nachgeschaltete Effekte der EGFR Aktivierung
zeitversetzt detektieren zu konnen, wurden Signalereignisse 30 Minuten nach der 5-miniitigen

Partikel-Inkubation erfasst.

3.5.1 Phosphorylierung von Erk 1/2 und Akt (Western Blot)

Die Daten dieses Versuches (Abb. 3.8.)1 zeigen deutliche Trends hinsichtlich der Wirkung
von EGF und Silikananopartikeln auf die Phosphorylierung von Erk 1/2 und Akt. Durch EGF
erhohten sich die Phosphorylierungslevels von Erk 1/2 relativ zum Gesamtprotein um ca. den
Faktor 2,5. Die Anwesenheit der Silikananopartikel Sil5, Si25 und Si80 reduzierten die
Phosphorylierungslevel von Erk 1/2, wobei die Partikel Sil5 den stirksten Effekt hatten
(~70%). Die Si25 Partikel reduzierten die Erk-Aktivierung auf ~80% und die Si80 auf ~90%
der Kontrolle. Wenn die Zellen nach der Partikelinkubation mit EGF-haltigem Medium
inkubiert wurden, wird der EGF-Effekt durch die Partikel Sil5 um etwa ein Fiinftel reduziert.
Die Si25 Partikel reduzierten den EGF-Effekt nur leicht, und die Si80 verstiarkten den Effekt
leicht. Unter den Abbildungen 3.8.2 sind représentative Autoradiographien der Western Blots
mit phosphoryliertem Erk bzw. dem Erk 1/2 Gesamtprotein als Ladekontrolle ausgefiihrt.

Die Untersuchungen zur Phosphorylierung von Akt im selben Versuch (Abb. 3.8.3) ergab ein
dhnliches Ergebnis wie fiir Erk 1/2. EGF induzierte eine Erhhung der Phosphorylierung des
Proteins um ca. Faktor 3. Interessanterweise zeigte die Zugabe von Silikapartikeln zu diesem
Zeitpunkt keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von Akt. Die Wirkung von EGF in mit
Silikananopartikel-behandelten Zellen zeigte jedoch einen vergleichbaren Trend fiir die Akt-
Phosphorylierung. Die Exposition mit Sil5-Partikeln reduzierte den EGF-Effekt um ca. ein
Sechstel. Die Applikation von Si25 und Si80 Partikeln scheinen den EGF-Effekt eher zu
verstirken. Unter den Abbildungen 3.8.4 sind reprédsentative Autoradiographien der Western

Blots mit phosphoryliertem Akt bzw. des Akt-Gesamtproteins als Ladekontrolle abgebildet.
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Die Aktivierung von Akt gilt als spezifischer Signaltransduktionsschritt, der von schwer
l16slichen Partikeln in Epithelzellen ausgeldst wird. Wahrend die Erk1/2-Signalkaskade tiber
verschiedene Wege aktiviert wird, ist die Phosphorylierung von Akt ein Signalschritt, der
spezifisch auf membranabhédngige Ereignisse, wie die Anreicherung von Ceramiden im
Lipidraft und die Aktivierung der membranstdndigen PI3K, zuriickzufiihren ist (Unfried 2008,
Peuschel 2012). Aus diesem Grund wurden die Effekte von hydrophoben
Kohlenstoffnanopartikeln (CNP) mit den effektivsten Silikananopartikeln Sil5 in einem
weiteren Versuch verglichen (Abb. 3.8.5). Wie in dem vorherigen Versuch wurde die
Phosphorylierung von Akt nach 5-miniitiger Partikelbelastung und anschlieBender Inkubation
mit Serum-reduziertem Medium bzw. mit EGF angereichertem Medium gemessen. Wéhrend
beide Partikelarten keinen signifikanten Einfluss auf die Hintergrundaktivitdt von Akt unter
diesen Bedingungen nehmen, konnte in diesem Experiment ein deutlicher Effekt von Sil5
Partikel auf die EGF-induzierte Phosphorylierung von Akt beobachtet werden. Durch die
Behandlung mit diesen Partikeln kommt es zu einer signifikanten Reduktion der EGF-
abhingigen Aktivierung um ca. 40 % (p=0.017). Die Kohlenstoffpartikel (CNP) nehmen
keinen signifikanten Einfluss auf die EGF-induzierte Aktivierung von Akt. Reprisentative
Autoradiographien der Signale von dem gesamten Akt-Protein (interne Kontrolle) und seiner

phosphorylierten Form sind unter 3.8.6 aufgefiihrt.
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Abbildung 3.8.1: Normierte Phosphorylierungslevel von Erk 1/2. RLE-Zellen wurden fiir 5 min mit
33 pg/ml Nanopartikeln bzw. EGF [100 ng/ml] belastet und die phosphorylierte Form von Erk 1/2 mittels
Western Blot nachgewiesen. Mittelwerte und Standardfehler der normierten Signale von n=3 unabhingigen
Versuchen wurden im Diagramm aufgefiihrt. Sil$, Si25, Si80: kolloidale Silikapartikel; Ctrl: H,O.

Erk 1/2

Total
Erk 172

Ctrl EGF Sil15s Sil5 Si 25 Si25 Si80 Si80
+ EGF +EGF +EGF

Abbildung 3.8.2: Repriisentative Abbildungen der Autoradiographien der Western Blots (Erk 1/2). RLE-
Zellen wurden fiir 5 min mit Nanopartikeln belastet und die phosphorylierte Form von Erk 1/2 mittels Western
Blots nachgewiesen. Oben: Erk 1/2; unten: total Erk.
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Abbildung 3.8.3: Normierte Phosphorylierungslevel von Akt I. RLE-Zellen wurden fiir 5 min mit 33 pg/ml
Nanopartikeln bzw. EGF [100 ng/ml] belastet. Danach wurden die Zellen fiir 30 min mit Serum-reduziertem
Medium bzw. EGF-haltigem Medium inkubiert Mittelwerte und Standardfehler der normierten
Phosphorylierungssignale von n=3 unabhingigen Versuchen wurden im Diagramm aufgefiihrt. Sil5, Si25, Si80:
kolloidale Silikapartikel; Ctrl: H,O.
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Abbildung 3.8.4: Reprisentative Abbildungen der Autoradiographien der Western Blots (Akt). RLE-
Zellen wurden fiir 5 min mit Nanopartikeln belastet und die phosphorylierten Formen der Proteinkinase B
mittels Western Blots nachgewiesen. Oben: Akt; unten: total Akt.
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Abbildung 3.8.5: Normierte Phosphorylierungslevel von Akt II. RLE-Zellen wurden fiir 5 min mit 33 pg/ml
Nanopartikeln belastet. Danach wurden die Zellen fiir 30 min mit Serum-reduziertem Medium bzw. EGF-haltigem
[100 ng/ml] Medium inkubiert. Mittelwerte und Standardfehler der normierten Phosphorylierungssignale von n=3
unabhéngigen Versuchen wurden im Diagramm aufgefiihrt. Sil5: kolloidaler Silikapartikel; CNP: Carbon Black; Ctrl:
H,0.

Signifikanzniveau (Bonferroni-Test) p < 0,05 im Vergleich zur EGF-Kontrolle
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Abbildung 3.8.6: Reprisentative Abbildungen der Autoradiographien der Western Blots (Akt) II. RLE-Zellen
wurden flir 5 min mit Nanopartikeln belastet und die phosphorylierten Formen der Proteinkinase B mittels Western
Blots nachgewiesen. Oben: Akt; unten: total Akt.
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3.5.2 Phosphorylierung von Erk 1/2 und Akt nach S min und 3,5 h

Im vorangegangenen Versuch konnte durch Western Blots deutliche Trends fiir die
inhibierende Wirkung von Silikananopartikeln auf die EGF-abhidngige Aktivierung der
Kinasen Erk 1/2 und Akt gezeigt werden. Fiir Sil5, die die effektivste Reduktion der
Proliferation bewirkten, konnte ein signifikanter Einfluss auf die Aktivierung des
membranstindigen Signalproteins Akt nachgewiesen werden. Die Relevanz dieser Befunde
sollte mit einer zweiten ginzlich unabhdngigen Methode nachvollzogen werden. Aullerdem
sollte tiberpriift werden, ob der Partikeleffekt nach 3,5 h reversibel ist und die Kinasen durch
EGF-Zugabe wieder aktiviert werden konnen. In fritheren Studien hatte sich gezeigt, dass die
durch Kohlenstoffpartikel induzierte Aktivierung der Kinasen Erk 1/2 und Akt nach 4 Stunden
nicht mehr detektierbar ist (Peuschel et al., 2010). Um eine mogliche Verstirkung des
inhibierenden Effekts der Partikel zu erzielen, wurde eine primire Inkubationszeit mit den
Partikeln von 30 Minuten gewdéhlt. Die Effekte wurden nach 5 Minuten und 3,5 Stunden
untersucht. Als unabhingiges Versuchssystem wurde ein Mitteldurchsatzverfahren basierend
auf Fluoreszenzmikroskopie gewihlt. Eine quantitative Auswertung sowie die mikroskopische
Analyse der aktivierten Proteine erfolgte mittels des ArrayScan™ High-Content Systems
,Cellomics‘. Anhand der Zellkern-Farbung wurden durch die Software die Zellen identifiziert
und die Stdrke des Signals von phosphoryliertem Erk 1/2 bzw. Akt detektiert (Abb. 3.9.1 -
3.9.4).

Die Applikation von Silikananopartikeln hat keinen deutlichen Einfluss auf den
Hintergrundlevel von phosphoryliertem Erk 1/2. Nach 5 min Inkubation mit EGF-haltigem
Medium war die MAPK Erk 1/2 um das 2,3-fache im Vergleich zur Negativkontrolle verstirkt
(Abb. 3.9.1). Auch in diesem Versuch zeigte sich ein Trend zur Reduktion des EGF-Effekts
durch die Nanopartikel, denn durch die vorherige Gabe von allen drei kolloidalen
Silikapartikeln war die Phosphorylierung von Erk 1/2 reduziert. Die Effekte zeigten jedoch
keine statistische Signifikanz. Zum spéteren Zeitpunkt (3,5h nach EGF-Gabe) war
offensichtlich der aktivierende EGF-Effekt abgeklungen. Da die Phosphorylierung von Erk1/2
in allen Ansédtzen mit Nanopartikeln niedriger als in den nicht exponierten Ansitzen war,
konnte hier kein spezifischer Effekt auf die EGF-abhéngige Signaltransduktion beobachtet
werden. Analog zu den Proliferationsexperimenten konnte auch ein Effekt auf die
Basisaktivitit der proliferativen Erk 1/2-Signaltransduktion beobachtet werden. Die Sil5 und
Si25 Partikel haben die Phosphorylierung von Erk 1/2 in Anwesenheit und in Abwesenheit
von EGF im Vergleich zu den Kontrollen (H,O bzw. EGF) signifikant reduziert. Diese
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Reduktion war nach Inkubation mit Sil5 Partikeln am starksten ausgepriagt (~50%) und bei
den Si25 Partikeln am zweitstirksten (~40%). Die Si80 Partikel zeigen auch diesen Trend
(~30%), jedoch wurde dieser nicht signifikant getestet. Es konnte ein grofenabhingiger
Effekt der Partikel beobachtet werden.

Wie auch schon in den Western Blot Experimenten konnten auch in diesem unabhédngigen
Assay beziiglich der Aktivierung von Akt deutlichere Effekte der Silikananopartikel
beobachtet werden. Im Kurzzeitversuch (Abb. 3.9.3) konnte zwar nur eine méBige
Aktivierungsrate von Akt durch EGF beobachtet werden. Die Vorbehandlung mit
Silikananopartikeln (Sil5 und Si80) fiihrte jedoch zu einer signifikanten Reduktion dieses
Signals. Wie auch in der Analyse von Erk1/2, konnte nach 3,5 h Inkubation eine Reduktion
der Hintergrundaktivierung beobachtet werden. Da die Signaltransduktion iiber Akt auch 3,5
Stunden nach Applikation von EGF verstirkt war, zeigte die Behandlung mit den
Nanopartikeln in allen drei Féllen einen deutlichen, signifikanten Effekt. Ohne EGF-Zugabe
konnte nur bei den Sil5 Partikeln ein signifikanter Effekt im Vergleich zur H,O-Kontrolle
beobachtet werden, wihrend die Si25 und Si80 Partikel die Aktivierung von Akt nur leicht

reduzierten.

Die Western Blots zeigen einen grofenabhingigen Einfluss der Silikananopartikel auf die
Signalkinasen Erk 1/2 und Akt, der nicht signifikant getestet wurde. Dieser groBenabhédngige
Effekt der Partikel konnte in dem mikroskopischen Assay nur bei Erk 1/2 nach 3,5 h zu
beobachtet werden. In allen Experimenten konnten die Phosphorylierungslevels durch eine
zusitzliche Gabe von EGF nicht oder nicht vollstindig auf das Kontrollniveau aktiviert

werden. Das lédsst einen EGF-abhingigen Mechanismus der Partikel vermuten.



83

Phosphorylierungslevel von Erk nach 5 min

3
= 25
c
20
% 2
o
_g 1,5 M ctrl
P m +EGF
e
g 1
£
o
< 0,5

0

ctrl Sil5 Si25 Si80
Phosphorylierungslevel von Erk nach 3,5 h
1,4

©
c
.20
c
8
o
3 m ctrl
“ m +EGF
[}
£
g
£
o
=

ctrl Sil5 Si25 Si80

Abbildung 3.9.1: Normierte Phosphorylierungslevel von Erk 1/2. RLE-Zellen wurden fiir 30 min mit
33 ug/ml Nanopartikeln belastet. Danach wurden die Zellen fiir 5 min bzw. 3,5 h mit Serum-reduziertem
Medium bzw. EGF-haltigem [100 ng/ml] Medium inkubiert. Mittelwerte und Standardfehler der normierten
Phosphorylierungssignale von n=3 unabhingigen Versuchen wurden im Diagramm aufgefiihrt. Sil5, Si25,
Si80: kolloidale Silikapartikel; Ctrl: H,O.

* Signifikanzniveau zur H,O-Kontrolle (Bonferroni-Test) p < 0,05

§ Signifikanzniveau zur EGF-Kontrolle (Dunnett-Test) p < 0,05
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Abbildung 3.9.2: Reprisentative Bilder von Erk 1/2 bestimmt mit dem Cellomics ArrayScan. RLE-
Zellen wurden fiir 30 min mit 33 pg/ml Nanopartikeln belastet. Danach wurden die Zellen fiir 5 min bzw. 3,5 h
mit Serum-reduziertem Medium bzw. EGF-haltigem Medium inkubiert Kontrolle: H,O. Blau: DAPI-
Zellkernfarbung; Griin: phospho-Erk 1/2. Ma@stabsbalken: 10 pm.

A: 5 min; A1+AS5: Kontrolle H,O; A2+A6: Si15; A3+A7: Si25; A4+A8: Si80; A5-8: +EGF

B: 4 h; B1+B5: Kontrolle H,O; B2+B6: Sil5; B3+B7: Si25; B4+B8: Si80; B5-8: +EGF
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Abbildung 3.9.3: Normierte Phosphorylierungslevel von Akt 1. RLE-Zellen wurden fiir 30 min mit
33 ug/ml Nanopartikeln belastet. Danach wurden die Zellen fiir 5 min bzw. 3,5 h mit Serum-reduziertem
Medium bzw. EGF-haltigem [100 ng/ml] Medium inkubiert Mittelwerte und Standardfehler der normierten
Phosphorylierungssignale von n=3 unabhingigen Versuchen wurden im Diagramm aufgefiihrt. Sil5, Si25,
Si80: kolloidale Silikapartikel; Ctrl: H,O.

* Signifikanzniveau zur EGF-Kontrolle (Bonferroni): p < 0,05

+ Signifikanzniveau zur H,O-Kontrolle (Bonferroni): p < 0,05

§ Signifikanzniveau zur EGF-Kontrolle (Bonferroni): p < 0,05)
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Abbildung 3.9.4: Reprisentative Bilder von Akt 1 bestimmt mit dem Cellomics ArrayScan. RLE-Zellen
wurden fiir 30 min mit 33 pg/ml Nanopartikeln belastet. Danach wurden die Zellen fiir 5 min bzw. 3,5 h mit
Serum-reduziertem Medium bzw. EGF-haltigem Medium inkubiert Kontrolle: H,O. Blau: DAPI-
Zellkernfarbung; Griin: phospho-Akt. Maf3stabsbalken: 10 pm.

A: 5 min; A1+AS5: Kontrolle H,O; A2+A6: Sil5; A3+A7: Si25; A4+AS8: Si80; A5-8: +EGF

B: 4 h; B1+B5: Kontrolle H,O; B2+B6: Sil5; B3+B7: Si25; B4+B8: Si80; B5-8: +EGF
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3.6 Translokation des EGFRs

Die Internalisierung des EGFRs ist ein Zeichen fiir die Aktivierung des EGFR-abhingigen
Signalwegs (Yarden, 2011). Durch die Experimente zur Phosphorylierung des EGFRs konnte
eine Reduzierung des Aktivierungslevels des Rezeptors durch die Sil5 und Si25 Partikel
detektiert werden. Aufbauend auf diesen Befund sollte nun einerseits untersucht werden, ob
die Effekte von Silikananopartikeln sich auch auf der Ebene der Internalisierung des EGFRs
nachvollziehen lassen. Fiir diesen Versuch wurden RLE-Zellen mit den kolloidalen
Silikapartikeln (Sil5, Si25 und Si80) und mit EGF als Positivkontrolle fiir 5 min belastet.
Andererseits sollten aber auch erste mechanistische Untersuchungen zur Natur der Interaktion
von Silikananopartikeln mit der Aktivierung des EGFR vorgenommen werden. Durch
unterschiedliche Abfolgen in der Exposition der Zellen mit EGF und Silikananopartikeln
sollte die Spezifitdt der Effekte der Silikananopartikel fiir EGFR-abhéngige Signalereignisse
gezeigt werden. In einem Szenario wurden die Partikel zugegeben und etwa 20 Sekunden
danach EGF. Im zweiten Szenario wurden die Partikel etwa 20 Sekunden nach dem EGF
zugegeben, sodass eine Bindung des EGFs an den Rezeptor ermdglicht wurde. Die
subzelluldre Lokalisation des EGFR wurde nach 5 Minuten Belastungszeit mittels

Fluoreszenzmikroskopie analysiert.

In RLE-Zellen, die als Negativkontrolle mit H,O unter Serum-reduzierten Bedingungen
behandelt wurden (Abb. 3.10; A1), war ein groB3er Teil des EGFRs (rot) in der Membran am
Rand der Zellen sowie eine leichte punktformige Féarbung im Innern der Zellen sichtbar. In
den Abbildungen wurde der Zellkern (blau) der Zellen fokussiert. Nach Behandlung der
Zellen mit EGF (A2) ist das punktformige EGFR-Muster um den Zellkern starker ausgeprégt,
wiéhrend sich der Anteil des EGFRs im Membranbereich stark verringert. Die Anwesenheit
von Silikapartikeln nach der EGF-Zugabe hatte keinen Einfluss auf die EGF-induzierte
EGFR-Translokation, denn nach Belastungen mit allen drei SiNP-GroB3en lag der EGFR, wie
bei der Positivkontrolle, zum Nukleus transloziert vor (B2, C2, D2). Bei vorheriger
Partikelzugabe wird die EGF-Wirkung von Sil5 zu Si80 Partikeln immer geringer. Denn
wurden die Silikananopartikel vor der EGF-Zugabe zu den Zellen gegeben, unterdriickten die
Sil5 und Si25 Partikel den Effekt des EGFs auf die Translokation des EGFRs (B1, C1). Der
EGFR verblieb bei diesen Ansidtzen im Rand der Zellen und nur ein kleiner Anteil des EGFRs
wurde in die Zellen internalisiert, wobei dieser Anteil bei dem Ansatz mit Sil5 Partikeln
geringer als bei dem Ansatz mit Si25 Partikeln ausfiel. Die Si80 Partikel hatten zeigten keinen
sichtbaren Effekt auf die Wirkungsweise des EGFs (D1 und D2), denn in beiden Ansétzen
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wurde der EGFR durch das zugegebene EGF é&hnlich wie bei der Positivkontrolle

internalisiert und war als Punktmuster in der Umgebung des Nukleus zu erkennen.

Die Daten zeigen, dass sich die Wirkung der Silikananopartikel auf die Aktivierung des EGFR
nicht nur auf der Ebene der Phosphorylierung des Rezeptors, sondern auch auf der Ebene der
Internalisierung nachvollziehen l4sst. Die unterschiedliche sequentielle Applikation von
Silikananopartikeln und EGF zeigt, dass die beobachteten Signaltransduktionseffekte nicht
durch unspezifische Interaktionen der Nanopartikel mit EGFR-abhéngigen Signalereignissen
oder gar mit den Assaysystemen induziert wurden. Das Ergebnis dieses Versuches zeigt, dass
die kleineren der untersuchten Silikananopartikel auf der Ebene der Rezeptor-EGF-Interaktion
wirken. Wenn eine Bindung des Liganden an den EGFR stattgefunden hat, so konnen die

Partikel die Signaltransduktion nicht mehr aufhalten.
- -
- -
ﬁ
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Abbildung 3.10: Translokation des EGF-Rezeptors. RLE-Zellen wurden fiir 5 Minuten mit 33 pg/ml
Nanopartikeln bzw. EGF [100 ng/ml] inkubiert und der EGF-Rezeptor gefirbt (n=3). Al: Kontrolle (H,O);
A2: Kontrolle (EGF; 100 ng/ml) B1: erst Sil5, dann EGF; B2: erst EGF, dann Sil5 C1: erst Si25, dann EGF;
C2: erst EGF, dann Si25 D1: erst Si80, dann EGF; D2: erst EGF, dann Si80. Blau: Nukleus (DAPI); rot:
EGFR.; Fluoreszenzmikroskop: BX 60 (Olympus), 40 x Ol-Objektiv.
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3.7 Markierung von EGF mit dem Fluoreszenzfarbstoff Atto488

Mit den Versuchen zur Aktivierung der EGFR-abhdngigen Signaltransduktion wurde gezeigt,
dass die Silikananopartikel die Aktivierungslevels des EGFRs und der Kinasen Erk 1/2 und
Akt reduzieren und eine Stimulation durch EGF keine Wirkung auf diese Reduktion hat.
Durch die weiteren Experimente sollte der Mechanismus hinter den Effekten der
Silikananopartikel untersucht werden und die Hypothese, dass EGF an der Oberfliche von
den SiNP bindet, iberpriift werden. Um die Interaktion zwischen EGF und
Silikananopartikeln mittels fluoreszierender Gele und konfokaler Laserrastermikroskopie zu
untersuchen, wurde humaner rekombinanter EGF (R&D Systems) mithilfe des reaktiven
Derivats Atto488-NHS (Sigma-Aldrich) fluoreszenzmarkiert. Als Ausgangsstoffe wurden der
Succinimidyl-Ester des Farbstoffs und EGF eingesetzt, welche iiber eine kovalente Bindung
miteinander verkniipft wurden. Bei der Reaktion der aktiven Carbonsdure mit einer priméren
Aminogruppe des EGFs entsteht eine Amidbindung. Sequenzanalysen haben ergeben, dass
der humane EGF zweimal die Aminosdure Lysin sowie die Aminogruppe am N-Terminus
enthilt. Daher wurde erwartet, dass maximal drei Fluorophore an EGF gekoppelt werden. Das
Verhiltnis zwischen Farbstoff (in der Formel als D bezeichnet) und dem Protein EGF (in der
Formel als P bezeichnet) wurde iiber Absorptionsmessungen mit der Formel 3 bestimmt.
Dabei sind: eggr = 18.500 cm™' M ist der molare Extinktionskoeffizient von EGF bei einer
Wellenlédnge von 280 nm und & = 90.000 ist der molare Extinktionskoeffizient von Atto488
bei 498 nm (Lukasik et al., 2006; Protokoll Sigma-Aldrich). A280 und A498 sind die
gemessenen Absorptionen bei der Wellenlinge 280 nm bzw. 498 nm. Durch den
Korrekturfaktor 0,10 in der Formel, der durch das Protokoll des Herstellers vorgegeben
wurde, wird der Wert aufgrund der Absorption der Fluorophore bei 280 nm bereinigt. Die
Berechnung ergab ein Verhiltnis von etwa einem Atto488-Molekiil pro EGF-Molekiil
(Fluorophor/Protein-Verhéltnis = 0,98), was bedeutet, dass an jedem EGF ein Fluorophor
gekoppelt wurde.

Formel 3: Berechnung der Markierungseffizienz

b/, - A498 x £18.500
P ™ 14280 - (4498 x 0,10)] X £ 90,000

Die Wirksamkeit des markierten EGF (im Folgenden als EGF-L bezeichnet) wurde mit einem
Versuch zum Wachstumsverhalten der RLE-Zellen in Anwesenheit von EGF-L iiberpriift.
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Dafiir wurden Zellen mit EGF-L fiir 24 h behandelt und die Zellzahl mit dem Zellzihler
,Casy‘ (OLS OMNI Life Science) bestimmt. In der Abbildung 3.11 wurden die Zellzahlen
gegen die EGF-L Konzentrationen aufgetragen. Der grofite Effekt des markierten EGF auf die
Proliferation wurde mit einer Konzentration 100 ng/ml erzielt. Mit 50 ng/ml wurde auch nur
etwa die Hélfte des Wachstumseffekts erlangt und oberhalb von 100 ng/ml stagnierte die
Zellzahl oder sank oberhalb von 150 ng/ml wieder. Dieses Ergebnis deckte sich mit den
Erfahrungswerten mit nicht markiertem EGF aus den vorangegangenen Versuchen. Das
markierte EGF wies bei diesem Experiment eine vergleichbare Proliferationsrate wie das

unmarkierte EGF in den Proliferationsversuchen auf.

250000

200000

150000

Zellzahl

100000

50000 -

H20 [50 ng/ml] [100 ng/ml] [150ng/ml] [200 ng/ml]

EGF Konzentration

Abbildung 3.11: Uberpriifung der EGF-induzierten Proliferation nach der Markierung mit Atto448.
RLE-Zellen wurden fiir 24 h mit verschiedenen Konzentrationen EGF-L inkubiert. Die Zellen wurden mithilfe
des CasyTon Zellzdhlers ausgezihlt. Kontrolle H,O. Dieser Versuch wurde einmal durchgefiihrt.

3.7.1 Charakterisierung der SiNP in Anwesenheit von EGF

Die Charakterisierung der Silikananopartikel in Anwesenheit von EGF wurde durchgefiihrt,
um Verdnderungen des elektrischen Potentials und/oder des Agglomerationsverhaltens der
SiNP zu untersuchen. Dabei wurden die Partikel mit humanem EGF bei Raumtemperatur fiir
30 min inkubiert und mit EGF-freien Partikelsuspensionen verglichen. Reprisentativ wurde je
eine Partikel-Charge der SiNP (Anhang; Tab. 6.1.1) gewdhlt und das {-Potential, zunichst
ohne EGF, in drei Konzentrationen (jeweilige Stammldsung, 66 ng/ml und 33 pg/ml)
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bestimmt. Aufgrund der begrenzten Verfiigbarkeit des EGFs und weil die Methode nicht fiir
geringere Partikelkonzentrationen geeignet ist, wurde nur die Konzentration 0,066 mg/ml mit
EGF gemessen. Die Konzentration von 33 pg/ml bzw. das Verhéltnis zwischen Partikeln und
EGF entsprach der verwendeten Konzentration aus den Zell-Experimenten. Fiir die DLS-
Messungen zur Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers wurden die drei
kolloidalen Silikapartikel zundchst in den jeweiligen Stammlosungen ohne EGF-Zugabe
gemessen. Der hydrodynamische Durchmesser dieser Daten wurde iiber die
Kumulativmethode bestimmt und durch die Volumenverteilung dargestellt. In Anwesenheit
von EGF wurde der hydrodynamische Durchmesser nur von den Si80 Partikeln in der
Konzentration 66 pg/ml bestimmt, weil die Grofe der Sil5 und Si25 Partikel, sowie die
Konzentration 33 pg/ml, fiir diese Methode zu gering ist. Die Daten in Anwesenheit von EGF
wurden iliber die Intensititsverteilung ausgewertet, bei der Partikel bzw. Agglomerate mit

grofBerer Streuung starker beriicksichtigt werden (Berne und Pecora, 2000).

Tabelle 3.1: {-Potentiale und hydrodynamischer Durchmesser der SiNP ohne Zugabe von EGF. Die SiNP
wurden unverdiinnt und mit Milli-Q-Wasser auf 66 pg/ml und 33 pg/ml verdiinnt verwendet und das {-Potential
unter Zugabe von KCl [0,01 M], sowie der hydrodynamische Durchmesser, bestimmt.

* {iber die Volumenverteilung bestimmt

** {iber die Intensitdtsverteilung bestimmt

{-Potential und hydrodynamischer Durchmesser der kolloidalen SiNP ohne EGF

SiNP-Charge SiO; -Gehalt ¢-Potential hydrodynamischer
[mg/ml] [mV] Durchmesser [nm]

Mel5-K_scw 4 -30+2 Im1+3*
0,066 -49 + 7 -
0,033 36+ 12 -

Me25-L scw 5,5 29+£2 19+ 8*
0,066 -36+7 -
0,033 31+8 -

Me80-L scw 3 27+0 87£22*
0,066 -31 =1 176 + 82 **
0,033 -33+5 -
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Tabelle 3.2: {-Potentiale und Grofienverteilungen der SiNP mit Zugabe von EGF. Die SiNP wurden mit
Milli-Q-Wasser auf 66 pg/ml verdiinnt und das {-Potential unter Zugabe von KCI [0,01 M] sowie der
hydrodynamische Durchmesser in Anwesenheit von EGF [100 ng/ml] bestimmt.

** {iber die Intensitdtsverteilung bestimmt

{-Potential und hydrodynamischer Durchmesser der kolloidalen SiNP mit EGF
SiNP-Charge Si0,-Gehalt C-Potential hydrodynamischer
[mg/ml] [mV] Durchmesser [nm]
Mel5-K _scw 0,066 -20+0 -
Me25-L scw 0,066 27+3 -
Me80-L_scw 0,066 -33+4 148 + 58 **

Die gemessenen (-Potentiale der Silikapartikel ohne EGF lagen im negativen Bereich
zwischen -27 und -50 mV (Tab. 3.1), was ein Anzeichen fiir eine hohe Stabilitdt der Partikel
ist. Dennoch lagen die (-Potentiale aller Verdiinnungen und aller SiNP in einem &hnlichen
negativen Bereich. Nach Inkubation mit EGF konnte bei einer Konzentration von 66 pg/ml
keine signifikante Anderung des (-Potentials gemessen werden (Tab. 3.2). Das bedeutet, dass
eine Inkubation mit EGF keine Auswirkungen auf die negative Ladung oder die Stirke der
Ladung der Partikel hatte. Der humane EGF besitzt in seiner Proteinsequenz neun negativ und
sechs positiv geladene Aminosduren. Das bedeutet, dass die Ladung von EGF in wissriger
Umgebung eine negative Gesamtladung hat. Laut Taylor ef al. (1972) hat humanes EGF einen
isoelektrischen Punkt von pH = 4,6, sodass auch keine Anderungen des Vorzeichens des (-

Potentials der Partikel durch die Anwesenheit von EGF in wissriger Umgebung erwartet

wurden.

04 Me80 ohne EGF
d" =178 +/- 82 nm
p = 0.46 (46%)

T T T T T
Me80 mit EGF
dh = 148 +/- 58 nm
104 p=0.39 (39%)

Intensitat [%]
Intensitét [%]

. - B fiA
1 10 100 1000 10000

Hydrodynamischer Durchmesser [nm]

1 10 100 1000 10000
Hydrodynamischer Durchmesser [nm]

Abbildung 3.12: Grofienverteilung der SiNP ohne und mit Zugabe von EGF. Die Si80 wurden mit Milli-Q-

Wasser auf 66 pg/ml verdiinnt und der hydrodynamische Durchmesser in Anwesenheit von EGF [100 ng/ml]
bestimmt.
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Die mittels dynamischer Lichtstreuung gemessenen hydrodynamischen Durchmesser der
kolloidalen Silikapartikel in den Stammldsungen (ohne EGF) entsprachen dem Durchmesser,
der iiber TEM-Aufnahmen ermittelt wurde (Tabelle 3.1). Um die Daten mit und ohne EGF
vergleichen zu konnen, wurden die hydrodynamischen Durchmesser der Si80 Partikel in der
Konzentration 66 pg/ml liber die Intensititsverteilung bestimmt. Die hydrodynamischen
Durchmesser der Sil5 und Si25 Partikel konnen in der geringen Konzentration mit dieser
Methode nicht aussagekriftig bestimmt werden. In der Konzentration 66 pg/ml konnte
gezeigt werden, dass eine Zugabe von EGF keinen messbaren Einfluss auf den
hydrodynamischen Durchmesser der Si80 Partikel hatte (Tabelle 3.2 und Abb. 3.12). Jedoch

war der mittlere Durchmesser etwa doppelt so gro3 wie in den Stammldsungen.
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3.7.2 Berechnungen zu den Verhéltnissen zwischen SiNP und EGF

Die folgenden Berechnungen wurden durchgefiihrt, um abzuschétzen, in welchem Verhiltnis
EGF-Molekiile und Partikel unter den Versuchsbedingungen [100 ng/ml EGF; 33 pg/ml
Partikel] vorliegen. Als Grundlage fiir die Berechnungen wurden die Daten der Chargen
FD15-B scw.01 fiir Sil5 Partikel, Fd25-K scw fiir Si25 Partikel und Fd80-H _scw 01 8h fiir
Si80 Partikel verwendet.

EGF: Pro Versuchsansatz wurden 200 ng EGF in einem Volumen von 2,09 ml eingesetzt. Das
entspricht bei einem Molekulargewicht des EGF von 6,2 kDa einer Stoffmenge von

67,07 nmol EGF.
Sil5:
(66,6 pl Partikelsuspension) x (3,250 pmol Partikel pl™") = 216,45 pmol
Stoftfmenge der Partikel im Ansatz: 2,0866 ml — 103,7 nmol
= 103,7 nmol Nanopartikel im Ansatz — Verhiltnis [EGF:Partikel] =1 : 1,5
Si25:
(66,6 pl Partikelsuspension) x (0,43925 pumol Partikel pl™) = 29,25 pmol
Stoffmenge der Partikel im Ansatz: 2,0866 ml — 14,01 nmol
= 14,01 nmol Nanopartikel im Ansatz — Verhiltnis [EGF:Partikel] = 4,8 : 1
Si80:
(66,6 ul Partikelsuspension) x (0,002698 umol Partikel pl'l) =0,18 umol
Stoffmenge der Partikel im Ansatz: 2,0866 ml — 0,086 nmol
= 0,086 nmol Nanopartikel im Ansatz — Verhiltnis [EGF:Partikel] =780 : 1

Die Berechnungen zeigten, dass die Sil5 Partikel in einem groBeren molaren Verhiltnis im
Vergleich zum EGF vorlagen und deutlich weniger Si25 und Si80 Partikel als EGF vorhanden

waren.
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3.8 Darstellung der Interaktion von EGF und SiNP mittels
Gelelektrophorese

Mit den folgenden Versuchen wurde mittels Gelelektrophorese die Féhigkeit der SiNP
untersucht, den Wachstumsfaktor EGF auf ihrer Oberfliche zu binden. Bei diesem Versuch

wurden die kleinsten (Sil5) und die groBten (Si80) Partikel miteinander verglichen.

In einem ersten Versuch (Abb. Gel A) wurden Sil5 und Si80 Partikel in 2 ml H,O mit EGF
[100 ng/ml] fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und durch eine Membran (100 kDa)
zentrifugiert [14.000 x g]. Die Ausschlussgrofle der Membran hélt die Si15 und Si80 zurtick,
jedoch kann freies EGF (griine Banden) passieren und im Filtrat nachgewiesen werden. Da
sich die spezifischen Oberflachen der Sil5 und Si80 Partikel stark unterscheiden (Kapitel
2.14.2), wurden neben der gleichen Massenkonzentration der Partikel (Spalte 5 und 6) auch
Ansitze erstellt, bei denen die Konzentration der Sil5 und Si80 Partikel so angepasst wurde,
dass eine vergleichbare Oberfliche eingesetzt wurde (Spalte 1 und 2: 41,6 m?/g (wie Si80);
Spalte 3 und 4: 222 m?/g (wie Sil5)). In der Spalte 7 wurde als Kontrolle EGF ohne SiNP
durch die Membran zentrifugiert, und in der Spalte 8 wurde unbehandeltes EGF aufgetragen.
Die Konzentration beider EGF-Kontrollen war, wie in den anderen Versuchen, 100 ng/ml.
Aufgrund der geringen Proteinkonzentration adsorbierte ein signifikanter Anteil des EGFs an
der Membran und konnte nicht mehr in dem Filtrat detektiert werden (Spalte 7). Die Menge
an freiem EGF dieser Probe 7 unterschied sich nicht von der Intensitdt der Bande, bei der
EGF mit Si80 Partikeln [66 ug/ml] inkubiert wurde (Spalte 6). Das bedeutet, dass die Si80
Partikel die Menge an freiem EGF nicht reduzieren. Wenn EGF mit der gleichen
Massenkonzentration an Sil5 Partikeln inkubiert wurde, war in dem Filtrat kein EGF mehr
nachweisbar. Bei angeglichener Oberfliche der Sil5 und Si80 Partikel ndherten sich die
Effekte an, sodass die Bande in der Spalte 4 (Si80, Oberfliche wie Sil5) schwicher wurde
bzw. in der Spalte 1 (Sil5, Oberfliche wie Si80) eine schwache Bande zu erkennen ist. Das
bedeutet, dass EGF im wissrigen Milieu an die SiNP bindet und die Starke dieses Effekts mit
der Oberflache der Partikel korreliert. Bei den roten Banden (in den Abbildungen 3.13.1
unterhalb der EGF-Banden) handelte sich um freien Atto647-Farbstoff, der sich aus den
Partikeln geldst hatte.

In dem folgenden Szenario (Gel Bl und B2, Abb. 3.13.1) wurden die Partikel in Serum-
reduziertem Medium mit EGF inkubiert, um festzustellen, ob die Bindung auch in

Anwesenheit der Serum-Proteine nachweisbar ist bzw. um die Ubertragbarkeit des Befundes
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auf die Bedingungen des Zellexperiments zu priifen. Das Verhéltnis zwischen Medium,
Partikeln und EGF entsprach den Bedingungen der zelluldren Experimente. Auch in diesem
Versuch wurden die Anséitze nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur durch eine 100 kDa
Membran zentrifugiert. In beiden Gelen (B1, B2) wurde in der ersten Spalte Serum-
reduziertes Medium aufgetragen, um eine Eigenfluoreszenz der Medium-Bestandteile
auszuschlieBen. In der Spalte 2 wurde EGF-L in H,O und in der Spalte 3 wurde EGF-L in
Serum-reduziertem Medium durch die Membran zentrifugiert (B1), wéhrend diese Ansétze im
Gel B2 nicht zentrifugiert wurden. Es war zu erkennen, dass, bei der gleichen Anregungszeit
der Gele, die nicht zentrifugierten Proben intensivere Banden aufwiesen. In der Spalte 4 und 5
des Gels Bl wurde EGF-L mit Sil5 Partikeln bzw. Si80 Partikeln in gleicher Masse-
Konzentration zentrifugiert. Wie im Gel A wurde EGF-L von den Sil5 Partikeln gebunden
und durch die Membran zuriickgehalten, wihrend die Si80 nur einen Teil des EGF-Ls binden,
was durch eine hellere Bande deutlich wurde. In Spalte 6 und 7 (Gel B1) wurden Proben
aufgetragen, bei denen die Sil5 Partikel bzw. Si80 Partikel mit gleicher Oberflache (wie Si80)
eingesetzt wurden. Die Bande des freien EGFs wurde deutlich stirker, wenn die Oberfldche
der Sil5 Partikel reduziert wurde. Wenn die Oberfliche der Si80 Partikel an die Oberfldche
der Sil5 Partikel angeglichen wurde (Spalte 4 und 5, B2), konnte keine Bindung des EGFs an
der vergroBerten Oberfliche der Si80 Partikel beobachtet werden. Die Bande war nicht
schwicher als die Bande einer zentrifugierten Probe EGF-L ohne SiNP (Spalte 6, B2). Dieses
Ergebnis sagt aus, dass EGF auch in Anwesenheit von Serumproteinen die Sil5 Partikel
bindet. Als Ursache fiir diesen Effekt konnte der Einfluss der spezifischen Oberfliche der
Sil5 Partikel identifiziert werden.

In einem parallelen Experiment wurde die Bindung von EGF auf der Partikeloberflédche nicht
durch Ultrafiltration, sondern durch Sedimentation der Partikel untersucht. Dieser Ansatz hat
den Vorteil, dass die Adsorption des freien EGFs an der Filtrationsmembran ausbleibt. Die
Proben wurden daher bei 16.824 x g fiir 30 min zentrifugiert, sodass die Si80 Partikel
sedimentiert wurden. Fiir eine Sedimentation der Sil5 Partikel ist die Trégheit, die Reibung
und der Auftrieb der Partikel zu grofl bzw. unter den gewihlten Bedingungen konnten die
Partikel nicht qualitativ abgetrennt werden. Als interne Kontrolle wurden in Spalte 1 und 2
(Gel C) zentrifugiertes und nicht zentrifugiertes EGF aufgetragen. Ein Unterschied zwischen
diesen Behandlungen war nicht erkennbar. In Spalte 3 und 4 wurden EGF-Proben aufgetrennt,
die mit Sil5 bzw. Si80 Partikel inkubiert und anschlieBend zentrifugiert wurden. Wahrend die
Si80 Partikel wie erwartet sedimentiert wurden, konnten die Sil5 in Gel nachgewiesen

werden. Ein Teil der Sil5 waren der Grenze zwischen Trenn- und Sammelgel erkennbar, und
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ein Teil der Partikel befand sich am Boden der Proben-Tasche im Sammelgel. Dabei handelte
es sich wahrscheinlich um agglomerierte oder einzelne Partikel, die zu gro3 sind, um durch
das Sammelgel zu wandern. In Spalte 5 und 6 wurden die Partikel Sil5 und Si80 aufgetragen,
die ohne EGF zentrifugiert wurden. Die Si80 Partikel konnten jetzt auch am Boden der Gel-
Tasche detektiert werden, was ein Hinweis darauf sein konnte, dass die Si80 Partikel durch
die Abwesenheit von EGF schlechter sedimentiert werden konnten. In den DLS-Messungen
(Kapitel 3.7.1) wurde beobachtet, dass sich die Si80 Partikel in zu Agglomeraten von zwei
Partikeln zusammenlagern. Unter den Inkubationsbedingungen dieses Ansatzes, d.h. in
Serum-reduziertem Medium, konnte daher eine Agglomeration der Si80 Partikel begiinstigt
werden. Bei den Untersuchungen in Wasser konnte dieser Befund nicht beobachtet werden. In
Spalte 7 und 8 wurden die Partikel-EGF Gemische nicht zentrifugiert. Dabei ist die EGF-
Bandenstéirke der Probe mit Sil5 Partikel schwécher als die der Si80 Partikel ausgeprigt. In
der Abbildung 3.13.2 wurden die Banden des Gels C quantifiziert und als Balkendiagramm
dargestellt, wodurch die Unterschiede zwischen den Banden der Proben besser sichtbar sind.
Das Balkendiagramm unterstiitzt die Hypothese, dass die Menge an freiem EGF durch die
Sil5 Partikel reduziert wird, wahrend die Si80 Partikel in Anwesenheit von Serum keinen

signifikanten Einfluss auf die EGF-Menge hatten.

Zusammenfassend zeigen diese Experimente in Wasser und Serum-reduziertem Medium, dass
EGF unter beiden Bedingungen an die Sil5 Partikel gebunden hat. Dieser Effekt scheint
abhingig von der Partikeloberfldche zu sein, denn durch Anpassung der Oberfliache der Si80
Partikel wurde ebenfalls die Menge an freiem EGF in Wasser und in Serum-reduziertem
Medium reduziert. In den folgenden Versuchen wurde die Interaktion zwischen SiNP, EGF

und dem EGFR fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
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: Sil5 + EGF'L} Oberfliche wie Si80
: Si80 + EGF-L

: Sil5 + EGF-L } Oberfliche wie Sil5
: Si80 + EGF-L

: Sil5 + EGF-L | Gieiche Masse

: Si80 + EGF-L - 3 re/m)

: EGF-L

: EGF-L (nicht zentrifugiert)

(41,6 m¥/g)

(222 m?/g)

: Medium (zentrifugiert)

: EGF-L (zentrifugiert)

: Medium + EGF-L (zentrifugiert)
: Sil15 + EGF-L  Gleiche Masse
: Si80 + EGF-L - (33 hg/m

: Si15 + EGF-L }

: Si80 + EGF-L

: EGF-L (nicht zentrifugiert)

Oberfliche wie Si80
(41,6 m?/g)
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1: EGF (nicht zentrifugiert)

2: EGF-L (zentrifugiert)

3: SilS + EGF (zentrifugiert)

4: Si80 + EGF (zentrifugiert)

5: Sil5 (zentrifugiert)

6: Si80 (zentrifugiert)

7: Sil5 + EGF (nicht zentrifugiert)
8: Si80 + EGF (nicht zentrifugiert)

Abbildung 3.13.1: Interaktion zwischen EGF und SiNP in H,O und Serum-reduziertem Medium.
SiNP wurden fiir 30 min mit EGF-L in H,O bzw. Serum-reduzierten Medium inkubiert. Im Anschluss
wurden die Proben durch eine 100 kDa-Membran filtriert bzw. wurden die SiNP per Zentrifugation
sedimentiert. Auf das Gel wurde das Filtrat bzw. der Uberstand aufgetragen. A: in H,0; 100 kDa Membran;
Auftragung des Durchflusses; B1, B2: in Serum-reduziertem Medium; 100 kDa; Auftragung des
Durchflusses C: in Serum-reduzierten Medium; Sedimentation bei 16000 x g; Auftragung des Uberstandes.
Griin: EGF-L; rot: SiNP. Jedes Gel wurde einmal durchgefiihrt.

g - Quantifizierung von EGF (Gel C)

1 1

U:EGF G:EGF G:EGF+ G:EGF+ U:Si1l5 U:Si80 U:EGF+ U:EGF+
Si15 Si80 Si15 Si80

Signalintensitat
P

w
1

N
1

Abbildung 3.13.2: Quantifizierung der EGF-Menge (Gel C) in Serum-reduziertem Medium. SiNP
wurden fiir 30 min mit EGF-L in H,O bzw. Serum-reduzierten Medium inkubiert. Im Anschluss wurden die
Proben bei 16824 x g zentrifugiert. Die Banden wurden mit ImageJ quantifiziert. (U = nicht zentrifugiert; G
= zentrifugiert).
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3.9 Mikroskopische Analysen (Konfokale Laser Raster Mikroskopie)

Mit den folgenden Zell-Experimenten sollte durch qualitative Kolokalisationsanalysen die
Hypothese iiberpriift werden, dass die Silikananopartikel den EGF auf ihrer Oberfldche
binden, und es deshalb zu einer Reduktion des Zellwachstums bzw. einer verminderten
Phosphorylierung und Translokation des EGFRs kommt. Auflerdem sollte der
Aufnahmemechanismus der SiNP in die Zellen aufgeklédrt und die Lokalisation der SiNP in

den Zellen festgestellt werden.

3.9.1 Kolokalisation von Nanopartikeln und dem EGFR

Um zu untersuchen, ob die Effekte auf Zellproliferation sowie Phosphorylierung und
Translokation des EGFRs durch eine Bindung der Silikananopartikel an den EGFR auftreten,
wurden RLE-Zellen ohne weitere EGF-Zugabe mit den drei fluoreszenten
SilikapartikelgroBen (Fd-Serie) fiir 5 min belastet und im Anschluss eine Immunfarbung des
EGFRs durchgefiihrt. Es wurden dann Bilderstapel reprasentativer Zellen aufgenommen und
analysiert. AuBBerdem wurden die Bilderstapel mit der Software Image] zu Maximum-
Intensitéts-Projektionen (engl. maximum intensity images) verarbeitet. Bei diesem Versuch
kann man an den Abbildungen sehen, dass der EGFR ein linienférmiges Muster bildete und
besonders starke Signale an der Unterseite und an dem seitlichen Rand der Zellen zu sehen

waren.

Eine Analyse der Bilderstapel (siche Anhang, Kapitel 6.2) zeigte, dass die Partikel nach 5 min
Inkubationszeit auf der Oberfldche der Zellen lokalisiert waren, aber nicht mit dem EGFR auf
der Zelle kolokalisierten. Es wurden zu diesem Zeitpunkt auch einzelne Partikel innerhalb der
Zellen detektiert, die nicht mit internalisiertem EGFR kolokalisieren. Anhand der Maximum-
Intensitéts-Projektionen (Abbildung 3.14) sieht man, dass keiner der fluoreszierenden
Silikananopartikel (Sil5, Si25 und Si80) mit dem EGFR innerhalb oder auBerhalb der Zellen
interagiert. Auch auf dem Deckglas waren Partikel zu finden, die wahrscheinlich mit den
Silanol-Gruppen auf dem Deckglas interagieren. Die Sil5 Partikel erschienen auf den
Abbildungen 3.14 (B) bei gleichen Aufnahme-Parametern dunkler als die Si25 oder Si80
Partikel. Das liegt daran, dass die groBeren Si80 Partikel synthesebedingt mehr Farbstoff
enthalten. Es konnte auch gezeigt werden, dass grofere vereinzelte Partikel stirker
sedimentieren (Peuschel et al, 2015). Aullerdem hatten sich die Sil5 Partikel in einem
fleckenformigen Muster in der Mitte der Zelloberflache verteilt. Bei den Signalen der Si25

und Si80 Partikel (C und D) konnte man unterschiedliche Intensititen erkennen. Es konnte
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sein, dass es sich bei den grofleren Signalen um Agglomerate und bei den kleineren Signalen
um einzelne Partikel handelt, jedoch reichte die Auflosung der Abbildungen nicht aus, um
einzelne Partikel getrennt zu detektieren. Zusammenfassend zeigt dieser Versuch, dass die
kolloidalen Silikananopartikel nach 5 min nicht mit dem EGFR kolokalisieren. Dieser Befund
schwiécht die Hypothese, dass der EGFR durch eine Bindung der Partikel inhibiert wird. Es
besteht auch die Mdglichkeit, dass die Sil5 Partikel EGFR durch die Sedimentation von im

Medium enthaltenen EGF abschirmen.

Das Muster des EGFRs entsprach der Anordnung des Aktin-Zytoskeletts (Abbildung 3.14). In
einem weiteren Versuch, der im Anhang unter Kapitel 6.3 aufgefiihrt ist, wurden der EGFR
und das Aktinskelett (Phalloidin488-Féarbung) in unbehandelten Zellen gefarbt. Es war zu
erkennen, dass die Signale des EGFRs und des Aktins stark am &ulleren Rand der Zellen

kolokalisierten.

A

Abbildung 3.14: Kolokalisation der Silikananopartikel und des EGFRs. RLE-Zellen wurden fiir 5 min
mit 33 pg/ml fluoreszenzmarkierten Nanopartikeln inkubiert und der EGF-Rezeptor gefdrbt. Durch die
Darstellung der Maximum-Intensitéts-Projektionen wurden alle Ebenen (in Z-Richtung) der Aufnahme in den
Abbildungen dargestellt. A: Kontrolle (H,O); B: Sil5; C: Si25; D: Si80. Griin: Silikananopartikel; rot:
EGFR.
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3.9.2 Kolokalisation von Nanopartikeln und EGF

Bei vorherigen Experimenten (Kapitel 3.7) wurde festgestellt, dass vor allem die Sil5
Silikapartikel in einem zellfreien System mit EGF interagieren und den Wachstumsfaktor auf
ihrer Oberflache binden. Im folgenden Experiment sollte iiberpriift werden, ob die SiNP auch
in dem zelluldren System der RLE-Zellen mit EGF interagieren und ob dieser Partikel-EGF

Komplex von den RLE-Zellen aufgenommen wird.

Fiir diesen Versuch wurden RLE-Zellen auf Deckgldsern kultiviert und am folgenden Tag mit
Serum-reduziertem Medium inkubiert. Nach 24 h wurden zuerst SiNP (Fd-Serie) zu den
Zellen gegeben und unmittelbar danach das markierte EGF. Das EGF wurde nicht vor den
Partikeln zu den Zellen gegeben, weil in dem Experiment zur Translokation des EGFRs
(Kapitel 3.6) herausgefunden wurde, dass eine Zugabe von EGF vor den Partikeln den EGFR-
Signalweg aktiviert und der reduzierende Partikeleffekt auf die EGFR-Signalkaskade nicht
eintritt. Nach 5 min Inkubationszeit wurden die Zellen gewaschen, fixiert und die Proben auf
Objekttragern eingebettet. Bei den Abbildungen 3.15 handelt es sich um Maximum-
Intensitéts-Projektionen aufgenommener Bildstapel. Die HyO-Kontrolle (Abbildung D; 3.15)
zeigt die Verteilung von EGF in nicht mit Partikeln belasteten Zellen. Der EGF befindet sich
in vesikelartigen Strukturen im gesamten intrazelluldren Bereich, jedoch nicht im Zellkern. In
der ersten Spalte wurden die Abbildungen des griinen 488-Kanals (EGF) nach Belastung mit
SiNP (Al: Sil5; B2: Si25: Cl1: Si80) aufgefiihrt. In der mittleren Spalte wurden die
Abbildungen des roten 633-Kanals (A2: Si15; B2: Si25; C2: Si80) dargestellt, mit denen die
Silikapartikel detektiert wurden. In der rechten Spalte wurden die Abbildungen der beiden
Kanile iiberlagert (Merge-Bilder), sodass die gelben Bereiche der Abbildungen eine
Kolokalisation zwischen SiNP und EGF anzeigen. Es wurde beobachtet, dass sowohl EGF
(A1, Bl1, C1) als auch SiNP (A2, B2, C2) in vesikelartigen Zelleinschliissen internalisiert
wurden. Weil unter diesen Versuchsbedingungen der EGFR nicht translozierte, liegt es Nahe,
dass dieser Teil des EGFs EGFR-unabhéngig internalisiert wurde. Auflerdem konnten auch
SiNP detektiert werden, die sich auf der Oberflache der Zellen befanden. Im Vergleich zu den
griinen EGF-Signalen iiberwiegen die roten Signale der SiNP bei allen drei PartikelgroBBen
trotz des geringeren molaren Verhiltnisses der grofleren Partikel zu der Menge an EGF. Das
bedeutet, dass nur ein kleiner Teil des freien EGFs internalisiert wird. Anhand der Merge-
Bilder sicht man, dass es neben gelben Signalen, bei denen EGF und SiNP kolokalisieren,

auch EGF- bzw. SiNP-Signale existieren, die nicht mit einander kolokalisieren (A3/A3.1,
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B3/B3.1, C3/C3.1). Dieses Ergebnis bestitigte den Befund aus Kapitel 3.7, dass die SiNP den
EGF binden, und zeigt, dass der Partikel-EGF Komplex von RLE-Zellen aufgenommen wird.



Abbildung 3.15: Kolokalisation
der Silikananopartikel und EGF.
RLE-Zellen wurden fiir 5 min mit
33 ug/ml  Nanopartikeln  und

100 ng/ml EGF-L inkubiert.

A: Sil5 B: Si25; C: Si80; D:
partikelfreie Kontrolle (H,O +
EGF-L);. Al, B1, C1, D (griin):
EGF-L; A2, B2, C2 (rot): SiNP;
A3, B3, C3: Merge. A3.1, B3.1,
C3.1: Merge (VergroBerung).
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3.9.3 Aufnahme und Lokalisation von Nanopartikeln

In den folgenden Versuchen sollte der Aufnahmemechanismus, mit dem die
Silikananopartikel in RLE-Zellen gelangen, identifiziert werden. Auflerdem sollte geklart

werden, in welchen Zellkompartimenten die Nanopartikel deponiert werden.

3.9.3.1 Aufnahmemechanismus von SiNP in RLE-Zellen

Eine aktive Aufnahme von Nanopartikeln in Epithel-Zellen iiber Clathrin-vermittelte
Endozytose wurde von Kim et al. im Jahre 2006 beschrieben. In anderen Literaturstellen
wurde publiziert, dass Nanopartikel iiber Caveolin-abhingige Aufnahmewege (Dausend,
2008) oder iiber Makropinozytose (Harush-Frenkel, 2007) internalisiert werden kénnen. Um
zu kldren, wie die Silikananopartikel von RLE-Zellen aufgenommen werden, wurden zwei
verschiedene Inhibitoren eingesetzt. Chlorpromazin (C) unterdriickt die Bindung von Clathrin
an den AP2-Adaptorkomplex und so die Bindung von Clathrin an die Membran. Filipin III
(im Folgenden als Filipin oder F bezeichnet) verdndert die Zusammensetzung der Membran
durch Depletion von Cholesterin und verhindert so die Entstehung von Caveolae. Um
auszuschlieBen, dass bei Inhibierung eines Aufnahmeweges die Nanopartikel {iber alternative
Endozytose-Wege internalisiert werden, wurde auch eine Mischung beider Inhibitoren (C/F)

eingesetzt.

3.9.3.2 Findung der Inkubationszeit fiir die Inhibitoren

In einem Vorversuch zur Findung der Inkubationszeit der Inhibitoren wurden RLE-Zellen in
Anwesenheit der Inhibitoren bzw. H,O als Kontrolle inkubiert und die morphologische
Beschaffenheit der Zellen nach den Zeitpunkten 1, 2, 3, 4, 6 und 24 Stunden
lichtmikroskopisch untersucht (Abb. 3.16). Die mit Filipin (7 uM) behandelten Zellen zeigten
nach 24 Stunden im Vergleich mit den Kontroll-Zellen keine morphologische Verdnderung.
Nach einer Inkubation mit Chlorpromazin (50 uM) und mit der Mischung aus Chlorpromazin
und Filipin wurde nach einer Stunde ein Abrunden weniger Zellen beobachtet, die nach 24
Stunden bei allen Zellen zu sehen war. Ein Abldsen der Zellen aus der Kulturschale konnte
nach 24 Stunden nicht beobachtet werden. Nach 4 Stunden waren etwa 50% der Zellen
abgerundet, sodass die Zellen im folgenden Versuch eine halbe Stunde mit den Inhibitoren

vorinkubiert und mit SiNP fur weitere 4 h belastet wurden.
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A: Kontrolle (H,0)
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C: Chlorpromazin

Abbildung 3.16: Morphologische Zellverinderungen nach Belastung mit Inhibitoren. RLE-
Zellenwurden mit den Inhibitoren inkubiert und die Morphologie der Zellen mit einem Lichtmikroskop nach
1,2, 3, 4, 6 und 24 Stunden iiberpriift. A: Kontrolle (H,0); B: Filipin (7 uM). C: Chlorpromazin (50 uM); D:
Chlorpromazin/Filipin (50 uM/7 uM);
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3.9.3.3 Inhibierung der Nanopartikel-Aufnahme

Nachdem RLE-Zellen fiir eine halbe Stunde mit den Inhibitoren bei 37 °C inkubiert wurden,
erfolgte eine 4 stiindige Inkubation mit Fluoreszenz-markierten Nanopartikeln. Wahrend in
den vorherigen Versuchen nach 5 min Belastungszeit nur vereinzelte SiNP von den Zellen
internalisiert wurden, war die Anzahl von internalisierten Nanopartikeln in unbehandelten
Zellen nach 4 h grof3 genug, um einen Effekt der Inhibitoren mikroskopisch zu analysieren.
Nach der Belastungszeit wurden die Zellen gewaschen, fixiert und eine Membran-Féarbung
mit Atto488-gekoppeltem WGA (engl. wheat germ agglutinin, siche 2.3.4.3) durchgefiihrt.
Dann wurden die Zellen auf einem Objekttriger eingebettet und am konfokalen Laser-
Rastermikroskop analysiert. Aus Bildstapeln, die sich iiber die gesamte Hohe der Zelle
erstrecken, wurden orthogonale Ansichten (XZ- oder in YZ-Ausrichtung der Stapel)
angefertigt, sodass internalisierte Partikel von Partikeln auf der Zelloberflache unterschieden

werden konnten (Abb. 3.17).

RLE-Zellen, die mit H,O vorbehandelt wurden, haben die jeweiligen kolloidalen
Silikananopartikel (Sil5, Si25, Si80) vermutlich iiber Endozytose nach 4 Stunden
internalisiert. Nur wenige Partikel liegen oberhalb der WGA-Farbung auf der Membran der
Zellen (Abb. 3.17; A1, B1, C1). Auch nach der Vorbehandlung mit dem Inhibitor Filipin (A4,
B4, C4) waren internalisierte Partikel innerhalb der Zellen zu erkennen. Im Vergleich zur
Kontrolle konnte keine erkennbare Reduzierung der Partikelmengen durch die Behandlung
mit Filipin detektiert werden. Nach Behandlung der Zellen mit Chlorpromazin (A2, B2, C2)
bzw. Chlorpromazin und Filipin (A3, B3, C3) konnten in den Zellen keine Nanopartikel
detektiert werden, sondern die Partikel akkumulierten auf den Zellen an der dulleren Membran
und befinden sich in der Ndahe der WGA-Farbung. Durch die Inkubation mit Chlorpromazin
rundeten sich die Zellen ab (Kapitel 3.10.1.). Das hatte Auswirkungen auf die Héhe der Zelle,
die nach dem Einbetten bei etwa 5 um in Z-Ausrichtung lag. Bei der H,O-Kontrolle waren die

Zellen etwa 3-4 um hoch.

Dieses Ergebnis bedeutet, dass die Silikapartikel nicht {iber Caveolin, sondern iiber Clathrin-
vermittelte Endozytose in die RLE-Zellen aufgenommen wurden. In dem folgenden Versuch
wurden frithe Endosomen nach Inkubation mit markierten Partikeln angeférbt. Dadurch sollte

die Hypothese bestétigt werden, dass die SINP in Membranvesikeln der RLE-Zellen vorlagen.
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Abbildung 3.17: Aufnahmemechanismus der Silikananopartikel. RLE-Zellen wurden fiir 30 min mit den
Inhibitoren Chlorpromazin [50 uM] und Filipin [7 uM] inkubiert und dann fiir 4 h mit 33 pg/ml SiNP belastet.
Die représentativen Bilder sind orthogonale Darstellungen von Bilderstapeln. Griin: Membran-Farbung mit
WGA; Rot: Silikananopartikel.

Al: Kontrolle (H,0) + Sil5; A2: Chlorpromazin + Sil5; A3: Chlorpromazin/Filipin + Sil5; A4: Filipin + Sil5;
B1: Kontrolle (H,0O) + Si25; B2: Chlorpromazin + Si25; B3: Chlorpromazin/Filipin + Si25; B4: Filipin + Si25;
C1: Kontrolle (H,0) + Si80; C2: Chlorpromazin + Si80; C3: Chlorpromazin/Filipin + Si80; C4: Filipin + Si80.
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3.9.4 Silikananopartikel in frithen Endosomen (EEA1-Firbung)

Nach einer Clathrin-abhidngiger Abschniirung von aufgenommenen Vesikelen fdllt das
Clathrin unmittelbar von den abgeschniirten Vesikeln ab, und es bilden sich friihe Endosomen.
Diese besitzen auf ihrer Membran EEA1 (engl. early endosome antigene) und konnen z.B.
durch den Antikorper anti-EEA1 (engl. early endosome antigene 1 antibody) nachgewiesen

werden.

In diesem Experiment wurden RLE-Zellen auf Deckgldsern kultiviert und nach 30 Minuten
Belastungszeit mit fluoreszenten Silikananopartikeln (ohne weitere EGF-Zugabe) gewaschen
und fixiert. Nach dieser Inkubationszeit werden zwar nur vereinzelte Partikel aufgenommen,
jedoch ist die Partikelmenge fiir eine qualitative Analyse ausreichend. Nach der Belastung
erfolgte eine Fiarbung der frithen Endosomen mit dem EEA1-Antikdrper. Die Proben wurden
auf Objekttragern eingebettet und am konfokalen Laser-Rastermikroskop untersucht. Mit der
Software Image] wurde aus jedem aufgenommenen Bilderstapel Maximum-Intensitéts-
Projektionen erstellt. Im Anhang werden die Einzelbilder der Bilderstapel in dem Kapitel 6.4
dargestellt.

Ein Grofteil der Silikapartikel befand sich auf der Oberfldche der Zellen, wihrend nur ein
kleiner Teil der Partikel in friihen Endosomen vorlag (Abb. 3.18). Die gelben punktférmigen
Uberlagerungen des roten und des griinen Kanals, auf die die Pfeile deuten, zeigen
Endosomen mit SiNP. Es waren auch Partikel neben den Zellen zu erkennen, die am Deckglas
adhérierten und einen dichten Rasen bildeten. Die Zellen in Abbildung A wurden nur mit H,O
belastet und zeigten die Verteilung der frithen Endosomen in den RLE-Zellen. Der Zellkern
war als Aussparung in den Zellen zu sehen, da Endosomen nicht in den Nukleus gelangen
konnen und die Dichte der Endosomenféarbung so hoch war, dass eine Negativkontrastierung
des Zellkerns erfolgte. Sie wurden in die Nédhe des Zellkerns transportiert und reicherten sich
um den Zellkern an. Bei der Auswertung der Abbildungen wurden Partikel in Endosomen
sowohl in der Ndhe der Membran gefunden als auch in der Ndhe des Zellkerns. Das ldsst
darauf schlielen, dass dieser Teil der Silikapartikel sehr schnell von den Zellen internalisiert
wurde. Nicht mit der EEAIl-Féarbung kolokalisierende Partikel befinden sich auf der

Zelloberfliche und wurden wihrend der Belastungszeit nicht aufgenommen.
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Abbildung 3.18:Silikananopartikel in friithen Endosomen. RLE-Zellen wurden fiir 30 min mit 33 pg/ml
SiNP belastet. Die repréisentativen Abbildungen sind Maximum-Intensitéts-Projektionen von Bilderstapeln.
Griin: Silikananopartikel; Rot: Frithe Endosomen (EEA1-Antikdrper).

A: Kontrolle (H,0); B: Sil5; C: Si25; D: Si80
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3.9.5 Silikananopartikel in spiten Endosomen (Rab7-Farbung)

Frithe endosomale Vesikel, die iiber Clathrin vermittelt aufgenommen wurden, werden erst zu
spiaten Endosomen und fusionieren schlieBlich mit dem lysosomalen Kompartiment. Die
spiaten Endosomen prisentieren das spezifische Protein Rab7a (engl. Ras-related proteine;
Feng, 1995), dass durch einen Antikorper (Rab7 (D95F2) XP(R) Rabbit mAb, Cell Signaling)

in diesem Versuch nachgewiesen wurde.

In einem Vorversuch wurden Rab7-Fiarbungen nach 5, 30, 60 und 90 min Inkubation mit
Silikapartikel angefertigt, um einen Zeitpunkt zu identifizieren, bei dem die Partikel in spiten
Endosomen lokalisierten (Anhang; Abb. 6.5). Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden
Triplikate der Rab7-Férbung nach einer Stunde Partikelbelastung erstellt. Mit Serum-
reduziertem Medium kultivierte Zellen wurden fiir 60 min mit SiNP belastet, fixiert und spéte
Endosomen gefdarbt. Von den Préparaten wurden Bilderstapel aufgenommen und mit ImageJ
zu Maximum-Intensitdts-Projektionen bzw. orthogonalen Darstellungen (XZ-Ausrichtung)

umgeformt (Abb.3.19).

Es konnten Silikananopartikel aller drei GroBen (Sil5, Si25, Si80) detektiert werden, die mit
Rab7-gefarbten Strukturen in den Zellen kolokalisieren. Das erkennt man an den gelben
Bereichen, bei denen Signale des rot und des griin gefdrbten Kanals ermittelt wurden. Zur
besseren Visualisierung der Ergebnisse wurden orthogonale Darstellungen (XZ) der
Maximum-Intensitdts-Projektionen (XY) der Zellen erstellt. Die weillen Linien in den
Ubersichten (A1, B1, C1) markieren die Stellen, an denen die orthogonalen Darstellungen
bestimmt wurden. Die Pfeile deuten auf Stellen, an denen die beiden Kanile {iberlagern und
somit auch Partikel und spite Endosomen kolokalisierten (A2, B2, C2). Obwohl die
Belastungszeit mit einer Stunde deutlich ldnger als die 5 min bei den Experimenten zur
Interaktion zwischen Partikeln und EGF war, konnten nicht mehr Partikel in den Zellen
detektiert werden. Trotz der wenigen Partikelsignale in den Zellen kolokalisieren ausreichend
viele Partikel mit spaten Endosomen, sodass eine Aussage iiber die Lokalisation der SiNP
nach 60 min getroffen werden kann. Vereinzelt konnten auch Partikel detektiert werden, die
nicht mit spiten Endosomen kolokalisierten. Diese konnten sich zum Beispiel noch in frithen

Endosomen befinden oder durch einen alternativen Aufnahmeweg internalisiert worden sein.
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Abbildung 3.19: Silikananopartikel in spiéiten Endosomen. RLE-Zellen wurden fiir 1 h mit 33 pg/ml SiNP
belastet. Griin: Spdte Endosomen (Rab7-Antikorper); Rot: Silikananopartikel. Die weille Linie zeigt die
Ebene an, an der die orthogonale Darstellung erstellt wurde.

Al, A2: Sil5; B1, B2: Si25; C1, C2: Si80. Al, A2, A3: Bildausschnitte der Maximum-Intensitéts-
Projektionen der Bilderstapel. A2, B2, C2: Orthogonale Darstellungen (XZ) einer Zelle
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3.9.6 Verteilungsdichte der SINP auf der Membran von RLE-Zellen

Mittels elektronenmikroskopischer Analysen der Zellen nach 5 min Partikelinkubation wurde
untersucht, wie sich die Silikapartikel auf der &uleren Membran der Zellen anordnen und ob
die Moglichkeit besteht, dass der membranstindige EGFR durch eine dichte Schicht an
Partikeln bedeckt wird. Mit den gewéhlten Abbildungsparametern dieser Methode kénnen nur
die Partikel auf der Oberfliche der Zellen detektiert werden, die internalisierten Partikel

wurden nicht sichtbar gemacht.

In diesem Experiment wurden RLE-Zellen auf Deckgldsern kultiviert und fiir 24 h mit Serum-
reduziertem Medium inkubiert. Dann wurden die Zellen fiir 5 min mit den Silikananopartikeln
belastet und fixiert. Durch Waschschritte mit aufsteigender Ethanol-Konzentration wurde den
Zellen das H,O entzogen bzw. wurden die Zellen durch HMDS an der Luft getrocknet. Die

Proben wurden bis zur Bildaufnahme am Elektronenmikroskop trocken gelagert.

Auf der Oberfliche von unbehandelten Zellen waren fadenformige Zellfortsétze zu erkennen,
bei denen es sich wahrscheinlich um Mikrovilli handelte (Abb. 3.20; A1). Die Oberfliche der
Zellen war stark uneben und wirkte pords, was an der Priaparation der Zellen liegen konnte.
Die Zellen (mit Z markiert) erscheinen auf den Abbildungen im Vergleich zum Deckglas (mit
D markiert) dunkler. Aufféllig war, dass sich die Sil5 Partikel (B1 und B2) auf der Membran
der Zelle kettenformig angeordnet hatten, wihrend die Partikel auf dem Deckglas neben der
Zelle einzeln oder in Gruppen von wenigen Partikeln zusammen lagen. Die Partikelketten
bestanden aus zwei bis iiber dreiflig einzelnen Partikeln. Dieser Befund trat nur bei den Sil5
Partikeln auf; die Si25 und Si80 Partikel ordneten sich neben den Zellen und auf der
Membran in gleicher Gestalt an (C1, C2, D1, D2). Es scheint so, dass die Partikelanzahl der
Si80 Partikel neben den Zellen groBler als auf den Zellen ist. Die Si25 Partikel hatten die
Tendenz, sich zu grofen Agglomeraten zusammen zu lagern, wihrend die Si80 Partikel bis
auf kleine Gruppen von zwei bis sieben Partikeln eher vereinzelt vorlagen. Dieser Befund
zeigt, dass die Partikel an die Membran binden und auf diese Weise mit der Zelloberfliche
interagieren. Die Menge der Partikel auf der Oberfliche der Zellen gab keinen Hinweis
darauf, dass die SINP den EGFR verdecken, weil in diesem Versuch mindestens die Halfte der
Zelloberflache nicht mit Partikeln bedeckt war. Jedoch konnte es auch sein, dass einige
Partikel, die bei der Probenprédparation womoglich weggewaschen wurden, nicht detektiert

wurden.
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Abbildung 3.20: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von RLE-Zellen nach Belastung mit
Silikananopartikeln. RLE-Zellen wurden fiir 5 min mit 33 pg/ml SiNP belastet. A1, A2: H,O-Kontrolle;
B1, B2: Sil5; C1, C2: Si25; D1, D2: Si80. In der Abbildung: Z: Zellen (dunkel); D: Deckglas (hell).
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4. Diskussion

Schon im Jahr 1812 wurde festgestellt, dass, durch die ubiquitdre Verteilung von natiirlichem
Siliziumdioxid in der Erdkruste und somit auch im Trinkwasser, Spuren von SiO; in dem Urin
von Lebewesen nachweisbar sind (Berzelius, 1812). Siliziumdioxid kann zum Beispiel auch
in Form eines Nanopartikels von Lebewesen aufgenommen werden und sich dann im Kd&rper
bis zu Organen verteilen (Fu ef al. 2013; Kettiger et al., 2013). Mittlerweile konnte auch
gezeigt werden, dass Si0, Nanopartikel von humanen Zellen aufgenommen werden kénnen
(Hsiao et al., 2014; Schiibbe et al., 2012). Diese spezifische Art der Interaktion mit lebenden
Zellen kann einerseits von toxikologischer Relevanz sein; andererseits kann sie das Potential
fiir gezielte nanotechnologische Anwendungen in den Bereichen Biotechnologie und Medizin
bieten. Die fortschreitende Entwicklung der Nanotechnologie im industriellen und
medizinischen Sektor ermdglicht es, Nanopartikel mit verschiedenen Eigenschaften
herzustellen (Bartel et al., 1996; Hartlen, 2008; Stober, 1968). Durch Modifikationen und
Funktionalisierungen von Nanopartikeln konnen Toxizitdt, Bioverfiigbarkeit und
Aufnahmeeffizienz verdndert werden, sodass die Eigenschaften von Nanopartikeln auf ihre
Anwendung abgestimmt werden konnen (Alkilany und Murphy, 2010; Jung et al., 2011;
Slowing et al. 2006). Es gibt Ansétze mit Silikananopartikeln, bei denen sie zum Beispiel als
Transporter von Medikamenten oder siRNA eingesetzt werden (Manzano et al., 2008; Meng
et al. 2013; Slowing et al, 2007 und 2008). Untersuchungen zur Toxizitdt von
Silikananopartikeln haben ergeben, dass kolloidale SiNP im Vergleich zu kristallinen oder
amorphen aber nicht kolloidalen SiNP die geringsten Entziindungsreaktionen hervorrufen
(Warheit et al., 1995). Das macht kolloidale Silikapartikel fiir eine Applikation im Menschen
besonders interessant. Park et al (2009) konnten beobachten, dass lumineszierende
Silikananopartikel selektiv von Tumoren in Mdusen aufgenommen werden, was bedeutet,

dass sich diese Nanopartikel fiir eine Antitumortherapie eignen wiirden.

Tumordse Entartungen epithelialer Gewebe gehen {blicherweise mit mutagenen
Verdnderungen des Erbguts einher. Neben selteneren Mutationen, wie zum Beispiel der
KRAS-Mutation bei A549-Zellen, sind Tumore oftmals durch eine Uberexpression des
EGFRs gekennzeichnet (Ciardiello und Tortora, 2008). Die irreversible Aktivierung dieser
proliferativen Signaltransduktion treibt maf3geblich die maligne Tumorgenese voran. Sowohl
diagnostische als auch therapeutische Strategien versuchen, durch Kopplung von natiirlichen
Liganden an Nanopartikeln, zur Identifizierung, Lokalisierung und Behandlung von

Tumorzellen im menschlichen Korper beizutragen (Jain et al., 2007). Vorbefunde mit
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hydrophoben Kohlenstoffnanopartikeln zeigten, dass diese auf sehr spezifische Weise mit der
EGFR-abhingigen Signaltransduktion in Epithelzellen interagieren (Sydlik et al., 2006;
Weissenberg et al., 2010). Durch die Induktion von intrazellulirem oxidativem Stress 16sen
diese Nanopartikel die pathogenen Endpunkte Apoptose und Proliferation aus. In der
vorliegenden Arbeit wurden nun kolloidale (hydrophile) Silikananopartikel (Sil5, Si25 und
Si80) auf ihre Féhigkeit untersucht, mit der EGFR-abhingigen Signaltransduktion von
Epithelzellen zu interagieren. AuBBerdem wurde der Aufnhahmemechanismus der Partikel in die

Zellen sowie deren Deposition in den Zellen identifiziert.

4.1 Zytotoxizitait

Die zytotoxische Wirkung von kolloidalem Silika wurde schon Anfang des 20. Jahrhunderts
untersucht (Gye et al., 1924). Mit der fortschreitenden Entwicklung der Nanotechnologie
versucht man zum Beispiel durch analytische Methoden die Eigenschaften, wie die
PartikelgroBBe zu charakterisieren oder zwischen amorphem und kristallinem Material zu
unterscheiden. In mechanistischen Studien wird dariiber hinaus der Kausalzusammenhang fiir
die auftretenden Effekte von Nanopartikeln untersucht (Oberdorster et al., 2005). In der
Literatur wurden verschiedene Formen von Silikananopartikel-induzierter Toxizitat
beschrieben, die von der Struktur des Materials abhidngen. Kristalline Silikapartikel
verursachen in vivo Entziindungsreaktionen in Lungen von Maiusen, wéhrend amorphe
Silikapartikel systematische Antworten des Immunsystems hervorrufen. (Lee et al., 2013;
Sayes et al., 2007). Kolloidale amorphe Silikananopartikel 16sen die geringsten toxischen
Effekte in Zellen aus (Napierska et al., 2010; Warheit et al., 1995).

Im Zusammenhang mit der Wirkung von kolloidalen Silikananopartikeln auf Zellproliferation
und Signaltransduktion wurde in dieser Arbeit zunéchst eine Reihe von Untersuchungen zur
Zytotoxizitit durchgefiihrt. Da vor allem verfélschende Einfliisse auf die jeweiligen Assays
ausgeschlossen werden sollten, wurden Zytotoxizitdtsassays fiir die unterschiedlichen
Versuchsbedingungen bzw. Expositionsszenarien der spéter folgenden Experimente
durchgefiihrt. Dabei wurde allen Experimenten die Effektdosis von flammenpyrolytisch
hergestellten Partikeln [33 pg/ml] zugrunde gelegt. In keinem der angewandten Assays
(Neutralrot, WST-1, Trypanblaufirbung) bzw. bei keiner der morphologischen
Untersuchungen konnten nach 24 h Hinweise auf eine schiddliche Wirkung der Nanopartikel

beobachtet werden.
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Als initialen Schritt wurde die Zytotoxizitit mittels Neutralrot-Assay unter Serum-reduzierten
Bedingungen untersucht (Abb. 3.1). Im Neutralrot Assay fiel auf, dass die mit SiNP
behandelten Zellen einen Trend zu hoheren Extinktionswerten aufwiesen, als die
unbehandelten Kontrollzellen. Statistische Analysen der Mittelwerte ergaben jedoch keine
Signifikanz dieses Befunds. Eine Erklarung fiir die hoheren Werte konnte die Entstehung
neuer Lysosomen sein, sodass die Gesamtmenge von Neutralrot pro Zelle erhoht wird. Eine
weitere Moglichkeit konnte Partikel-induzierte Autophagie sein, die sich bei Zellen durch eine
erhohte lysosomale Aktivitdit duBert (Kenzaoui et al., 2012). Eine Interferenz der
Silikapartikel bei der Wellenldinge des Neutralrots kann ausgeschlossen werden, weil die
Partikel selbst kein Absorptionsmaximum bei dieser Wellenldnge haben (Tavernaro et al.,
2017). Eine solche Interaktion wurde zum Beispiel zwischen Kohlenstoffnanopartikeln und
Neutralrot in einem zellfreien Versuch und an A549-Zellen gezeigt (Monteiro-Riviere et al.,
2009). Bei Untersuchungen mit Ceroxidnanopartikeln bzw. mit Cadmiumchlorid wurden mit
vergleichbaren Dosen ebenfalls mit dem Neutralrot Assay Extinktionen oberhalb der
Kontrolle festgestellt (Fotakis und Timbrell, 2006; Lanone et al., 2009). Dieser Effekt wurde
mit Partikel-Neutralrot Interaktionen erkldrt. Die fumed Silikapartikel hatten einen leicht
negativen Einfluss auf die Lysosomenintegritdt und der Wert der Kohlenstoffpartikel lag
etwas oberhalb des Kontrolllevels. Die Effekte beider nicht kolloidalen Partikeln waren
jedoch im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant. Der Neutralrot Assay sagt aus, dass die
kolloidalen und schwer dispergierbaren Nanopartikel in der Konzentration von 33 pg/ml

keine Schiadigungen der RLE-Zellen durch die Partikel ausgelst haben.

Obwohl die meisten Inkubationszeiten der Partikel in dieser Arbeit nach wenigen Minuten
bzw. Stunden beendet wurden, wurde flir die Untersuchungen zur Zytotoxizitit ein
Belastungszeitpunkt von 24 h ausgewéhlt. Dies geschah, damit moglicherweise verzogerte
zytotoxische Effekte der Partikel nicht libersehen werden. Die RLE-Zellen in dieser Arbeit
wurden unter anderem 18 h vor der Partikelbelastung mit Medium inkubiert, das einen
reduzierten Serumanteil hatte (0,5% statt 5%). Dadurch wurde die Aktivitit der Zellen
kiinstlich herabgesetzt, was dazu fithren kann, dass die Zellen viel sensibler auf die
Behandlung mit Partikeln reagieren als Zellen, die mit hohem Serumanteil im Medium
kultiviert werden. In einem Experiment mit konfluenten, nicht Serum-reduzierten RLE-Zellen
(Abb. 3.2.2) konnte mittels WST-Assay gezeigt werden, dass die Effekte der Partikel, die bei
Serum-reduzierten und nicht konfluenten Bedingungen (Abb.3.2.1) auftraten, keine Relevanz
mehr hatten. Ein moglicher Grund fiir die erhohte Reaktivitdt der Partikel konnte die

Interaktion der Partikel mit den Proteinen des Serums sein, was die Interaktion der Partikel
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mit der Zytoplasmamembran reduziert (Peuschel et al., 2015). Da auch anhand der
mikroskopisch erfassten Parameter zur Bestimmung der Zytotoxizitit keine Schadigung der
RLE-Zellen beobachtet werden konnte, handelt es sich bei der reduzierten metabolischen
Kapazitat unter Serum-reduzierten Bedingungen um einen Effekt, der auf den geringen Anteil

von Serumproteinen zuriickzufiihren ist.

In dem WST Assay wird ein Formazansalz gemessen, das NADPH-abhingig durch
mitochondriale Dehydrogenasen aus dem wasserloslichen Tetrazoliumsalz (WST-1) gebildet
wird. Dieser Parameter ist ein Mal} fiir die Aktivitit des Zellmetabolismus. Alle getesteten
Nanopartikel hatten in diesem Versuch die metabolische Aktivitdt der RLE-Zellen signifikant
zur H,O-Kontrolle reduziert. Bei den kolloidalen SiNP gab es einen grof3enabhéngigen Effekt,
der bei den Sil5 Partikeln mit iiber 60% am stérksten und bei den Si80 Partikeln bzw. den
Kohlenstoffpartikeln mit 30% am schwichsten ausgeprigt war. Morphologische
Untersuchungen wihrend der Inkubationszeit mit den Partikeln hatten keine Verdnderung der
Gestalt oder der Adhédrenz der Zellen gezeigt, sodass auch in diesem Experiment von keiner
akuten Toxizitdt ausgegangen werden konnte. In anderen Studien, die sich mit kolloidalen
Silikapartikeln beschéftigen, wurden mit dhnlichen Dosen und Belastungszeiten mit dem
MTT-Assay auch ein Riickgang von 40— 60% der metabolischen Aktivitit bei humanen
Lungenepithel-Zellen (Chang et al., 2007) und murinen Makrophagen (Lee et al., 2011)
beobachtet. Zhu et al. (2013) hatten mit mesopordsen Nanopartikeln, die aus TEOS
synthetisiert wurden, in dem MTT-Assay nach 48 h nur geringe Effekte der Partikel auf die
Viabilitdit von HelLa Zellen messen konnen. Generell zeigen die meisten amorphen
Silikapartikel eine dosisabhingige Zytotoxizitdt (Napierska et al., 2010). Die Reduktion der
metabolischen Aktivitit durch die kolloidalen SiNP war etwa auf dem Niveau der schwer
dispergierbaren Partikel SiF und CNP. Obwohl die SiF und CNP die enzymatische Aktivitit
im WST-1 Assay reduzierten, wirken sie nachweislich proliferativ auf RLE-Zellen (Sydlik et
al., 20006).

SchlieBlich wurde im Rahmen des Proliferationsassays (Kapitel 3.2) die Membranintegritit
der RLE-Zellen in Vollmedium untersucht. Dabei wurden abgestorbene Zellen durch eine
Trypanblaufarbung identifiziert. Die Sterberate der Zellen nach Partikelbehandlung
unterschied sich jedoch nicht von unbehandelten Kontrollzellen und lag in beiden Fillen unter

2% (Trypanblau-positiv gefarbte Zellen im Vergleich zur Gesamtzellzahl).
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Die Zytotoxizitit-Assays eignen sich gut, um einen Eindruck des zytotoxischen Potentials der
Partikel fiir in vitro Experimente zu untersuchen. Keiner der untersuchten Parameter zeigte
eine schiddliche Wirkung der kolloidalen Silikananopartikel in der Konzentration 33 pg/ml,
sodass die Effekte der folgenden Versuche nicht auf eine Partikel-induzierte unspezifische

Zytotoxizitit zuriickzufiihren sind.

4.2 Reaktive Sauerstoffspezies

Neben ihrem Potential durch Oxidation von Molekiilen zur Zellschddigung beizutragen,
stellen reaktive Sauerstoffspezies wichtige sekundire Botenstofte fiir
Signaltransduktionsereignisse dar (Sydlik et al., 2006; Weissenberg ef al., 2010). Nanopartikel
konnen reaktive Sauerstoffspezies extrazelluldr (unabhédngig von Zellen) liber Reaktionen der
Partikel mit Bestandteilen des Kulturmediums oder intrazelluldr {iber Reaktionen der Partikel
mit Proteinen oder enzymatischen Systemen generieren. In vergangenen Studien konnte
gezeigt werden, dass Kohlenstoffpartikel sowohl intrazellulér als auch extrazelluldr zu einer
ROS-Entstehung  beitragen, indem sie, &dhnlich der Fenton-Reaktion, an einer
Elektroneniibertragung auf Sauerstoff beteiligt sind (Aust ef al., 1985; Wilson et al., 2007;
Weissenberg et al., 2010). In dieser Arbeit wurde mithilfe der DCF-Assays {iberpriift, ob die
Silikapartikel in Abwesenheit oder Anwesenheit von Zellen in der Lage sind, eine ROS-
Entstehung zu induzieren. In dem zellfreien DCF-Assay wurde zu den Partikeln
Wasserstoffperoxid (H,O;) gegeben, welches als ein starkes Oxidationsmittel fiir Fenton (bzw.
Haber-Weiss)-dhnliche Reaktion diente (Borm et al., 2007). Weil eine Partikel-induzierte
Entstehung von ROS oft mit einer einhergehenden zytotoxischen Wirkung in Verbindung
gebracht werden (Nordberga und Arnér, 2001; Hei ef al., 1998), wurde aufgrund der geringen
zytotoxischen Wirkung der SiNP keine ROS-Entstehung erwartet.

Sowohl mit dem zellunabhidngigen als auch mit dem zellabhdngigen DCF-Assay konnte eine
signifikante  Entstehung von ROS durch die als Positivkontrolle eingesetzten
Kohlenstoffpartikel (CNP) bestdtigt werden. In beiden Versuchen war die DCF-Fluoreszenz
nach Belastung mit CNP vom ersten Messpunkt an erhoht und stieg iiber die Zeit weiter an.
Die Negativkontrolle mit H,O sowie die SiNP (Si25 und Si80) und der SiF hatten nach
30 min nur einen leichten Anstieg der Fluoreszenzintensitdt induziert, der auch durch die

Anwesenheit von Wasserstoffperoxid erkldrt werden kann. Die Sil5 Partikel hatten einen
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etwas stirkeren Einfluss auf die ROS-Generierung, jedoch im Vergleich zur Kontrolle war
dieser Effekt nicht signifikant. Von den kolloidalen Silikapartikeln hatten die Sil5 Partikel die
grofite Oberfldche, was ein moglicher Grund fiir diesen Trend sein konnte. In dem
zellabhingigen DCF-Assay wurde die intrazelluldre ROS-Entstehung nach 15 min, 1 h, 4 h
und 8 h gewdhlt, um auch die Effekte der Partikel nach ldngeren Belastungszeiten zu
untersuchen. Die Resultate der CNP-Belastung stimmten mit den Ergebnissen aus fritheren
Studien iiberein (Weissenberg et al., 2010). Bei den kleinen SiNP sowie den SiF Partikeln
machte sich nach 8 h ein groflenabhingiger Trend der SiNP bemerkbar, der durch die reaktive
Oberflache erklart werden kann, denn die Si80 Partikel hatten den geringsten Effekt. Alle
Silikapartikel haben die gleichen reaktiven Molekiile an ihrer Oberfliche, und die beiden
kleinen SiNP und die SiF besitzen in etwa die gleiche spezifische Oberflidche, sodass auch ein
dhnliches Ergebnis dieser beiden Nanopartikel zu erwarten war. Durch die unterschiedlichen
Herstellungsverfahren der Sil5 und der SiF Partikel kommt es jedoch zu einer
unterschiedlichen Molekiilausstattung auf der Oberfliche der Partikel. Dies macht sich zum
Beispiel in der unterschiedlichen Dispergierbarkeit bemerkbar, sodass die Oberflache der Sil5
Partikel hydrophiler ist, wahrend die SiF Partikel weniger hydrophile Molekiilgruppen, wie
zum Beispiel OH-Gruppen, haben.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die SiNP und SiF Partikel sowohl im zellfreien als
auch im zellabhéngigen DCF-Assay keine signifikante ROS-Entstehung induzieren. Lin ef al.
(2006) konnten zeigen, dass nach 48 h Inkubationszeit amorphe fumed Silikananopartikel
(Degussa) mit einem Durchmesser von 15 nm, in vergleichbaren Dosen wie in dieser Arbeit,
ROS bei humanen Lungenepithelzellen generieren. Park und Park (2009) hatten an murinen
Makrophagen ebenfalls gezeigt, dass 12 nm grole fumed Silikapartikel nach 24 h ROS
induzieren, die zu Entziindungsreaktionen in vivo fiihrten. Bei den in der Literatur
beschriebenen Silikapartikeln, die oxidativen Stress induzieren, handelt es sich hauptsédchlich
um schwer dispergierbare Partikel. Einen Zusammenhang einer ROS-Entstehung und schwer
dispergierbaren Nanopartikeln wurde bereits beobachtet (Schins und Knaapen, 2007). Es gibt
jedoch auch Hinweise, dass kolloidale Silikapartikel in einem Tierexperiment mit Mausen
ROS-induzierte DNA-Schaden verursachen (Kaewamatawong et al., 2006). Diese Partikel
wurden jedoch auf einem anderen Syntheseweg hergestellt und sind daher nur bedingt mit den
Silikananopartikeln der vorliegenden Dissertation vergleichbar. Die in der Literatur
beschriebenen ROS-induzierten Aktivierungen von EGFR-abhéngigen Signalkaskaden durch
schwer dispergierbare Kohlenstoffnanopartikel traten bei RLE-Zellen schon nach 5 min auf

(Peuschel et al., 2010 und 2012; Sydlik et al., 2006; Weissenberg et al., 2010; Unfried et al.,
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2008). Hingegen wurde in dieser Arbeit nach 5 min kein messbarer Anstieg von oxidativem
Stress durch kolloidale SiNP gemessen, sodass eine Interaktion der SiNP mit EGFR-
vermittelter Signaltransduktion tiber ROS, wie fiir Kohlenstoffnanopartikel publiziert wurde,
ausgeschlossen werden kann. In den folgenden Experimenten wurde daher untersucht, ob die
Aktivierungslevels des EGFRs bzw. der nachgeschalteten Signalkinasen auf einem anderen

Weg durch die Silikananopartikel beeinflusst werden.

4.3 Proliferation

In toxikologischen Untersuchungen stellt Zellproliferation einen zentralen Mechanismus dar,
der durch Nanopartikel aktiviert oder inhibiert werden kann. Sydlik et al. (2006) haben
beschrieben, dass schwer dispergierbare Kohlenstoffnanopartikel die Proliferation von
Lungenepithelzellen induzieren. Fiir Goldnanopartikel hingegen wurde eine Reduktion der
Zellproliferation bzw. der dafiir erforderlichen EGFR-abhéngigen Signalkaskaden beobachtet
(Bhattacharya et al., 2004 und 2007; Comfort et al., 2011). Mit dem Proliferationsassay
wurde in dieser Studie das Wachstumsverhalten der RLE-Zellen in Anwesenheit von den

kolloidalen Silikananopartikeln untersucht.

Die mit H,O behandelten Kontrollzellen (Abb. 3.5.1) befanden sich durch die Inkubation mit
Vollmedium (5% Serumanteil) nach 48 h in einer Wachstumsphase, die starker als ein lineares
Wachstum war. Das macht sich dadurch bemerkbar, dass die relative Anstieg der Zellzahl im
Zeitraum 24 h bis 48 h groBer als der Anstieg vom Zeitpunkt O h bis zum Zeitpunkt 24 h war.
Im Vergleich zu einer humanen Lunge, in der die auftretenden Zelltypen ausdifferenziert sind
und sie sich weniger teilen, war die Situation in vitro eher mit tumorartigem, sich schnell
teilendem Gewebe vergleichbar. Die Sil5 Partikel nehmen einen signifikanten Einfluss
(p =0,029) auf die Zellproliferation und verhindern das exponentielle Wachstum der Zellen.
Die Zellzahl der Kontrollzellen hatte sich im Vergleich zu den mit Sil5 behandelten Zellen
nach 48 h ungeféhr verdoppelt. Die Si25 Partikel bewirken einen &hnlichen Effekt, der jedoch
schwicher ausgeprdgt und nicht signifikant war. Die Si80 Partikel verstirken leicht die
Zellproliferation nach 48 h, jedoch wiesen diese Daten auch hohe Standardfehler auf. In dem
zweiten Teil des Experiments (Abb. 3.5.2) wurden die Zellen von Beginn an zusitzlich mit
EGF inkubiert, um den Zusammenhang zwischen dem Partikeleffekt und EGFR-abhingiger
Signaltransduktion zu untersuchen. Schon nach 24 h konnte ein Effekt des EGFs auf die

Zellzahl der nicht mit Partikeln behandelten Zellen beobachtet werden. Die Steigerung der
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Zellzahl lag nach 24 h und nach 48 h bei ca. 60% im Vergleich zur H,O-Kontrolle. Trotz der
Anwesenheit von EGF war die Zellzahl der mit Sil5 Partikeln behandelten Zellen auf
demselben Niveau wie in dem Ansatz ohne EGF-Zugabe. Das bedeutet, dass die Sil5 Partikel
den EGF-Effekt verhindern und die tiiber EGF-vermittelte und EGFR-abhéngige
Zellproliferation inhibieren. Die Si25 und Si80 Partikel reduzieren ebenfalls die EGF-
abhéngige Zellproliferation, jedoch nicht signifikant. Im Vergleich der drei kolloidalen SiNP
wurde eine grofenabhingige Ausprdgung dieses Effekts beobachtet. Durch die
Untersuchungen zur Zytotoxizitdt der SiNP konnte eine nekrotische Wirkung der Partikel
ausgeschlossen werden. Mit dem folgenden Assay wurde lberpriift, ob Apoptose bei der

antiproliferativen Wirkung der SiNP eine Rolle spielt.

Der Apoptose/Nekrose-Assay wurde, wie der Proliferationsassay, unter nicht Serum-
reduzierten Bedingungen und zu den gleichen Zeitpunkten durchgefiihrt. An A549-Zellen, die
unter vollstindigem Serumentzug kultiviert wurden, konnte gezeigt werden, dass
Nanopartikel durch das Fehlen von Serumproteinen stirkere Reaktionen auslosen (Peuschel,
2015). Daher konnte es sein, dass die RLE-Zellen, wenn sie wie in dem WST-Assay (Kapitel
3.1.2) unter Serum-reduzierten Bedingungen kultiviert werden, sensibler auf die Nanopartikel

reagieren und hohere Apoptoseraten induzieren.

Die Ergebnisse dieses Versuches zeigten, dass die SiINP nach 48 h unter diesen Bedingungen
keine Apoptose der Zellen induzierten (Abb. 3.6.1, oben). Daher belegt dieses Experiment
auch die Hypothese, dass der Effekt auf die reduzierte Zellproliferation spezifisch ist und
nicht durch Zelltod erklirt werden kann. Die Anwesenheit von einem Uberschuss an EGF
(Abb. 3.6.1, unten) reduzierte die Sterblichkeitsrate der Kontrollzellen. Das fiihrt dazu, dass
die Apoptoserate der Zellen nach Belastung mit den kolloidalen Si25 Partikeln im Vergleich
zur Kontrolle mit EGF signifikant erhoht war. Jedoch ist diese Signifikanz auf die
verminderte Sterberate der EGF-Kontrolle zuriickzufiihren, denn die Fluoreszenzintensititen
Si25-Proben waren mit und ohne EGF-Zugabe gleich stark. Dieser Versuch zeigte auBerdem,
dass die fumed Silikapartikel nach 48 h eine erhohte Sterberate der Zellen induzieren, die in
etwa auf dem Niveau der Positivkontrolle (Staurosporin) lag. Die Sil5 Partikel, die den
stirksten Effekt auf die EGF-induzierte Zellproliferation auslosten, hatten keinen Effekt auf
die Apoptose der Zellen. In einem in vivo Experiment von Kaewamatawong et al. (2006)
konnte zwar in einem Mausmodell nach 3 Tagen ein signifikanter Anstieg der Apoptoserate

durch 14 nm grof3e kolloidale Silikananopartikel gemessen werden, jedoch wurden Partikel
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verwendet, die mit einer anderen Synthese, als die Partikel der vorliegenden Arbeit,

hergestellt wurden und daher nur bedingt vergleichbar sind.

Das Ergebnis des Apoptose-/Nekrose-Assays erkldart nicht die Verminderung der
Wachstumsrate in dem Proliferationsassay (Kapitel 3.2), denn die kolloidalen Sil5 Partikel
hatten keinen signifikanten Effekt auf die Apoptose von RLE-Zellen. In dem
Proliferationsassay konnte beobachtet werden, dass die Anwesenheit von Sil5 Partikeln die
Zellzahl nach 48 h um etwa 65% reduziert. Die Sil5-induzierte Apoptoserate lag unter
gleichen Versuchsbedingungen bei nur etwa 14%, was nur geringfiigig mehr als die
Apoptoserate der Kontrolle (11%) war. Eine zusétzliche Gabe von EGF zu Sil5 Partikeln
hatte keinen Einfluss auf die reduzierte Zellzahl im Proliferationsassay oder die Apoptoserate
von RLE-Zellen, sodass mit diesen Versuchen eine antiproliferative Wirkung der Sil5 Partikel

gezeigt wurde.

Ein solcher Effekt von nicht funktionalisierten Nanopartikeln ist in der Literatur bisher
einzigartig. Comfort et al. (2011) haben zwar gezeigt, dass Goldnanopartikel EGF-abhéngige
Signaltransduktion reduzieren, jedoch konnten keine Effekte auf die Proliferation von Zellen
beobachtet werden. Mit den folgenden Versuchen wurde daher der Mechanismus des SiNP-
induzierten Effekts untersucht. Die Reduzierung der Proliferation durch die Sil5 und Si25
Partikel in RLE-Zellen gibt Hinweise darauf, dass eine Interaktion der Partikel mit EGF oder
dem EGFR vermittelt wird, sodass die EGF-vermittelte Proliferation bzw. die Wirksamkeit
von EGF inhibiert wird. In anderen Studien, bei denen die Proliferation muriner Fibroblasten
(L929) bzw. humaner Epithelzellen (C11STH) auf Oberflachen untersucht wurden, die mit
kolloidalen Silikananopartikeln beschichtet waren, konnte ebenfalls ein vermindertes
Wachstumsverhalten der Zellen beobachtet werden, ohne dass eine Zytotoxizitdt detektierbar
war (Cousins et al., 2004; Lord et al., 2006). In beiden Studien wurden an den Partikeln
adsorbierte Proteine, die fiir die Adhdsion der Zellen eine Rolle spielen, als Ursache fiir die
verminderte Proliferation identifiziert. Dieser Effekt verhindert laut Cousins et al. eine
Aktivierung von Integrin-vermittelter Signaltransduktion und resultiert in einer Reduzierung
des Zellwachstums. Schwer dispergierbare Carbon Black Partikel hingegen induzieren in
RLE-Zellen neben einer vermehrten Proliferation auch eine gesteigerte Apoptoserate (Sydlik
et al., 2006). Diese beiden pathogenen Endpunkte werden durch Aktivierung von EGFR-
abhingiger Signaltransduktion vermittelt. In den folgenden Experimenten wurde daher
untersucht, ob die SiNP-vermittelte Reduzierung der Proliferation ebenfalls {iber EGFR-

vermittelte Signaltransduktionswege induziert wird.
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4.4 EGFR-abhingige Signaltransduktion

Die EGFR-vermittelte Signaltransduktion spielt bei der Proliferation von Zellen eine zentrale
Rolle. Anders als flir schwer dispergierbare Kohlenstoffnanopartikel beschrieben wurde,
zeigen die Versuche der vorliegenden Arbeit eine Reduzierung der EGF-abhdngigen
Proliferation in RLE-Zellen durch kolloidale SiO,-Nanopartikel. Sydlik et al. (2006) hatten
als Grund fiir das vermehrte Zellwachstum in Anwesenheit von Kohlenstoffpartikeln die
Aktivierung des EGFR-vermittelten Signalweges identifiziert. Die Aktivierung des EGFRs
lasst sich anhand biochemischer und zellbiologischer Schliisselereignisse nachvollziehen.
Sowohl die Aktivierung durch schwer dispergierbare Nanopartikel iiber ROS als auch durch
natiirliche Liganden wie EGF, HB-EGF, TGF-a oder p-Cellulin fiihrt zu einer
Phosphorylierung des Rezeptors sowie zu einer anschlieBenden Translokation von der
Membran ins Zytoplasma und ggf. zum Nukleus (Faria ef al., 2016; Peuschel et al. 2012). Die
durch diese Vorgédnge aktivierten Signalkaskaden nehmen Einfluss auf die Regulation von
Genen, die u.a. die Proliferation von Zellen regulieren (Brand et al., 2012). Die
Internalisierung des membranstindigen EGFR nach Aktivierung durch seine natiirlichen
Liganden erfolgt iiber Clathrin-vermittelte Endozytose und Uberfiihrung des Rezeptors in
endosomale Vesikel (Madshus et al., 2009). Zur Verifizierung der Spezifitit der Interaktion
der SiNP mit der verringerten Aktivierung des EGFR wurden beide Ereignisse der EGFR-

Aktivierung, Phosphorylierung und Translokation in Anwesenheit von SiNP untersucht.

Die Phosphorylierung des EGFRs am Tyrosinrest 1173 stellt einen bedeutenden Mechanismus
fiir die Initialisierung dieser Signalkaskade dar, der sowohl durch natiirliche Liganden, wie
durch hydrophobe Nanopartikel ausgelost wird (Downward et al., 1984; Peuschel et al. 2012).
Um diesen Schritt nachzuvollziehen und die Rolle von Silikananopartikeln zu untersuchen,
wurde der Phosphorylierungsstatus von EGFR an Tyr1173 in Anwesenheit von SiNP nach
5 min untersucht. In Vorversuchen wurde diese Belastungszeit identifiziert, bei der
Verdanderungen des Phosphorylierungslevels auf der Ebene des EGFRs detektiert werden
konnten. AuBBerdem wurden in anderen Studien mit RLE-Zellen und Kohlenstoffnanopartikeln
gezeigt, dass Partikel-induzierte Signaltransduktionsereignisse nach wenigen Minuten

auftreten (Peuschel et al. 2012; Sydlik et al., 2006; Weissenberg et al., 2010).

Die als Positivkontrolle verwendeten hydrophoben Kohlenstoffpartikel und die hydrophoben
SiF Partikel aktivierten den EGFR nach 5 min Inkubationszeit (Abb. 3.7.1). Eine hohere
Phosphorylierung durch die CNP wurde bereits in anderen Arbeiten beschrieben (Sydlik ef al.,
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2006) und entspricht dem erwarteten Ergebnis dieser Arbeit. Die Aktivierung des EGFRs nach
Inkubation mit SiF ldsst sich durch den Apoptose-Versuch erkldren. CNP-induzierte Apoptose
wird in RLE-Zellen iiber eine EGFR-vermittelte Aktivierung der Kinase Jnk 1/2 gesteuert
(Sydlik et al., 2006; Weissenberg et al., 2010) und daher konnten die SiF Partikel ebenfalls
EGFR-vermittelte Apoptose ausgelost haben (Abb. 3.6.1). Die Phosphorylierungslevels des
EGFRs nach Belastung mit Si80 Partikeln waren in etwa auf dem Niveau der H,O-Kontrolle,
jedoch die beiden kleinen SiNP (Sil5 und Si25) reduzierten die Phosphorylierung des EGFRs
im Vergleich zur Kontrolle signifikant. Das bedeutet, dass die Sil5 und die Si25 Partikel einen
negativen Effekt auf die Aktivierung des EGF-Rezeptors haben. Die Si80 Partikel hatten
keinen detektierbaren Effekt auf die Phosphorylierungslevels des EGFRs. Weil das Wachstum
von Zellen iiber eine Aktivierung des EGFRs vermittelt wird, konnte die verminderte
Proliferation der RLE-Zellen in Anwesenheit von kolloidalen Sil5 und Si25 Partikeln (Abb.
3.5.1/3.5.2) durch diesen Effekt erklart werden. In den Proliferationsversuchen konnte trotz
Zugabe von EGF der Partikeleffekt auf die Aktivierung des EGF-Rezeptors nicht kompensiert
werden. Diese bisherigen Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass die kolloidalen
Silikapartikel die Proliferation und die verminderte Phosphorylierung an Tyr1173 des EGFRs
entweder iiber eine Interaktion mit dem Rezeptor oder mit dem EGF zu einer Reduktion der

Funktionsweise des EGFs vermitteln.

Ahnlich schliissige Ergebnisse lieBen sich durch die zellbiologischen Untersuchungen zur
Lokalisation des Rezeptors nach der Aktivierung durch EGF beobachten (Kapitel 3.6). In
diesen Versuchen wurde die Translokation des EGFR von der Zytoplasmamembran in den
perinukledren Bereich der Zelle beobachtet. Durch verschiedene experimentelle Ansédtzen, in
denen der Ligand EGF vor den Partikeln oder nach den Partikeln zu den Zellen gegeben
wurde, sollten erste Hinweise auf die Spezifitdt der Art der Interaktion der Nanopartikel mit
den Komponenten des Signalweges gewonnen werden. In dlteren Studien war bereits gezeigt
worden, dass der EGFR auch bei geringerer Konzentration von 10 ng/ml EGF internalisiert
wird (Watermann et al., 1998) und dass die extrazelluldre Konzentration von EGF dariiber
entscheidet, ob der EGFR zuriick zur Membran transportiert oder lysosomal degradiert wird
(Polo et al., 2014). Bei geringen Konzentrationen von 0,3 — 3 ng/ml EGF wird der EGFR
nach seiner Internalisierung zur Membran zuriick transportiert und kann erneut aktiviert
werden. Bei hoheren Konzentrationen von 100 ng/ml EGF wird er dagegen intrazelluldr
abgebaut, wodurch sich die Menge an EGFR in der Membran reduziert (Lenferink et al.,
1998).



128

Nach Behandlung mit EGF [100 ng/ml] konnte in den vorliegenden Versuchen beobachtet
werden, dass der EGFR in die perinukledre Region transloziert. Sil5 und Si25 Partikel, die
unmittelbar vor dem Liganden zu den Zellen gegeben werden, unterbinden diese
Translokation und der EGFR verbleibt in der Membran. Weil der EGFR, bevor er
internalisiert wird, zunichst einen Liganden bindet und dann dimerisiert (Yarden, 2001), ist zu
vermuten, dass die Partikel die Bindung von EGF an den EGFR oder die Dimerisierung des
EGFRs verhindern. Interessanterweise konnte im umgekehrten Szenario, also wenn zunéchst
EGF und anschliefend die Nanopartikel (Sil5 und Si25) appliziert wurden, kein qualitativer
Einfluss der Partikel auf die Translokation des EGFRs beobachtet werden. Nach Belastung
der Zellen mit den Si80 Partikeln und EGF spielte es keine Rolle, ob der EGF oder die
Partikel zuerst zu den Zellen gegeben wurden, denn der EGFR translozierte in beiden
Szenarien in den perinukledren Bereich. Es konnte an der geringeren spezifischen Oberflédche

der Si80 Partikel liegen, dass der Effekt nur bei den beiden kleineren Partikeln auftrat.

Dieses Ergebnis bestitigt die Hypothese, dass die Sil5 und die Si25 Partikel entweder die
Wirkung des Liganden EGF schwichen bzw. unterbinden, indem die Partikel EGF auf ihrer
Oberfldache binden oder dass die Partikel mit dem EGFR selber interagieren und verhindern,
dass EGF an den Rezeptor binden kann. Durch die folgenden Versuche sollte der
Zusammenhang zwischen EGF, dem EGFR und den Partikeln gekldrt werden. Die selektive
Wirksamkeit der Silikananopartikel beziiglich der raschen Wirksamkeit der relativ hohen
Konzentration von zugegebenem EGF weist darauf hin, dass hier eine spezifische Wirkung
auf die Interaktion von Ligand und Rezeptor vorliegt. Effekte auf strukturelle Elemente der
Zelle oder auf nachgeschaltete Signaltransduktionsereignisse sollten sich weniger rasch
beobachtet lassen, oder keine Auswirkung auf die Translokation des Rezeptors haben. Die
Spezifitit der Reaktion miisste sich auch durch Auswirkungen auf dem EGFR nachgeschaltete
Signalkinasen haben. Mit den folgenden Untersuchungen wurden zwei Schliisselproteine der
EGFR-vermittelten Signaltransduktion, die MAPK Erk 1/2 und die Kinase Akt, auf ihre

Aktivierungslevels untersucht.

Die Aktivierung der Kinasen Erk 1/2 und Akt spielen downstream des EGFR eine
Schliisselrolle in der proliferativen Signaltransduktion. Auch fiir diese Signalschritte konnte
bereits gezeigt werden, dass sie sowohl durch natiirliche Liganden wie auch durch schwer
dispergierbare Partikel auf der Ebene der Phosphorylierung aktiviert werden (Berken et al,
2003; Peuschel et al., 2010; Tamaoki et al., 2004; Unfried et al., 2008). Die Experimente der
vorliegenden Arbeit haben untersucht, ob die reduzierte Phosphorylierung des EGFRs
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Auswirkungen auf die Signalkinasen Erk 1/2 und Akt hat und die verminderte Proliferation
der RLE-Zellen tiber diese Signalwege vermittelt wird. Erneut wurden diese Ereignisse durch
biochemische Methoden auf der Ebene von Western Blots sowie mit zellbiologischen

Methoden durch quantitative Fluoreszenzmikroskopie untersucht.

In einem ersten Experiment wurden RLE-Zellen fiir 5 min mit SiNP (und CNP) belastet und
dann fiir weitere 30 min mit frischem Medium bzw. EGF-haltigem Medium inkubiert. Die
Phosphorylierungslevels von Erk 1/2 bzw. von Akt wurden mittels Western Blots bestimmt.
Damit sollte untersucht werden, ob die zusitzliche Gabe von EGF den Effekt der kolloidalen
SiNP kompensieren kann. Die SiNP haben in diesem Szenario keinen signifikanten Effekt auf
die Phosphorylierungslevels der Kinasen Erk 1/2 und Akt (3.8.1 und 3.8.3). Jedoch zeigten
die Sil5 Partikel die Tendenz, sowohl die EGF-abhéngige Aktivierung von Erk 1/2 als auch
von Akt zu reduzieren, wiahrend die Si25 und die Si80 Partikel keinen Effekt induzierten oder
die EGF-abhédngige Phosphorylierung sogar verstdrkten. Eine Inkubation der Sil5 Partikel
ohne EGF-Zugabe verminderte die Aktivitit von Erk 1/2 nur leicht im Vergleich zur
Kontrolle, und die Aktivitit von Akt wurde durch die SiNP nicht verdndert.

In einem weiteren Ansatz, bei dem auch die Sil5 Partikel gegen die Kohlenstoffpartikel
(Positivkontrolle) verglichen wurden konnte jedoch ein deutlicher Effekt von Sil5-
Nanopartikeln auf die EGF-abhidngige Aktivierung von Akt beobachtet werden (Abb. 3.8.5).
Der Phosphorylierungslevel von Akt war in diesem Experiment nach Inkubation mit Sil5
Partikeln im Vergleich zur EGF-Kontrolle sogar signifikant reduziert. Wéahrend schwer
dispergierbare Kohlenstoffnanopartikel Erk 1/2 und Akt iiber oxidativen Stress aktivieren
(Peuschel et al., 2010; Sydlik et al., 2006), 14sst sich aus diesen Experimenten schlieen, dass
die Sil5 Partikel auf bisher ungeklarte Weise mit EGF interagieren und die Wirksamkeit von
EGF in Bezug auf eine EGFR-vermittelte Signaltransduktion iiber Erk 1/2 und Akt
reduzieren. Das fiihrte schlieflich zur verminderten Proliferation der RLE-Zellen in

Anwesenheit von Partikeln und EGF (Abb. 3.5.1 und 3.5.2).

Mit einer zweiten Methode wurde die Menge phosphorylierter Kinasen in den Zellen durch
quantitative Auswertung fluoreszenzmikroskopischer Préparate bestimmt (Abb. 3.9.1). Fiir
diese Versuche wurden RLE-Zellen nach 30 miniitiger Partikelinkubation fiir 5 min bzw. 3,5 h
mit frischem Medium (0,5% FCS) bzw. EGF-haltigem Medium inkubiert und die Menge an
phosphoryliertem Erk 1/2 bzw. Akt quantifiziert. Nach 5 min Belastungszeit mit EGF-
haltigem bzw. Serum-reduziertem Medium konnte kein Effekt auf Erk 1/2 beobachtet werden.
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3,5 h nach der Partikelinkubation konnte gezeigt werden, dass die Aktivierungslevels von Erk
1/2 durch die Partikel Sil5 und Si25 reduziert wurden und die EGF-vermittelte Aktivierung
nicht mehr stattfand. Die Inkubation mit EGF hatte keinen Effekt auf die Partikel-induzierte
Reduktion von Erk 1/2. Auch die Si80 Partikel haben nach 3,5 h einen reduzierenden Trend,
der jedoch nicht als signifikant getestet wurde. Die Aktivierungslevels von Akt waren nach
30 min Belastung mit SiINP und 5 min bzw. 3,5 h Inkubation mit Serum-reduziertem Medium
reduziert. Nach 5 min wurden die Phosphorylierungslevels von Akt nach Inkubation mit EGF-
haltigem Medium durch die Partikel Sil5 und Si80 signifikant reduziert. Dieser Effekt war
nach 3,5 h noch deutlicher ausgeprégt. Die EGF-induzierte Aktivierung von Akt wurde durch
alle drei Partikel signifikant reduziert.

Die Untersuchungen zur Aktivierung der EGFR-abhingigen Signalkaskaden iiber Erk 1/2 und
Akt geben Hinweise auf den Einfluss der Silikananopartikel auf diese proliferativen
Ereignisse. Erk 1/2 sind sehr zentrale pleiotrope Signalmolekiile, die iiber eine Reihe von
Signalereignissen aktiviert werden kdnnen. Neben der direkten Aktivierung iiber G-Protein-
gekoppelte Signalschritte, kann z.B. die membranabhingige Signaltransduktion iiber
PI3Kinase und Akt zur Aktivierung dieses Signalweges beitragen (Unfried et al., 2008). Diese
Sensitivitit fiir viele zelluldre Ereignisse konnte der Grund ein, weshalb sich in den
Untersuchungen mit Silikananopartikeln lediglich deutliche Trends hinsichtlich der Reduktion
der Phosphorylierung dieser Kinasen beobachten lieBen. Ganz anders stellen sich die Effekte
der Silikananopartikel auf die Phosphorylierung von Akt dar. Hier lieBen sich deutliche
Effekte auf die EGF-induzierte Phosphorylierung des Proteins nachweisen. Moglicherweise
stellt dieser Signalweg eine spezifischere Zellantwort auf die Aktivierung mit EGFR-
Liganden dar. Zusammengenommen zeigen die Untersuchungen zur Signaltransduktion, dass
kolloidale Silikananopartikel spezifisch mit der ligandenabhidngigen proliferativen
Signaltransduktion in Epithelzellen interferieren. Dies ldsst sich auf der Ebene des EGFRs
anhand von Effekten auf die Phosphorylierung und die Translokation sowie auf der Ebene der
nachgeschalteten Signalkinase Akt zeigen. Hierbei scheint die Interaktion des Liganden mit

dem Rezeptor als Angriffspunkt fiir Silikananopartikel zu fungieren.
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4.5 EGF-EGFR-Partikel Interaktionen

Als molekularer Mechanismus, der zu einer Storung der funktionalen Bindung zwischen
Ligand und Rezeptor flihren kann, wurden die physikalischen Interaktionen zwischen
Nanopartikeln und den beiden Bindungspartnern EGF und EGFR untersucht. Aus der
Literatur sind zahlreiche Beispiele fiir Wechselwirkungen zwischen Nanopartikeln und
l16slichen Proteinen bekannt. So konnen Nanopartikel in biologischen Systemen eine
Proteinkorona ausbilden, die die Eigenschaften der Partikel verdndern (Tenzer et al., 2013).
Abhingig von den physikalischen und chemischen Eigenschaften der Partikel kann dabei eine
Konformationséinderung der Proteine oder eine Anderung der Proteinaktivitit bewirkt werden
(Fenoglio et al., 2011). Fei und Perret (2009) haben beschrieben, dass sich auch die
enzymatische Aktivitit von Proteinen durch die Bindung auf der Oberfliche von Partikeln
verdndert werden kann. Dabei wurden sowohl verstirkende als auch reduzierende Effekte auf
die Enzymaktivitdt von Lysozym durch Silikananopartikel angefiihrt. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass manche Proteine bevorzugt an Nanopartikel binden, was nicht {iber die

Nettoladungen der Proteine bzw. der Nanopartikel erklart werden kann (Turci et al., 2010).

In einer ersten Versuchsreihe wurden die physikalischen Parameter der kolloidalen
Silikapartikel in Anwesenheit von EGF in Wasser als Losungsmittel auf der Ebene des (-
Potentials und des hydrodynamischem Durchmessers charakterisiert. Dabei wurde festgestellt,
dass die drei kolloidalen Partikel in den verwendeten Konzentrationen ein vergleichbares
negatives (-Potential aufweisen, wie Partikel ohne EGF. Der Wachstumsfaktor hat demnach
keinen Einfluss auf die Ladung der Partikeloberfliche. EGF hat einen isoelektrischen Punkt
von pH = 4,6 (Taylor et al., 1972). Daher ist EGF im Zellkulturmedium bei pH = 7,4 negativ
geladen und eine Anderung des Ladungsvorzeichens des {-Potentials der Partikel wurde nicht
erwartet. Uber dynamische Lichtstreuung wurde der hydrodynamische Durchmesser der
Partikel in Anwesenheit von EGF bestimmt. Die Ergebnisse zeigten, dass die SiNP in den
Stammlosungen ohne EGF-Zugabe vergleichbare Durchmesser (Volumenverteilung) hatten,
wie mittels TEM gemessenen wurde. Fiir die Messung in Anwesenheit von EGF bzw. in der
Konzentration 0,066 mg/ml gaben nur die Si80 verlédssliche Ergebnisse, sodass die Werte der
Sil5 und Si25 Partikel nicht gezeigt wurden. Die Si80 Partikel hatten mit und ohne EGF im
Mittel den gleichen Wert, was bedeutet, dass EGF keinen Einfluss auf den hydrodynamischen
Durchmesser der Partikel hatte. Dass Partikel mit Proteinen interagieren und deswegen
agglomerieren konnen, konnte durch die Ausbildung einer Protein-Korona bewiesen werden

(Drescher et al., 2011). Jedoch konnte gezeigt werden, dass kolloidale Silikapartikel durch die
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Anwesenheit von Serumproteinen eher stabilisiert werden (Lynch und Dawson, 2008; Yang et

al., 2009).

Die Versuche zur Proliferation und zur Signaltransduktion wurden mit gleichen
Massekonzentrationen verschieden groBer Silikananopartikel durchgefiihrt. Sollte tatséchlich
eine physikalische Interaktion zwischen EGF und Nanopartikeln fiir die biologischen Effekte
verantwortlich sein, so konnten Unterschiede im stochiometrischen Verhéltnis wichtige
Parameter sein. Um einen Uberblick iiber die molaren Verhiltnisse zwischen den SiNP und
dem EGF in den Konzentrationen der Experimente zu erhalten, wurden Berechnungen mit
den Daten reprasentativer Partikelchargen durchgefiihrt. Es sollte abgeschitzt werden, ob die
verschiedenen Partikelgrofen in der Lage sind, die vorhandene Menge an EGF auf ihrer
Oberflache zu binden. Es wurde rechnerisch ermittelt, dass die Sil5 Partikel im leichten
Uberschuss (1,5-fach) zum EGF vorliegen, wihrend etwa 5 x mehr EGF im Vergleich zu den
Si25 Partikel in den Versuchen verwendet wird. Im Vergleich zu den Si80 Partikeln sind sogar
etwa 800 x so viele EGF-Molekiille wie einzelne Partikel vorhanden. Obwohl die
physikalische und chemische Natur einer Bindung des EGF an Silikananopartikel nicht
bekannt ist, ergeben sich aus diesen Berechnung deutliche Unterschiede, die darauf hindeuten,
dass die kleinen SiNP, bedingt durch ihre groBere Oberfliche, ein deutlich hoheres
theoretisches Potential zur Bindung von EGF haben als die beiden groBeren Silikapartikel.
Diese stochiometrischen Unterschiede konnten die Ursache sein fiir die in mehreren

biologischen Assays beobachtete hochste Effizienz zur Hemmung der EGF Wirkung.

Diese Hypothese wurde auch in den Versuchen zur Bindung von fluoreszenzmarkiertem EGF
an die SiNP (Sil5 und Si80) in Wasser und in Serum-reduziertem Medium durch
Ultrafiltration und Sedimentation untersucht. Bei diesen Versuchen wurden die Sil5 und Si80
Partikel nicht nur mit der gleichen Massenkonzentration, wie in den Zellversuchen,
eingesetzt. In zwei weiteren Ansétzen wurden die Konzentrationen der Partikel Sil5 und Si80
so gewdhlt, dass zum einen die Sil5 Partikel mit der Oberfliche der Si80 Partikel und zum
anderen die Si80 Partikel mit der Oberfldche der Si80 Partikel verwendet wurden. Damit
sollte iiberpriift werden, ob der Effekt der kleinen Partikel auf die groBere spezifische
Oberflache zuriickzufiihren ist. Die Ergebnisse haben bestitigt, dass EGF an die Si15 Partikel
bindet, denn die Menge an EGF ist nach einer Zentrifugation durch eine Membran mit dem
MWCO (engl. molecluar weight cut off) von 100 kDa im Vergleich zu nicht mit Partikeln
inkubiertem EGF deutlich reduziert. Durch die Anpassung der Oberflache der Sil5 bzw. Si80
Partikel konnte die GroBe der Oberfliche als Grund fiir die Reduzierung des EGFs
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identifiziert werden. Dieses Ergebnis konnte sowohl in wéssrigem Milieu als auch in Serum-
reduziertem Medium bzw. unter den Versuchsbedingungen der anderen Experimente dieser
Arbeit, gezeigt wurden. Dieser Befund macht es wahrscheinlich, dass die Silikapartikel den
EGF auf einer molekularen Ebene binden und daher die EGF-abhéngige Proliferation sowie
EGF-vermittelte Signaltransduktion reduziert wird. Es ist daher zu erwarten, dass die SiNP
auch das sich im Medium befindende EGF binden und dessen Wirkung reduzieren. Es
existiert eine Reihe von Moglichkeiten, EGF auf Oberflichen zu immobilisieren, ohne dass
die Wirkungsweise des EGFs verdndert wird (Cabanas-Danés et al., 2014). Neben einer
kovalenten Bindung von EGF kann EGF auch zum Beispiel iiber die His-tag Technologie
gebunden werden. Bei Experimenten zum Wachstumsverhalten von neuronalen Stammzellen
konnte gezeigt werden, dass EGF, welches iiber einen Chelat-Komplex gebunden wurde,
sowohl seine Konformation als auch seine Funktion als EGFR-Ligand behilt, wéhrend
kovalent gebundenes EGF denaturiert und seine Wirkung verliert (Nakaji-Hirabayashi et al.,
2007 und 2008). Ubertriigt man diese Ergebnisse auf die Befunde der vorliegenden
Dissertation, so ldsst sich vermuten, dass die SiNP das EGF moglicherweise ebenfalls
kovalent binden und dass der Wirkungsverlust des EGFs durch eine Konformationsianderung
bzw. Denaturierung bedingt wird. Durch die Vielzahl der moglichen Interaktionen zwischen
den OH-Gruppen auf der Partikeloberfliche und den Aminosduren des Proteins sind
diesbeziiglich weitere Untersuchungen notwendig. In der Literatur wurde eine spezifische
Bindung von EGF an die Oberfliche von Nanopartikeln mit einem einhergehenden

Funktionsverlust des EGFs noch nicht beschrieben.

Die zweite Moglichkeit, bei der Silikananopartikel durch eine physikalische Interaktion der
Partikel mit dem EGFR zur Hemmung der Rezeptoraktivierung fiihren kénnen, wurde mittels
konfokaler Mikroskopie untersucht. Ahnlich wie bei therapeutischen Ansitzen, bei denen
Antikorper, die gegen die Bindungsstelle des EGFRs gerichtet sind, den Rezeptor blockieren,
konnten die SiINP zum Beispiel im aktiven Zentrum des EGFRs binden (Adams und Weiner,
2005). In den Analysen dieser Arbeit konnte neben der Lokalisierung des EGFR in der
Zytoplasmamembran eine Verteilung des Rezeptors beobachtet werden, die an die Anordnung
des Aktinskeletts erinnert (Wulf ez al., 1979). Ein derartiges Verteilungsmuster ist auch fiir
A431 Zellen, eine Tumorzelllinie, die den EGFR {iberexprimiert, beschrieben. Auch hier
wurde eine Interaktion zwischen EGFR und dem Aktinskelett beobachtet (Rijken et al., 1991;
Tang und Gross, 2003). Bei einer Farbung mit dem EGFR und dem Aktinskelett in RLE-
Zellen (Anhang 6.3), wurde ebenfalls eine starke Kolokalisation von Aktin und dem EGFR
detektiert, bei der sich der EGFR an die Struktur des Aktinzytoskeletts anordnet. Es ist
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bekannt, dass der EGFR an das Aktinskelett assoziiert ist, und mit diesem interagiert (Den
Hartigh et al., 1992). In den Experimenten mit den SiNP befand sich ein der groBte Teil des
EGFRs in der am Rand der Zellen und nur ein kleiner Teil des EGFRs befand sich innerhalb
der Zellen. Es konnte jedoch keine Kolokalisation zwischen dem EGFR und den Partikeln an
der Membran oder intrazellulir gefunden werden. Das bedeutet, dass unter den gewaihlten
Versuchsbedingungen keine ausgeprégte Interaktion zwischen den Partikeln und dem EGFR
in RLE-Zellen stattfindet und die Reduktion der Proliferation auf eine Interaktion zwischen
den SiNP und EGF (die Menge EGF im Serum-reduzierten Medium bzw. das zusétzlich
zugefithrte EGF) hinweist.

Die im zellfreien Versuch nachgewiesene Interaktion von EGF und Silikananopartikeln
konnte eindeutig im biologischen System mittels konfokaler Mikroskopie dargestellt werden
(Abb. 3.15; EGF in griin und SiNP in rot). Die Abbildungen zeigen, dass EGF mit allen drei
Silikananopartikeln kolokalisiert, was auf eine Bindung des EGFs an die Partikeloberfldche
der Sil5 und Si25 Partikel hindeutet. Dieser Partikel-EGF-Komplex befindet sich an der
Membran der Zellen oder in intrazelluldren vesikelartigen Strukturen. Nachdem mit den
Gelen (Kapitel 3.8) die Bindung des EGFs an die Partikel in zellfreien Versuchen gezeigt
wurde, konnte dieser Effekt auch im biologischen System mit RLE-Zellen bestitigt werden.
Weil eine solche Bindung von EGF an die Partikeloberfliche mit einhergehendem
Funktionsverlust des Proteins, wie es zum Beispiel fiir Silikapartikel und Lysozym gezeigt
wurde, in der Literatur nicht beschrieben wurde, handelt es sich dabei um eine einzigartige

Wirkung auf die EGFR-vermittelte Signaltransduktion (Fei und Perret, 2009).

4.6 Aufnahmemechanismus von kolloidalen SiNP in RLE-Zellen

Die in den konfokalen Analysen beobachtete punktformige Verteilung von
Silikananopartikeln zeigt, dass diese unabhédngig von ihrer Interaktion mit dem EGF von den
RLE-Zellen aufgenommen werden konnen. Nanopartikel konnen {iiber verschiedenen
Mechanismen in Zellen gelangen. Dabei spielen die Dosis, die Grofe und
Oberflachenbeschaffenheit, die Effekte einer Proteinkorona sowie das Material der Partikel
eine Rolle (Chithrani et al., 2006; Treuel et al, 2013). Aufgrund der unterschiedlichen
physikalisch-chemischen Eigenschaften von Silikananopartikeln wurden in der Literatur unter

anderem Caveolin- und Clathrin-abhdngige Endozytose beschrieben, weshalb diese
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Aufnahmewege fiir die Silikapartikel dieser Arbeit als wahrscheinlich erscheinen (Meng et
al., 2011; Slowing et al., 2006). Des Weiteren beschriankt sich eine Aufnahme von Partikeln
auf die den jeweiligen Zelltypen zur Verfiigung stehenden Aufnahmemechanismen (Kuhn et

al., 2014).

Der Aufnahmemechanismus der SiNP in die RLE-Zellen wurde unter Verwendung von
Inhibitoren fiir Clathrin-abhédngige Endozytose (Chlorpromazin) und Caveolin-abhidngige
Endozytose (Filipin) identifiziert. Es ist bekannt, dass die Inhibitoren in hdheren Dosen
zytotoxisch sein konnen. In einem Versuch, bei dem die Zellmorphologie untersucht wurde,
konnte eine ideale Konzentration ermittelt werden. Daher wurde der folgende Versuch mit der
Konzentration von 50 pM (Chlorpromazin) bzw. 7 uM (Filipin) durchgefiihrt und eine

Inkubationszeit mit den Partikeln von 4 Stunden gewihlt.

Um den Aufnahmemechanismus der SiNP in RLE-Zellen zu identifizieren, wurden die Zellen
zunidchst mit den Inhibitoren vorinkubiert und dann fiir 4 h mit den SiNP [33 pg/ml]
behandelt. Die Membran der Zellen wurde dann mit fluoreszenzgekoppeltem WGA (engl.
wheat germ agglutine) gefarbt und orthogonale Bildansichten aus Bilderstapeln erstellt, die
am konfokalen Rastermikroskop erstellt wurden. Die Auswertung der Abbildungen 3.17 hat
ergeben, dass alle drei SiNP (Sil5, Si25 und Si80) in Anwesenheit von Filipin von den Zellen
internalisiert werden und die Menge der aufgenommenen Partikel unterschied sich dabei nicht
sichtbar von der Partikelmenge in H,O behandelten Zellen. Daher kann Caveolin-abhéngige
Endozytose als Hauptaufnahmeweg der Silikananopartikel ausgeschlossen werden. Die mit
Chlorpromazin bzw. Chlorpromazin und Filipin behandelten Zellen hatten keine Partikel
internalisiert, sondern die SiNP kolokalisierten mit der WGA-Farbung an der dufleren
Membran. Chlorpromazin verhindert die Bindung des Adaptorkomplexes AP-2 an die
Membran (Wang et al., 1993) und inhibiert auf diesem Weg die Bildung von CCP (engl.
clathrin coated pits) (Yumoto et al., 2006). Dieses Ergebnis bedeutet, dass die SiNP von den
Zellen nicht iiber Caveolin-abhdngige Endozytose, sondern {iiber Clathrin-abhéngige
Endozytose aufgenommen werden. Hsiao et al. (2014) konnten an humanen Lungenepithel
Zellen (A549) ebenfalls Clathrin-abhangige Endozytose als Hauptaufnahmeweg von 15, 60
und 200 nm groBen amorphen Silikapartikeln identifizieren. Sie konnten aulerdem eine dosis-
und groBenabhingige Aufnahmeeffizienz der Silikapartikel feststellen. Wenn der Clathrin-
abhingige Endozytoseweg inhibiert wird, wurde beobachtet, dass Nanopartikel von Zellen
alternativ liber Makropinozytose internalisiert werden konnen (Meng ef al., 2011). Die Menge

der aufgenommenen Partikel war dann sogar groBer als bei nicht inhibierten Kontrollzellen
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(Harush-Frenkel et al., 2007). Der EGFR wird nach seiner Aktivierung mit EGF ebenfalls
iiber Clathrin-abhingige Endozytose internalisiert (Vieira et al., 1996; Sigismund et al.,
2008). Nach der Aufnahme liegt der EGFR/EGF Komplex dann in Endosomen innerhalb von
Zellen vor (Yarden, 2001). Es wurde auch herausgefunden, dass freies EGF, unabhingig vom
EGFR, Clathrin-abhiangig von Hela-Zellen aufgenommen wird (Conner und Schmid, 2003a).
In dieser Arbeit wurde nicht der Aufnahmemechanismus der Silikananopartikel in
Anwesenheit von EGF untersucht, jedoch wurde in dem Experiment zur Interaktion der SiNP
mit EGF gezeigt, dass die Partikel, wenn sie den EGF auf ihrer Oberfldche gebunden haben,
innerhalb der Zellen vorliegen. Eine Identifizierung dieser mit SiNP kolokalisierenden
Strukturen ist Inhalt des folgenden Kapitels 4.7. Deswegen kann davon ausgegangen werden,
dass auch der Partikel/EGF Komplex Clathrin-abhédngig internalisiert wird. Ein qualitativer
Vergleich der aufgenommen Partikelmengen in den verschiedenen Expositionsszenarien mit
und ohne EGF zeigen keine Hinweise auf eine verbesserte oder schlechtere Aufnahme der
SiNP von RLE-Zellen durch die Anwesenheit von EGF. Des Weiteren konnte kein Hinweis
auf eine alternative Internalisierung der Partikel gefunden werden, jedoch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass der Inhibitor Chlorpromazin auch andere mdglicherweise
relevante Aufnahmemechanismen unterdriickt (Ivanov, 2008). Ob auch SiNP nach der
Aufnahme tliber Exozytose wieder aus den Zellen abgegeben werden (Slowing et al., 2001)

oder in den Zellen verbleiben, muss in weiteren Untersuchungen geklért werden.

4.7 Lokalisation von kolloidalen SiNP in RLE-Zellen

In einer Studie zur Aufnahme von Silikananopartikeln konnten diese in friihen endosomalen
Vesikeln nachgewiesen werden (Guo et al., 2011). Diese frilhen Endosomen entwickeln sich,
nachdem sich die Clathrin-Hiille um das Vesikel nach der Abschniirung an der Membran
gelost hat (Madshus und Stang, 2009). Yarden (2001) hat beschrieben, dass nach der Bildung
eines CCP die Clathrinhiille binnen einer Minute von dem Vesikel abfillt und dies nach
10 min zu einem frithen Endosom gereift ist, welches sich nach weiteren 10 min zum spéten
Endosom entwickelt und mit einem Lysosom fusioniert. Die Zeitpunkte der folgenden
Experimente wurden so gewdhlt, dass SiNP in den verschiedenen Endosomen detektiert
werden konnen. Frithe Endosomen présentieren auf ihrer Oberfliche das Protein EEA1 und
konnen dariiber identifiziert werden (Mu et al, 1995; Selak et al., 2004). Im Kapitel 3.10.2
wurden EEA1-positive Vesikel angefirbt, nachdem die RLE-Zellen mit SiNP belastet wurden.
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Es konnte zwar in dieser Arbeit beobachtet werden, dass die Partikel schon nach 5 min von
den RLE-Zellen internalisiert wurden, jedoch waren nach 30 min Inkubationszeit mehr
Partikelsignale messbar, was fiir eine zeitabhéngige Partikelaufnahme spricht. Alle drei SiNP
konnten nach einer halben Stunde in frithen Endosomen identifiziert werden. In physiologisch
gesunden Zellen formen sich die friihen Endosomen zu spiaten Endosomen um, die dann zu
den Lysosomen transportiert werden, um mit ihnen zu fusionieren (Merésse et al., 1995;
Yarden et al., 2001). Auf der Membran von spidten Endosomen befindet sich das Protein Rab7
(Feng et al., 1995), welches durch einen spezifischen Antikdrper nachgewiesen werden kann.
Als néchsten Schritt wurden spiate Endosomen von RLE-Zellen geférbt, nachdem die Zellen
fiir eine Stunde mit SiNP inkubiert wurden (Kapitel 3.10.3). In der Literatur wurde gezeigt,
dass sich spdte Endosomen 20 — 30 min nach Beginn des Internalisierungsprozesses bilden
(Yarden et al., 2001). In dieser Arbeit wurde in einem Vorversuch herausgefunden, dass nach
60 min Belastungszeit die meisten Partikel in Rab7-positiven Endosomen detektiert werden

konnen.

Das Ergebnis dieser Lokalisations-Experimente weist darauf hin, dass die kolloidalen SiNP
iiber frithe und spite endosomale Vesikel transportiert werden, die wahrscheinlich mit
Lysosomen fusionieren. In der Literatur ist es bisher unklar, ob kolloidale Silikananopartikel
in Lysosomen verbleiben, um dort in der sauren Umgebung biologisch degradiert zu werden
(Cauda et al., 2010; He et al., 2010) oder exozytotisch aus den Zellen abgegeben werden
(Slowing et al., 2011). Ein EGF/Partikel Komplex wiirde vermutlich ebenfalls in frithen und
spiten Endosomen aufgenommen werden. Es wurde gezeigt, dass EGF bzw. der iiber EGF
aktivierte EGFR ebenfalls {iber Clathrin internalisiert und in Endosomen deponiert werden
(Haigler et al., 1980; Yarden, 2001). Zeitlich gesehen findet die Internalisierung von EGF und
von Partikeln synchron binnen der ersten Minuten statt. Eine alternative
Aufnahme/Deponierung von einem EGF/Partikel Komplex, wie zum Beispiel liber Caveolin

bei der ROS-abhingigen Aktivierung des EGFRs, ist nicht zu erwarten (Zwick et al., 1999).

4.8 Verteilungsdichte der SiNP auf der Membran von RLE-Zellen

Durch elektronenmikroskopische Aufnahmen wurde die Anordnung der Silikananopartikel
nach 5 min Inkubationszeit auf der Membran der RLE-Zellen untersucht. Es ist fiir diese Art
von SiNP ist aus in vitro Experimenten bekannt, dass nach 5 h Belastungszeit etwa ein Viertel

der Partikel sedimentieren und es wurde beobachtet, diese Partikel unter Serum-freien
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Bedingungen durch die priparativen Schritte nicht abgewaschen werden (Peuschel et al.,
2015). Mit diesem Versuch soll iiberpriift werden, ob die SiNP einen mehrschichtigen Rasen
auf der Oberfliche der Zellen bilden und den EGFR vor dem EGF-haltigen Medium
abschirmen. Bei den Kontrollzellen waren auf deren Oberflache Zellfortsdtze zu erkennen, die
an Mikrovilli-artige Strukturen erinnern und womdglich durch die Kulturbedingungen
induziert werden (Emerman und Pitelka, 1977). Im alveoldren Bereich von Rattenlungen
existieren neben Pneumozyten des Typs I und II auch Biirstenzellen (engl. alveolar brush
cells), die echte Mikrovilli auf ihrer Oberfliche besitzen. Auch alveoldre Typ II Zellen, zu
denen auch die RLE-Zelllinie gehort, haben auf ihrer Oberfliche Ausstiilpungen, die jedoch
kleiner als Mikrovilli sind und andere Funktionen haben (Meyrick und Reid, 1968). Im
Vergleich zu dem Deckglas, auf dem die Zellen kultiviert wurden, erscheinen die Zellen
dunkler und besitzen eine pordse Oberfliche. Wie schon anhand der fluoreszent gefarbten
Aufnahmen aus den vorherigen Versuchen beobachtet wurde, binden die Partikel sowohl an
der Membran der Zellen, als auch auf dem Deckglas neben den Zellen. Das liegt an der
Interaktion der Silanol-Gruppen auf der Oberfliche von den Silikapartikeln und von dem
Deckglas bzw. der Interaktion zwischen den Partikeln und Proteinen, die auf dem Deckglas
gebunden wurden. Im Vergleich zwischen den Si25 und den Si80 hatten die Si25 Partikel eine
grolere Tendenz zu agglomerieren und lagen zum groflen Teil als Cluster vor, wéahrend die
Si80 Partikel in kleinen Aggregaten aus wenigen Partikeln oder vereinzelt vorlagen. Mit
vergleichbaren 25 und 80 nm grof3en kolloidalen Silikananopartikeln wurde in Arbeiten von
Peuschel et al. (2013 und 2015) gemessen, dass nach 5 h Partikelbelastung in Anwesenheit
von Serumproteinen etwa ein Viertel bis ein Fiinftel der Nanopartikel sedimentieren und die
Oberfliche von A549 Zellen mit Agglomeraten bedecken. Pro Zelle wurden 100-1000
gebundene Partikel detektiert. Es konnte schon in fritheren Studien belegt werden, dass
kleinere Partikel, wegen der groferen Oberfldche, das hohere Potential zur Agglomeration
haben (Limbach et al., 2005). Uberraschend war die Anordnung der Sil5 Partikel auf den
Zellen. Wahrend sich die Sil5 Partikel neben den Zellen, dhnlich wie die Si25 Partikel, in
Clustern zusammenschlieBen, lagen sie auf den Zellen kettenférmig vor. Aus den Bildern ist
nicht ersichtlich, ob sich die Partikel-Ketten aufgrund von Wechselwirkungen mit der
Membran, interpartikuldren Wechselwirkungen oder durch die Behandlung der Zellen mit
HDMS nach der Fixierung gebildet haben. Die Kettenbildung der Sil5 Partikel konnte auch
bedeuten, dass diese indirekt, dhnlich wie der EGFR, am Aktinskelett der Zellen binden (Tang
und Gross, 2003). Jedoch wurde im Kapitel 3.9.1 keine Kolokalisation der SiNP und des

EGFRs, welcher an dem Aktinskelett orientiert vorlag, beobachtet. In der Literatur wurde so
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ein Befund bei kolloidalen Silikananopartikeln noch nicht beschrieben, jedoch wird in der
Produktbeschreibung der fumed Silikapartikel (Sigma Aldrich) angegeben, dass sich die
schwer dispergierbaren 14 nm groflen SiF in trockenem Zustand zu Ketten fusionieren.
Aufgrund der unterschiedlich hydrophilen bzw. hydrophoben Oberfldchenbeschaffenheit der
Sil5 und der SiF Partikel konnte jedoch ein jeweils anderer Mechanismus filir diese
Anordnung verantwortlich sein. Des Weiteren konnten in diesem Experiment keine Hinweise
auf die Hypothese gefunden werden, nach welcher die SiNP einen dichten Rasen auf der

Zelloberfliache bilden und dadurch den EGFR vom EGF abschirmen.

4.9 Ausblick

Die kolloidalen Silikananopartikel inhibieren die EGF-abhéngige Proliferation in RLE-6TN
Zellen iiber einen in der Literatur neuen molekularen Mechanismus. Anders als
Kohlenstoffnanopartikel, die iiber ROS auf der Ebene des EGFRs Signaltransduktion
initiieren, wirken die in dieser Arbeit untersuchten kolloidalen Silikananopartikel eine Ebene
dariiber, indem sie die Wirkung des Wachstumsfaktors EGF unterbinden und eine Aktivierung
des EGFRs verhindern. Dieser Effekt konnte auf molekularer Ebene (Bindung des EGFs an
die Oberfldche der Silikananopartikel) und auf zelluldrer Ebene (reduzierte Proliferation) in
einem Lungenepithelmodell (RLE-Zellen) gezeigt werden. Diese bisher unbeschriebenen
Befunde erdffnen eine neue medizinische Perspektive, Nanopartikel als antiproliferative

Medikamente ohne die Funktionalisierung oder Beladung mit einem Wirkstoff einzusetzen.

Bisherige Nanopartikel-basierte Therapieansétze beruhen u.a. auf der Funktionalisierung von
Nanopartikeln mit einem Wirkstoff, wie zum Beispiel Zytostatika, der das Wachstum von
Tumoren verhindern soll. Es konnte gezeigt werden, dass Zytostatika, die mit Nanopartikeln
konjugiert und intravends verabreicht wurden, selektiv von bestimmten Geweben
aufgenommen werden, wihrend sich der freie Wirkstoff in anderen Organen akkumuliert. So
wurden zum Beispiel mit Doxorubicin gekoppelte Polyisohexylcyanoacrylat Nanopartikel
vermehrt in Leber, Milz und Lunge, jedoch freies Doxorubicin vermehrt in Herz und Niere
von Maiusen beobachtet (Verdun et al, 1990). Eine dhnliche organspezifische Verteilung
konnte auch mit den Zytostatika Vinblastin und Actinomycin D beobachtet werden, die mit
Polymethylcyanoacrylat bzw. Polyethylcyanoacrylat Nanopartikeln gekoppelt wurden
(Brasseur et al., 1980; Couvruer et al, 1980). Nanopartikel konnen auch zur Diagnose und

Therapie von Tumoren verwendet werden. Dabei konnen zum Beispiel Nanopartikel passiv in
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einem Tumor akkumulieren, indem sie dorthin iiber neu gebildete GefaBsysteme
(Neovaskularisation) transportiert werden (Maeda, 2001). Dieser Vorgang wird durch den sog.
EPR-Effekt (engl. Enhanced Permeability and Retention) verstérkt, bei dem Makromolekiile
bzw. Nanopartikel durch reduzierten lymphatischen Abtransport fiir eine lingere Zeit im
Tumorgewebe lokalisiert sind (Matsumura und Maeda, 1986). Des Weiteren konnen
Nanopartikel auch aktiv zu Tumoren gesteuert werden. El-Sayed ef al. (2006) konnten zeigen,
dass mit anti-EGFR Antikorper konjugierte Goldnanopartikel bevorzugt von malignen Zellen
internalisiert werden. Uber diese Methode konnen auch zusitzlich Wirkstoffe {iber die
Nanopartikel gezielt zu Tumoren transportiert werden. Weil der Gebrauch von der
Substanzklasse der Zytostatika in der Regel mit Nebenwirkungen, wie zum Beispiel dem
Fatigue-Syndrom, einhergeht, bedeutet eine Chemotherapie fiir Patienten oft enormen
korperlichen Stress. Fiir die SiNP konnte eine anti-proliferative Wirkung ohne Verwendung
eines Medikaments gezeigt werden, sodass die Zellproliferation von Tumoren mdglicherweise

ohne die Zytostatika-induzierten Nebenwirkungen reduziert werden konnte.

Besonders aufgrund ihrer geringen Zytotoxizitdt und deshalb guten zelluldren Vertriglichkeit
wiirde sich die in dieser Arbeit verwendeten SiNP fiir einen Einsatz zu diagnostischen
Zwecken oder zum Medikamententransport im Menschen eignen. Die RLE-Zellen sind zwar
immortalisiert worden, jedoch zeigen sie keine Eigenschaften einer Tumorzelllinie (Driscoll et
al., 1995). Als nédchsten Schritt muss gezeigt werden, dass die antiproliferative Wirkung der
Sil5 Partikel auch bei Tumorzellen eintritt und dass diese Wirkung spezifisch bei malignen
Zellen auftritt. Viele Tumorzellen haben eine Uberexpression des EGFRs (zum Beispiel die
Zelllinie A431), was unter anderem zu unkontrolliertem Wachstum fiihrt (Giard et al., 1973;
Paez et al., 2004). Die Sil5 Partikel konnten eine ungewollte Proliferation durch die EGF-
bindende Wirkung reduzieren. Jedoch treten auch Zellmutationen downstream des EGFR in
der Signalkaskade auf, wie zum Beispiel die kras-Mutation bei der Zelllinie A549, bei der die
EGF-bindende Wirkung der kolloidalen Silikananopartikel nicht effektiv wére (Giard et al.,
1973; Yoon et al., 2010). Die Partikel konnten zusidtzlich mit einem Wirkstoff gekoppelt
werden, der weitere tumorspezifische Gewebereaktionen wie zum Beispiel Angiogenese oder
Migration von Krebszellen verhindert (Nishida et al, 2006; Friedl und Gilmour, 2009).
Wichtig bei einer solchen Herangehensweise ist, dass die verwendeten Partikel spezifisch an
Krebszellen adressiert werden bzw. die Wirksamkeit des SiNP-vermittelten Effekts an
gesunden Zellen minimiert wird (Cho et al, 2008). Eine weitere Moglichkeit einer
Antitumortherapie konnte die gezielte Aktivierung bzw. Inhibierung von intrazelluldren

Proteinen oder Genen sein. Denn durch die Clathrin-vermittelte Endozytose und die
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Deponierung in endosomalen Vesikeln der Silikananopartikel konnte ein Medikament auch
intrazelluldr zu seinem Zielort gebracht werden. Schiibbe et al. (2012) hatten gezeigt, dass
vergleichbare Silikananopartikel mit einem Durchmesser von 32 nm sogar bis in den Nukleus
transportiert werden konnen, sodass auch ein Transport von siRNA fiir die Silikapartikel in

Frage kommt.
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Abbildung 4: Aufnahmemechanismus und EGFR-abhiéingige Signaltransduktion in Anwesenheit von SilS Partikeln und EGF in Lungenepithelzellen. Links:
Inaktivierter EGF-Rezeptor; Mitte: EGF-abhingige Aktivierung des EGF-Rezeptors; Rechts: Silikananopartikel-abhéngige Inaktivierung des EGF-Rezeptors durch
Bindung des EGFs an der Partikeloberflache und Aufnahmemechanismus der Silikananopartikel in RLE-Zellen.
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6. AnhangAuffiihrung aller verwendeten Partikelchargen

6.1.1 Me-Serie
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Synthesename | Synthese- Silizium- Silika-Gehalt Partikel- -
Datum Gehalt g SiOy/Liter] Durchmesser | Potential
[mg [nm] [mV]
Si/Liter]

Mel5-B scw 25.07.2012 | 2241423 4,802 14+£0,5 -29
Mel5-F scw 06 | 30.09.2013 | 2448+ 16 5,246 8+2 -12
Mel5-F scw 01 | 30.09.2013 | 2719+ 28 5,826 12+1 -13

Mel5-K scw 07.03.2016 1893 + 16 4,056 15+1 -21

Me25-B_scw 24.07.2012 1584 +17 3,394 25+2 -43
Me25-F scw_03 | 16.09.2013 1982 +9 4,247 23+2 -27
Me25-F scw_06 | 16.09.2013 | 2047 +20 4,386 24+5 - 26
Me25-H scw 01 | 17.03.2015 | 3061 +21 6,559 22+2 -30

Me25-L_scw 08.03.2016 | 2558+36 5,481 21+2 -24

Me80-B_scw 09.08.2012 1011 +£7 2,166 87+2 -39
Me80-F scw 04 | 09.10.2013 1639 +27 3,512 89 £ 26 - 37
Me80-H _scw 01 | 25.03.2015 1408 = 11 3,017 84+3 -35
Me80-G_scw 01 | 01.09.2014 1472 £ 15 3,154 82+4 -35

Me80-K scw 08.03.2016 1378 +22 2,953 82,1+3 -28

Me80-L_scw 16.03.2016 1535+ 16 3,289 88,0 £22 - 28




6.1.2 Fd-Serie
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Synthesename | Synthese- Silizium- Silika-Gehalt Partikel- -
Datum Gehalt g SiOy/Liter] Durchmesser | Potential
[mg [nm] [mV]
Si/Liter]

Fd15-A scw 01 | 23.09.2014 | 2117 +25 4,536 14+1 -15
Fd15-B_scw 02 | 05.11.2014 457+ 0 0,979 15+1 -19
Fd15-B_scw 02 | 05.11.2014 456 + 8 0,979 12+3 - 19
Fd15-BB _scw | 07.03.2016 1014 +£6 2,173 15+1 - 16
Fd25-H scw 15.09.2014 | 3743 +£22 8,021 25+2 - 31
Fd25-K scw 02.03.2015 2392+ 4 5,126 27+3 -21
Fd80- 30.09.2014 431+ 16 0,923 91+£2 - 31

H scw 01 8h

Fd80-L_scw 23.07.2015 1441 + 10 3,088 98 +£3 -24




171

6.2 Kolokalisation von SiNP und EGFR (Einzelbilder der Bilderstapel)




6.3
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Abbildung 6.2: . Kolokalisation der Silikananopartikel und dem EGFR (Einzelbilder der Bilderstapel).
RLE-Zellen wurden fiir 5 Minuten mit 33 pg/ml Nanopartikeln inkubiert und im Anschluss wurde der EGF-
Rezeptor geférbt. A: Sil5; B: Si25; C: Si80. Griin: Nanopartikel; rot: EGFR.

Die weillen Pfeile markieren internalisierte Partikel, die sich nicht auf der Oberflache der Zellen befinden; die
Nummerierung der Bilder verlduft von der Deckglasebene (1) bis zur Zellspitze (12).

Aktin EGFR Interaktion

Abbildung 6.3: Interaktion zwischen Aktin und EGFR. RLE-Zellen wurden fixiert und Aktin (griin) und der
EGFR (rot) gefarbt. A: Aktin; B: EGFR; C: Merge.

Aktin und EGFR kolokalisieren an der Membran und bilden das klassische Aktinskelett ab.



6.4 Frithe Endosomen (EEA1 Einzelbilder der Bilderstapel)
A : 3
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Abbildung 6.4: Friihe Endosomen nach Inkubation mit Silikananopartikeln (Einzelbilder der
Bilderstapel). RLE-Zellen wurden fiir 30 min mit 33 pg/ml SiNP belastet. A: Sil5; B: Si25; C: Si80. Griin:
Silika Nanopartikel; Rot: Frithe Endosomen (EEA1-Antikorper).

Die Nummerierung der Bilder verlauft von der Deckglasebene (1) bis zur Zellspitze (20).
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6.5 Rab7-Fiarbung: Detektion von SiNP in spiten Endosomen (Zeitreihe)

A: Sil5s

B: Si25 90’

30’
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C: Si80 90’

30’

Abbildung 6.5: Abbildungen der Zeitreihe zum Partikeltransport in Rab7-gefirbten Vesikeln (spite
Endosomen). RLE-Zellen wurflen fiir 5, 30, 60 und 90 min mit 33 pg/ml Nanopartikeln belastet. A: Sil5; B:
Si25; C: Si80. Gezeigt sind Ubersichtsbilder der maximalen Fluoreszenzintensititen von Bilderstapeln und

orthogonale Darstellungen dieser Bilderstapel. Griin: Spédte Endosomen (Rab7-Antikdrper); Rot:
Silikananopartikel.
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