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1 Allgemeiner Teil

1.1 Einleitung

Die qualitative und quantitative Analyse von Biomolekulen hat in den letzten Jahren
und Jahrzehnten immer mehr an Bedeutung gewonnen. Nicht zuletzt durch das
Genomprojekt, welches das Ziel hatte, das menschliche Erbgut zu entschlisseln,
erlangten Wissenschaftler einen tiefen Einblick in die Natur des Lebens bis hinunter
auf das molekulare Niveaul. Man kennt nun die Codierungen fiir alle Proteine, die
der menschliche Korper zu exprimieren im Stande ist. Das Auftauchen von
bestimmten Proteinen oder deren Konzentrationsanderung in bestimmten Regionen
des Korpers oder der Zelle, sollte Medizinern, Pharmazeuten oder Biologen dienen,
Veranderungen pathogener Natur, pharmakologische Aktivitat oder Signalcharakter
der einzelnen Biomoleklle aufzudecken und ihre Bedeutung fur das System als
Ganzes zu entschlusseln. Um allerdings komplexe Zusammenhange biochemischer
Natur genau verstehen zu kdnnen, ist es notwendig, alle Beteiligten des Systems zu
identifizieren. Einige der Komponenten kommen in nur sehr niedriger Konzentration
vor, konnen aber einen grof3en Einfluss auf das Gesamtsystem haben. Deshalb ist
es unabdingbar, mit den gegebenen analytischen Methoden in immer niedrigere
Konzentrationsbereiche vorzustoRen, die Biomolekile in niedrigsten Mengen zu
identifizieren und, was bis heute immer noch mit groRen Schwierigkeiten behaftet ist,
sie hinsichtlich ihrer absoluten Menge zu quantifizieren. Es reicht mitunter nicht
immer aus, nur relative Anderungen bestimmter Substanzen zueinander, z. B. beim
Vergleich gesunder und kranker Zellen, zu bestimmen!?. Da es jedoch leichter ist,
solche relativen Quantifizierungen durchzuflihren, begnigte man sich lange Zeit
damit. Durch das Aufkommen und die kontinuierliche Weiterentwicklung neuer
Analysen- und Detektionsmethoden und deren Verbindung miteinander zu
leistungsfahigen Einheiten, erlangte man Schritt fur Schritt neue Erkenntnisse bei der
Untersuchung von Biomolekilen. So vermochte das ICP-MS (inductively coupled
plasma-mass spectrometer), welches seit Mitte der 80er Jahre kommerziell
vermarktet wird, Analyten in niedrigsten Konzentrationsbereichen mit hoher Prazision

zu quantifizieren®. Allerdings waren zu Beginn fast nur Metalle dieser
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Analysenmethode zuganglich. Die mannigfaltigen Mdglichkeiten einer Kopplung mit
Trennmethoden, wie 2z. B. der Gaschromatographie oder der FlUssig-
chromatographie, erweiterten den Einsatz des ICP-MS dramatisch, und
Speziesanalytik auf einem Ultraspurenniveau wurde mdglich*®. Mit der
Verbesserung der Gerate wurden auch Halbmetalle und Nichtmetalle dem ICP-MS
zuganglich und die Speziesanalytik 6ffnete sich den so genannten ,-omics®, am
bekanntesten vertreten durch die Genomics und die Proteomics, also der

el®”8  Viele wissenschaftliche

Gesamtanalyse der Gene und der Protein
Arbeitsgruppen beschaftigten sich fortan mit der Trennung und Quantifizierung von
Proteinen und Metalloproteinen und mit der Analyse von DNA-Fragmenten mittels
Detektion der in den Biomolekulen vorkommenden Metalle und Heteroatome wie
z. B. Phosphor und Schwefel®.. Das Vermégen eines ICP-MS, Elemente wie diese in
niedrigen Konzentrationen zuverlassig zu bestimmen, ist jedoch limitiert durch die im
Vergleich zu den Metallen schlechtere Nachweisgrenze, geringere lonisierungs-
effizienz im Plasma und die Uberlagerung des eigentlichen Signals durch auftretende
spektrale Interferenzen, welche nur durch die Benutzung spezieller ICP-Massen-
spektrometer abgetrennt werden kénnen!'% .

Ein Ansatz, schlecht detektierbare Substanzen (also solche, die keine Metalle
enthalten) fur die ,Augen“ des ICP-MS-Anwenders sichtbar zu machen, ist die
Markierung der selbigen mit Metallionen oder -cluster. Das Prinzip der Markierung im
Allgemeinen (Fluoreszenzmarkierung, Radionuklidmarkierung) ist auf dem Gebiet der
Proteom- und Genomforschung schon lange bekannt’®'>"*4 wird aber in Bezug auf
die Analytik mittels ICP-MS bis dato nur zogerlich angewandt. Stattdessen wurde
und wird das Augenmerk auf die im Biomolekll naturlich vorkommenden
Heteroatome wie Metalle (in Metalloproteinen), Schwefel (Proteine mit Cystein- oder
Methioninresten), Phosphor (phosphorylierte Proteine, DNA) und Selen

(Selenomethioninhaltige Proteine) gerichtet!'> %17

. Der Nachteil gegenuber einer
gezielten Markierung liegt in der relativ schlechten Detektierbarkeit und der
Tatsache, dass solche Heteroatome nicht immer in dem Biomolekull von Interesse
vorhanden sind.

Da Marker dazu dienen sollen, die markierten Molekule einer quantitativen Analyse
zuganglich zu machen, mussen sie einige Kriterien erfullen, die keineswegs trivial
sind. So mussen die Reaktionen zwischen Marker und Zielmolekll spezifisch,

stochiometrisch und quantitativ sein, und die erhaltene Verbindung muss wahrend
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jedem der folgenden Arbeitsschritte stabil bleiben. Soll die Markierung einzig und
allein der Sichtbarmachung von Molekilen dienen, wie z. B. Fluoreszenzmarkierung
von Proteinen oder deren Markierung mit Nanopartikeln fur optische
Untersuchungen!'®, so sind die oben aufgefiihrten Punkte weit weniger kritisch zu
beachten. Eine quantitative Analyse hangt jedoch substantiell davon ab.

Zurzeit forschen viele Gruppen im Bereich der analytischen Chemie auf dem Gebiet
der Markierung von Biomolekulen mit stabilen Isotopen, dem so genannten
.labeling“, und auch dort gilt es einige Schwierigkeit zu Uberwinden. Die organische
Chemie bietet uns eine groRe Palette an chemischen Werkzeugen, um
Kupplungsreaktionen zwischen funktionellen Gruppen von Biomolekilen und denen
von Tragersubstanzen, die das Label tragen, durchzufihren. Es bedarf jedoch meist
vieler aufwendiger Arbeitsschritte und einer gewissen Menge an Ausgangssubstanz,
was zusammen nach einer auferst sauberen und akkuraten Synthesefuhrung

verlangt und dementsprechend sehr anspruchsvoll ist.

Wenn man nun den Aufwand betreibt, ein Biomolekul zu markieren mit dem Ziel, es
anschlielend elementmassenspektrometrisch zu untersuchen, ist es naturlich
wulnschenswert, den auf diese Weise erhaltenen Vorteil zu maximieren. Es liegt nun
auf der Hand, das Zielmolekul nicht nur mit einem einzigen Atom, welches z. B. als
komplexiertes Kation Uber einen Liganden an das Biomolekul gekoppelt werden
kann!'®! zu markieren, sondern gleich eine Vielzahl von Atomen zu verwenden, um
das resultierende Signal zu erhéhen. Das ist gegeben, wenn man einen metallischen
Nanopartikel als Marker benutzt. Er enthalt viele Atome und verstarkt entsprechend
das Signal pro Biomolekul gegenuber der Markierung mit einem einzigen Atom.
Neben den oben aufgefihrten Anforderungen an einen Marker, muss ein
Nanopartikel noch weiteren Anforderungen genitigen, um ihn beim Labeling von
Biomolekulen einsetzen zu konnen. Mochte man nach der Markierung noch eine
Trennung der Spezies durchfihren, so muss das Partikel im Verhaltnis zum
markierten Molekul klein sein, so dass die verschiedenen Molekule immer noch
aufgrund ihrer unterschiedlichen Eigenschaften separiert werden kénnen und nicht
der Nanopartikel den dominierenden Einfluss aufgrund seiner GroRRe auf die
Trennung hat. Des Weiteren mussen die Partikel eine gewisse Homogenitat
aufweisen, da sonst eine Quantifizierung aufgrund der unterschiedlichen Anzahl an

angebundenen Atomen nicht mehr gegeben ware. All dies stellt hohe Anspruche an
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das einzusetzende Partikel, welches deshalb seinerseits analytisch charakterisiert

werden muss.

1.2 Zielsetzung

Diese Arbeit setzte sich zum Ziel, eine Methode zu entwickeln, welche es ermdoglicht,
Biomoleklile, hier in erster Linie Proteine, Uber die kovalente Ankopplung eines Gold-
oder Silbernanopartikels, durch die Verwendung von ICP-MS-Kopplungstechniken zu
analysieren.

Dazu werden zuerst verschiedene Nanopartikel synthetisiert und mittels HPLC und
GE charakterisiert. Ebenso ist es notwendig, die spater zu markierenden Molekile
mit denselben Trenntechniken zu analysieren, um durch das so erlangte Wissen
uber das Verhalten der beiden Verbindungsklassen Biomolekul und Nanopartikel das
neue System mit den gewiunschten Addukten verstehen zu koénnen. Die
Gelelektrophorese, eine in der Biologie und Biochemie durch ihre bekanntermalen
guten Trenneigenschaften bei der Analyse von Proteinen, ihrer einfachen
Handhabung und ihrer vielen Variationsmaoglichkeiten weit verbreitete
Analysemethode, verspricht als online-Kopplung an das ICP-MS, durch die
Kombination ihre bekannten Vorteile mit den herausragenden Eigenschaften des
Detektors ICP-MS, eine ideale Kopplung zur Analyse markierter Biomolekile
darzustellen.

Nach der Charakterisierung der ,Edukte® Biomolekul und Nanopartikel soll ein Weg
gefunden werden, durch eine beherrschbare und einfach zu reproduzierende
Chemie, diese kovalent zusammenzufihren. Am Ende des Projektes steht die

Trennung und Quantifizierung von auf diese Weise markierten Biomolekulen.
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Abb. 1 Darstellung der geplanten Vorgehensweise
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Nanopartikel

Nano — eigentlich nur die wissenschaftliche Bezeichnung fiir den Faktor 10”°, und
doch verbindet man damit in wissenschaftlichen und Okonomischen Kreisen
Schlagworte, wie Innovation, technische Revolution und Zukunftsphantasien. In der
freien Wirtschaft ist nano ,trendy“ und verspricht Gewinn und Wachstum. An den
Universitaten und Forschungsinstituten haben Forschungsprojekte, die den Zusatz
,nano“ in ihnrem Titel tragen, regen Zulauf. Und es ist in der Tat so, dass viele seriose
Wissenschaftler und Unternehmer, der so genannten Nanotechnologie in den
nachsten Jahrzehnten ein immenses Potential zuschreiben, was die Entwicklung und
den Einsatz von nanoskopischen Materialien im wissenschaftlichen und auch im

taglichen Leben anbelangt!®”!.

Durch die Entwicklung neuer Techniken und die Verbesserung der bereits
bestehenden, ist es dem Menschen maoglich geworden, einen immer tieferen Blick in
die Welt des Kleinsten und Allerkleinsten zu werfen. Durch die Entdeckung und
systematische Erforschung neuer Eigenschaften einzelner Atome, Atomcluster und
Molekule, und wegen des sich weiterentwickelnden Vermdgens, das Winzige immer
gezielter und praziser zu manipulieren, haben sich in den letzten Jahren immer mehr
Forscher mit den moglichen Anwendungsgebieten solcher ,Nano“-Materialien
beschaftigt.

Schon der Physiker Richard Feynman konstatierte im Jahre 1959, dass die gezielte
Manipulation einzelner Atome oder Molekile, die bestehende synthetische Chemie
revolutionieren konnte. Mit dem Titel ,there’s plenty of room at the bottom* deutete er
schon die seiner Ansicht nach enormen Moglichkeiten an, die ein gezieltes Design
von einzelnen Molekulen und Atom- oder Molekulverbanden auf atomarer Ebene
bieten kann!?". Er dachte an winzige Computerschaltkreise und Mikroskope, die noch
kleinere Gebilde abbilden konnen, als die damals existierenden Techniken es
vermochten. Das alles hat sich bis heute bewahrheitet und die Forschungsaktivitaten

auf diesem Gebiet gehen ungebrochen weiter.
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In dieser Arbeit wurde der Fokus auf metallische Nanopartikel, also atomare Cluster
mit Durchmessern zwischen 1 und 100 nm, gelegt. Die ersten bahnbrechenden
Arbeiten Uber Nanopartikel gehen auf Studien von Faraday Mitte des 19.
Jahrhunderts zuriick!??. Er reduzierte eine Lésung aus Goldchlorid und erhielt auf
diese Weise kolloidales Gold, welches er auf seine charakteristische und sich von
der Losung des Eduktes unterscheidende Farberscheinung hin untersuchte. Seitdem
wurden die groRenabhangigen Eigenschaften von makroskopischem Metall in seiner
,bulk“-Form und seiner kolloidalen oder nanoskopischen Form eingehend untersucht.
Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit zielen aber nicht auf die Aufklarung
solcher Charakteristika, sondern untersuchen die Partikel selbst und deren

potentiellen Einsatz und moglichen Nutzen in der Analytischen Chemie.

2.1.1 Synthesemethoden

Es gibt mittlerweile eine Vielzahl an chemischen Reaktionsfliihrungen, um
Nanopartikel aus unterschiedlichen Materialien mit gezielten Eigenschaften gezielt
herzustellen. Auch fur die EinfUhrung funktioneller Gruppen an der Oberflache der
Partikel sind viele chemische Reaktionen denkbar. Abb. 2 zeigt ein allgemeines
Schema, welches den Weg - ungeachtet aller chemischen Aspekte der
Reaktionsfuhrung — 2zu einem gewulnschten funktionalisierten Nanopartikel
beschreibt. Man geht dabei von einem Metallsalz aus, welches man reduziert und mit
einem weiteren Reagenz versetzt, das gleichzeitig das Reduktionsmittel sein kann,
um die entstandenen Atomverbande gegen Agglomeration zu schutzt. Von dieser
schitzenden Schicht bzw. der nach auf’en zeigenden funktionellen Gruppen des
stabilisierenden Molekuls hangt nun das chemische Verhalten eines Nanopartikels
ab.
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post-synthetische
Modifikation

Liganden-

austausch

(1) direkte Synthese
(4)

Metallkomplexe

oder Salze direkte Synthese
(3)
(2)
direkte Synthese

Y -~~~
(5)

Ligandenaustausch

Abb. 2  Allgemeiner Syntheseweg zur Herstellung funktionalisierter Nanopartikel mit

der gewiinschten Funktionalitat X (oben)?!

Man kann sich drei grundlegende Transformationen bei der Synthese

funktionalisierter Nanopartikel vorstellen:

e direkte Synthese
e Ligandenaustausch

e post-synthetische Modifikationen

Bei der direkten Synthese (in Abb. 2 Weg (1)) werden die Nanopartikel unter
Bedingungen synthetisiert, bei denen die gewlnschte Funktionalitdt schon im
stabilisierenden Liganden enthalten ist. Dies ist der geradlinigste Weg, verlangt
allerdings nach einer genugenden Stabilitat der funktionellen Gruppe wahrend der

Synthese und der Aufreinigung des Produktes.
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Eine zweite Vorgehensweise ist die gezielte Modifikation des bei der Synthese
verwendeten stabilisierenden Liganden. Man nennt diese Art der EinfUhrung einer
Funktionalitat ,post-synthetische Modifikation“ oder auch ,grafting” (in Abb. 2 Weg (2)
und (4)). Hier wiederum ist es erforderlich, dass der Nanopartikel sich wahrend des
Modifikationsschrittes nicht in seiner GroRe, Form und Ligandensphare verandert.
Kann bei der Synthese des Nanopartikels kein modifizierbarer Ligand eingesetzt
werden, kann auch der Weg Uber einen Ligandenaustausch gegangen werden (in
Abb. 2 Weg (3), (5) und (4)). Hierbei wird dem Nanopartikel ein Ligand zugegeben,
der mit der stabilisierenden Ligandenschicht auf der Oberflache des Partikels
austauscht. Hierbei kann es sich um den gleichen Ligandentyp handeln (z. B. Thiol
gegen Thiol) oder um unterschiedliche Ligandentypen (z. B. Thiol gegen Citrat).
Auch hierbei ist darauf zu achten, dass durch den Austausch keine Veranderungen
am Kern des Nanopartikels stattfinden sollten.

Eine dritte Maoglichkeit schlieBlich ist der direkte Ligandenaustausch der
stabilisierenden Schicht mit einem Liganden, der die gewunschte funktionelle Gruppe
besitzt (in Abb. 2 Weg (3) und (6)). Falls ein geeignetes Vorlauferpartikel (Precursor)
vorhanden ist, bieten die Wege 2 und 3 den Vorteil, dass aus einem Precursor eine
Vielzahl verschieden funktionalisierter Partikel mit dem gleichen Metallkern erhalten

werden konnen.

2.1.1.1 Direkte Synthese

Es ist eine Fulle an direkten Synthesen zur Herstellung funktionalisierter metallischer
Nanopartikel bekannt, wobei hier nur solche besprochen werden sollen, die zu
stabilen funktionalisierten Gold- und Silbernanopartikeln fuhren, ohne dass ein
weiterer synthetischer Reaktionsschritt notwendig ist. Im Folgenden wird der
Einfachheit halber nur noch von Goldnanopartikeln die Rede sein, wobei die meisten
Synthesemethoden funktionieren auch fir Silbernanopartikel anwendbar sind.

Die am weitesten verbreitete Methode, Goldnanopartikel herzustellen, ist die
Reduktion einer Goldverbindung in Anwesenheit eines stabilisierenden Liganden
oder Templates. Als Liganden kénnen Phosphine, Thiole und Amine dienen, als
Template werden reverse Mizellen, Polymere und Dendrimere verwendet. Die initiale

Goldverbindung ist meistens HAuCl, (Tetrachlorogold(lll)saure) und die Reduktion
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kann photochemisch!?, elektrochemisch!®! oder sonochemisch!®® erfolgen, wobei
die chemische Reduktion mit Borhydriden die haufigste ist. In einigen Fallen ist das
Reduktionsagens gleichzeitig auch der Stabilisator, wie bei der Verwendung von
Natriumcitrat!®”, oder der Stabilisator befindet sich im Ausgangssalz wie bei der
Reduktion von Au(PPh3)CI mit Diboran!?®!.

In dieser Arbeit wurden hauptsachlich Thiole als Stabilisatoren eingesetzt und die
zugrunde liegende Chemie geht auf die Arbeiten von Brust et al. aus dem Jahre
1994 zuriick!®. Hier wurde HAuCI, in wassriger Losung unter Anwesenheit von
Dodecanthiol mit Natriumborhydrid reduziert und mittels eines
Phasentransferreagens sogleich in Toluol tberfuhrt. Das entstandene Partikel mit der
allgemeinen Formel Au,(C12H25S)m war stabiler, als die bisher Ublichen Phosphin-
stabilisierten Partikel und die Synthese war einfacher. Anstelle von Dodecanthiol
kénnen auch Arylthiole!®®, polare oder ionische Thiole verwendet werden, um
verschiedenste funktionalisierte Oberflachen zu erhalten. Die beiden Letzteren
fuhren zu wasserloslichen Nanopartikeln.

Einen weiteren Schritt in Richtung GroRenkontrolle unternahmen Schaaff et al.,
indem sie der Mischung aus Thiol und Goldsalz vor dem Reduktionsschritt erlaubten,
eine polymere Struktur (AuSR), auszubilden. Das Verhaltnis beider Komponenten
entschied Uber das Ausmal} der Polymerisation und eine anschlieRende schnelle
Reduktion mit einem Uberschuss an Reduktionsmittel fiihrte zu Nanopartikeln mit

einer engen GréRenverteilung'.

2.1.1.2 Ligandenaustausch

Durch den kompletten oder partiellen Austausch der stabilisierenden
Ligandenschicht eines Goldnanopartikels kann, sofern bei der Austauschreaktion die
Eigenschaften des Goldnukleus nicht beeinflusst werden, eine Vielzahl von
verschiedenen Partikeln aus einem Precursorpartikel hergestellt werden. Der
Austausch kann zwischen gleichen Verbindungsklassen (z. B. Phosphin gegen
Phosphin) oder verschiedenen (z. B. Citrat gegen Thiol) erfolgen, er kann in einem

monophasischen oder in einem biphasischen Gemisch stattfinden.
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Der am weitesten verbreitete Austauschtyp ist der zweier unterschiedlicher Thiole,
auch als ,place-exchange reaction“ bekannt. Die ersten beschriebenen Experimente
wurden von Hostetler et al. 1996 durchgefuhrt, wobei sie mit unverzweigten
Alkanthiolaten stabilisierte Goldpartikel synthetisierten und die Alkanthiolate gegen
funktionalisierte Thiolate wie Br(CH)1.SH oder w-Ferrocen substituiertes Oktanthiol
austauschen lieRen®?. Die resultierende Oberflachenbelegung konnte durch das
molare Verhaltnis des austauschenden Thiols zum auf der Oberflache des Partikels
vorhandenen Thiols kontrolliert und Uber 1H—NMR-Messungen bestimmt werden. Um
Partikel mit mehr als zwei stabilisierenden Spezies herzustellen, so genannte poly-
hetero-m-funktionalisierte Nanopartikel, kann man entweder die Thiole schrittweise
oder simultan zum Austausch bringen®. Auch hier kann man bei einem simultanen
Ansatz Uber die molaren Verhaltnisse der verschiedenen Thiole die spatere
Zusammensetzung der stabilisierenden Schicht kontrollieren. Der schrittweise
Austausch diente Ingram et al. zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der
chemischen Beschaffenheit des Thiols und seinem Bestreben, mit den an der
Oberflache fixierten Thiolen auszutauschen. Alle Experimente bezogen sich auf in
organischen LoOsungsmitteln 10sliche Nanopartikel und erst im Jahre 1999
beschrieben Templeton et al. die Synthese von Tiopronin (N-2-mercapto-
propionylglycin)-stabilisierten wasserldslichen Nanopartikeln und den
Ligandenaustausch mit verschiedenen ebenfalls wasserloslichen kurzkettigen -
substituierten  Alkanthiolen (z. B. Sulfonat- und Carbonsauresubstituierte
Alkanthiole )4,

Hostetler et al. fanden bei mechanistischen  Untersuchungen der
Austauschreaktionen heraus, dass sie vornehmlich nach dem so genannten
assoziativen Mechanismus ablaufen!®. Dies bedeutet, dass die Reaktions-
geschwindigkeit erster Ordnung bezuglich der Partikelkonzentration und der
Thiolkonzentration ist. Der Ligand wird als Thiol ausgetauscht und Disulfide oder
oxidierte Schwefelspezies sind nicht an der Reaktion beteiligt. Des Weiteren hangt
die Reaktivitat von der Stelle, an der das Thiolat auf der Goldoberflache gebunden
ist, ab. In Abb. 3 sind die an der Oberflache eines Clusters moglichen

Austauschprozesse schematisch dargestellt.
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Abb. 3 Darstellung der bei einem Ligandenaustausch méglichen Prozesse!?®!

Es gibt drei Arten von Bindungsstellen auf einem Cluster:

e Flachenbindungsstellen
¢ Kantenbindungsstellen

e Eckbindungsstellen

Die verschiedenen Stellen haben unterschiedliche Austauschreaktivitaten beztglich
der in Lésung befindlichen Thiole. So tauschen an Ecken gebundene Liganden (in
der Abbildung mit 3 bezeichnet) sehr schnell aus, solche, die sich an einer Kante
oder auf einer Flache befinden (2 und 1) jedoch kaum.

Nicht zuletzt spielt auch noch die Grolle des eintretenden und austretenden
Liganden eine Rolle. Je raumfillender die Liganden sind, desto schlechter kénnen

sie in die Ligandenhlle ein- bzw. aus ihr heraustreten.

Ein Beispiel fur den Austausch von Phosphinliganden gegen Thiole wurde von

[3¢] Es handelte sich aber nicht um einfache SH-

Loweth et al. beschrieben
Verbindungen sondern um thiolierte Oligonukleotide, die durch Ligandenaustausch
auf die Oberflache von Goldnanopartikeln gebracht werden sollten. 0,9 Aquivalente
von einstrangigen modifizierten 18-, 28- und 38meren wurden mit Nanopartikeln
verschiedenen Durchmessers (5 nm und 10 nm) zusammengebracht. Eine Anderung
der gelelektrophoretischen Mobilitat konnte allerdings erst bei Reaktion mit mehr als
einem Aquivalent oder bei Verwendung von Oligonukleotiden mit Basenlangen >60

fur einstrangige und >40 fur doppelstrangige beobachtet werden. Bei der Zugabe von
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geeigneten Templaten (siehe Abb. 4) (komplementare Oligonukleotide), verbanden
sich diese mit den Gold-Oligo-Konjugaten und konnten mit Hilfe des TEM sichtbar

gemacht werden (sieheAbb. 5).

Q , T, O

Abb. 4 Synthesestrategie fir die Aggregation von Nanopartikeln. B’ stellt die

komplementére Basensequenz zu B dart®*®

e T . o o .

Abb.5 TEM-Aufnahmen von 10nm-Homodimerent®!

Einen systematischen Austausch eines Liganden, mit dem Ziel, eine einzige
funktionelle Gruppe an das Partikel zu fugen, gelingt neben dem unspezifischen
Ligandenaustausch, der uber das stochiometrische Verhaltnis beider Komponenten,
also Nanopartikel und auszutauschender Ligand, kontrolliert wird, auch durch eine
Festphasenreaktion. Dabei wird die feste Phase, in der Regel Harzkugelchen, mit
dem gewulnschten Liganden beladen. Die in einer wassrigen Phase geldsten
Nanopartikel stromen an der festen Phase vorbei und der zuvor auf ihr fixierte Ligand
reagiert entweder mit der Ligandenhulle des Nanopartikels oder bindet im Falle eines
Thiols direkt an den Kern des Clusters. In einem zweiten Schritt wird die Bindung des
Liganden zum Harz gespalten und das nun freie modifizierte Cluster kann vom Harz

eluiert werden!®” 38 391,
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2.1.1.3 Post-synthetische Modifikation

Die ersten Arbeiten zur gezielten Modifizierung der stabilisierenden Ligandenschicht
auf chemischem Wege gehen auch auf die Arbeitsgruppe um Murray zurick. Sie
waren es, die zuerst etwaige Unterschiede in der Reaktivitat der auf der Oberflache
des Nanopartikels fixierten Molekule und den gleichen Molekulen in Ldsung
untersuchten. Als Ausgangssubstanzen wurden mit ®-Brom- und o-Carbonsaure-
alkanthiolen modifizierte Goldnanopartikel verwendet!*®*!. Erstere dienten zur
Untersuchungen von Sy2-Reaktionen in Umsetzung mit verschiedenen Propyl- und
Butylaminen und letztere zur Veresterung mit verschiedenen Aminen. Bei beiden
Reaktionstypen konnten keine signifikanten Unterschiede zu vergleichbaren
Reaktionen der einzelnen Komponenten in Ldosung beobachtet werden. Bei den
Veresterungen wurden die gleichen Reaktionsbedingungen gewahlt wie flr nicht an
Oberflachen gebundene Molekule, und in keinem Fall konnten nach der
Kopplungsreaktion Veranderungen am Goldkern bezuglich GroRe und Form
festgestellt werden.

Zur Verbindung von zwei und drei Nanopartikeln zu einem grélReren Gerist,
benutzten Alivisatos et al. schon 1996 (vgl.*®) kommerziell erhiltliche wasserldsliche
phosphinstabilisierte Goldnanopartikel mit einer einzelnen N-Propylmaleimid-
Funktionalitat auf der Oberflache (Nanoprobes, Yaphank/USA). Diese wurde mit
einem am 5’-Ende thiolierten Oligonukleotiden (18mer) zur Reaktion gebracht und
nach einer gelelektrophoretischen Aufreinigung mit verschiedenen komplementaren
Oligonukleotidstrangen gekoppelt*?. In Abb. 6 ist die Trennung von Konjugaten aus
zwei, einem und keinem oligoderivatisiertem Goldnanopartikel mit einem
entsprechenden komplementaren Oligonukleotid (37mer) zu sehen. Durch
verschiedene stdchiometrische Ansatze von Templat und mit dem Goldnanopartikel

gelabelten 18meren, konnten diese gezielt synthetisiert werden.
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Abb. 6 Gelelektrophorese (10 % Acrylamid) von DNA-Au-Nanopartikel-Komplexen.

Bahn A: eine 2:1 Mischung aus gelabeltem Oligo und dem entsprechenden
Templat, Bahn B: eine 1:1 Mischung aus gelabeltem Oligo und dem

entsprechenden Templat*?.

2.1.2 Chemische und physikalische Eigenschaften

Als Beispiele fur die deutlichen und fundamentalen Unterschiede bezlglich des
chemischen und physikalischen Verhaltens und des optischen Erscheinungsbildes
zwischen Metallen in ihrer bulk-Form, als gelostes Kation und als nanopartikulares
Cluster, seien hier Gold und Silber herausgegriffen.

Der ohne Benutzung analytischer Methoden und chemischer Vergleiche, und somit
auch fur einen Laien augenscheinlichste Unterschied dieser drei chemischer Formen
der Metalle, ist optischer Natur. Gold und Silber besitzen den fir Metalle typischen
Glanz mit dem Unterschied, dass Gold eine Farbigkeit besitzt. Erklaren Iasst sich die
Farbe, der Glanz und die Undurchsichtigkeit von Metallen mit dem sogenannten
Bandermodell, wonach sich im Metallgitter bindende und nichtbindende Orbitale
uberlappen und ein Kontinuum an energetisch sehr nahe liegenden Zustanden bildet,
die man sich als Bander vorstellen kann. Die Elektronen in diesem Band sind frei
beweglich und kdnnen Lichtenergie Uber einen sehr breiten Wellenlangenbereich
absorbieren. Die Elektronen bleiben aber nicht lange im angeregten Zustand und

emittieren ihre aufgenommene Energie sogleich wieder als Lichtquant. Durch das
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Vermogen, Strahlung praktisch jeder Wellenlange absorbieren und emittieren zu
kénnen, erhalten die Metalle ihren spiegelartigen Glanz. Die Farbigkeit von Gold
ruhrt nun daher, dass die Zustandsdichte (Zustande vergleichbaren Energiegehalts)
nicht gleich ist und deshalb verschiedene Wellenlangen in unterschiedlichem Malie
absorbiert werden kénnen!**.

Das dreiwertige und auch stabilste Kation des Goldes besitzt in Losung eine stark
gelbe Farbung, beim Silber ist jedoch die einwertige Form die stabilste und diese ist,
ebenso wie beim Gold, farblos. Die Tatsache, dass viele komplexierte Metallkationen
aus den Nebengruppen gefarbt sind, liegt an der in der Ligandenfeld-Theorie
erklarten Aufspaltung der zum Metall gehdrigen d-Orbitale im Feld der Liganden.
Ubergange von Elektronen zwischen den durch den Einfluss der Liganden beziiglich
der Energie unterschiedlichen d-Orbitale oder Ubergénge zwischen Zentralmetall
und Ligand durch Absorption von Strahlung im sichtbaren Bereich, geben den
Komplexen ihre charakteristische Farbe!*!.

Metallische Nanocluster haben nun weder die optischen Eigenschaften von dem
makromolekularen quasi endlosen Metallgitter noch von den diskreten komplexierten
Metallkationen. Durch Anregung der Oberflachenelektronen des Partikels im
elektromagnetischen Feld, werden diese in eine kollektive Schwingung versetzt
(engl. Plasmon resonance). Die Absorptionsfrequenz ist abhangig vom Material des
Partikels, von seiner Form und dem umgebenden Medium. Spharische Goldpartikel
in wassriger Losung mit Durchmessern um 10 nm absorbieren im Bereich von
500-530 nm und haben dementsprechend eine rote Farbung. Nimmt der Partikel-
durchmesser zu, so verschiebt sich das Absorptionsmaximum in den langerwelligen

Bereich und der Farbeindruck geht tber ins Violette.
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2.1.3 Charakterisierungsmethoden

2.1.3.1 Elektronenmikroskopie

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ist die wohl am haufigsten
angewandte Methode, um die GroRe und Form von Partikeln zu bestimmen. Das
Prinzip ahnelt dem des Lichtmikroskops mit dem Unterschied, dass anstelle von Licht
Elektronen verwendet werden. Auf Grund des Wellen-Teilchen-Dualismus sind sie
zur Interferenz fahig und durch geeignete magnetische oder elektrische
Linsensysteme lassen sie sich, wie auch Licht durch eine optische Linse, in ihrer
Richtung beeinflussen. Die Auflosung eines Mikroskops wird in erster Linie durch die
verwendete Wellenlange der Strahlung bestimmt. Je groRRer die Beschleunigung der
mit Hilfe einer Kathode oder durch Feldemission erzeugten Elektronen ist, desto
niedriger ist ihre Wellenlange. Bei 100 kV betragt diese einige Pikometer, durch
Abbildungsfehler von magnetischen Linsen ist die Auflosung jedoch auf etwa 100 pm
limitiert.

In Abb. 7 ist der Aufbau des hochauflésenden JEM 3010 der Firma JOEL zu sehen.
Man erkennt die Elektronenemissionsquelle am oberen Ende des Gerates, den
Probenhalter in der Mitte und verschiedene Linsen und Blenden vor und nach der
Probe. Am unteren Ende befindet sich der Leuchtschirm, auf dem man sich durch
das Sichtfenster die Probe ansehen kann. Dreht man diesen zur Seite tritt eine CCD-
Kamera (CCD = charged coupled device) an seine Stelle und misst die

Intensitatsverteilung in der Bildebene.
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Abb. 7 Schematischer Aufbau eines Transmissionselektronenmikroskops.

2.1.3.2 Dynamische Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung dient zur Ermittlung des hydrodynamischen Radius
eines Moleklls, also des Radius der Verbindung inklusive der sie umgebenden
Hydrathdlle in wassriger Losung. Hierzu wird das Streulicht eines Laserstrahls, der
durch die Probe geleitet wird, beobachtet.

Ein Teil des Laserlichtes wird an den in der Probeldsung geldsten Molekulen gestreut
und die Intensitat dieser Streustrahlung wird winkelabhangig gemessen. Sie erlaubt
eine Aussage uber die GroRe der Molekile. Betrachtet man den Mittelwert der
Streuintensitat spricht man von statischer Lichtstreuung. Sie dient zur

Charakterisierung von Strukturen mit einem Durchmesser von einigen 100 nm.
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Um kleinere Gebilde untersuchen zu kénnen, bedient man sich der dynamischen
Lichtstreuung, die im Gegensatz zur statischen Lichtstreuung die zeitliche Fluktuation
der Streuintensitat detektiert. Diese hangt mit der zeitlichen Fluktuation der
Anzahldichte der Streuteilchen im Streuvolumen zusammen und diese Fluktuation ist
wiederum abhangig vom Diffusionskoeffizienten der Teilchen. Prinzipiell bestimmt
man mit der dynamischen Lichtstreuung Diffusionskoeffizienten bzw. Verteilungen
von Diffusionskoeffizienten. Mit der Stokes-Einstein-Beziehung lassen sich dann
unter der Annahme, dass spharische Teilchen vorliegen, aus den
Diffusionskoeffizienten die hydrodynamischen Radien der diffundierenden Teilchen

berechnen.

2.1.4 Strategie zur Kopplung von Nanopartikeln an Proteine

Im Folgenden wird das mogliche Einsatzgebiet von Dihydroliponsaure (DHLA) als
einfuhrbare Thiolkomponente bei der Anbindung von Proteinen an Nanopartikel
erortert. Die Strategie zur Anbindung von Proteinen an Nanopartikel beruht auf einer
Modifizierung des Zielmolekduls, hier dem Protein, und einer Fixierung des auf diese
Weise modifizierten Molekuls Uber die eingefihrte Schwefelkomponente an das
Nanopartikel. Hintergrund dieses Ansatzes ist die stabilere Anbindung von DHLA als
Dithiolverbindung an die Goldoberflache des Clusters gegenuber Monothiol-
verbindungen. Durch einen statistischen Ligandenaustausch zwischen der an das
Zielmolekdl gebundenen Dithiolkomponente mit den auf dem Nanopartikel
gebundenen Monothiolverbindungen und der starkeren Bindung nach dem
Austausch konnte unter geeigneten Bedingungen ein einzelnes Biomolekul an ein

Cluster angebunden werden (siehe Abb. 8).
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Abb. 8 Schema des Ligandenaustausches von MSA durch derivatisiertes DHLA

Es ist bekannt, dass Liganden mit mehreren Thiolfunktionen im Molekul den Partikeln
eine hohere Stabilitat gegenuber Ligandenaustauschreaktionen bieten. Als Beispiele
seien multithiolierte Cyclodextrine!*® und mit Dithianepiandosteron und Tri(hexylthiol)
derivatisierte Oligonukleotide!*”! genannt, die dem Nanopartikel eine signifikant
erhohte Stabilitat gegenuber dem Angriff von threo-1,4-dimercapto-2,3-butandiol
(Dithiothreitol, DTT) bieten. Hierzu wurde den mit Mono-, Di- und Trithiolliganden
stabilisierten Partikeln Dithiothreitol zugegeben und die Abnahme der Absorption bei
600 nm beobachtet. Durch den Austausch mit DTT werden die Nanopartikel instabil
und agglomerieren, was zu einer Veranderung der Farbe von rot nach blau, also eine

Verschiebung der Absorption in den niederwelligen Bereich, mit sich bringt.



Theoretische Grundlagen 25

Mit DHLA modifizierte Cluster weisen durch die Bindung Uber zwei Schwefelatome
an die Clusteroberflache ebenfalls eine erhdhte Stabilitdt gegenuber Austausch-
reaktionen mit anderen Thiolen auf. Diese starkere Bindung zeigt sich auch im
umgekehrten Fall durch eine Verdrangung von schwacher gebundenen
Stabilisatoren, wie Citrat, und kann, wie oben beschrieben, zur Fixierung von

Biomolekulen genutzt werden.

Erste Untersuchungen der Bindungsart der Thiolkomponente von DHLA-
modifizierten Goldnanopartikeln (im Folgenden DHLA@Au genannt) gehen auf

Arbeiten von Roux et al.[*®

zuruck und zeigen eine lange Zeit vermutete und durch
K-edge XANES Studien bewiesene Anbindung des Liganden Uber beide
Schwefelatome an die Goldoberflache. Diese doppelte Bindung erklart die grolRere
Stabilitdt bezlglich Ligandenaustauschreaktionen durch Dithiothreitol (DTT)
gegentber Monothiolverbindungen, wie z. B. Mercaptoundecansaure (MUA). Hier
ubersteigt der Vorteil der starkeren Bindung zur Goldoberflache den Nachteil, dass
die Monoschicht gegenuber einer MUA-Monoschicht ungeordneter und damit
angreifbarer ist. Diese starke Bindung ist auch fir den effektiven Austausch von
Citratmolekulen bei citratstabilisierten Nanopartikeln verantwortlich und soll bei den
folgenden Uberlegungen zur Herstellung von Clusterkonjugaten mit Biomolekilen

genutzt werden.

Roux beschreibt die Synthese von DHLA@Au und flhrte die darauf folgende
Modifizierung der Ligandenschicht zum einen mit Luminol und zum anderen mit
Peroxidase durch. Uber den Zwischenschritt der Aktivierung der Carboxylgruppen
von DHLA mit EDC/NHS bzw. PFP’ gelang jeweils eine Kopplung der beiden
Molekule Uber die in ihnen enthaltenen freien Aminogruppen unter Bildung einer
Peptidbindung. Die kovalente Modifizierung wurde uber Chemolumineszenz-
messungen bewiesen. Im Falle von Luminol konnte gezeigt werden, dass etwa 10 %

der DHLA-Molekule mit Luminol zur Reaktion gebracht werden konnten.

" Die Aktivierung mit EDC/NHS (siehe Abb. 9 und Abb. 10) stellt eine schnelle Reaktion dar, wobei
eine Aktivierung mit EDC/PFP (Pentafluorphenol) langsam verlauft und der Pentafluorophenylester als

Zwischenprodukt stabiler ist.
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Fur die Nutzung von Nanopartikeln zur qualitativen und quantitativen Bestimmung
von Biomolekulen ist allerdings die Kenntnis der absoluten Anzahl der angekoppelten
Molekule notwendig und im idealen Fall sollte es genau ein Molekul sein, um
wahrend des Aufreinigungs- bzw. Separationsschrittes eine einheitliche Fraktion zu
erhalten. Bei einer Aktivierung der gesamten Ligandenschicht eines Clusters ist dies
jedoch keinesfalls gegeben, und die Konjugate kdnnen allenfalls zu qualitative
Untersuchungen dienen. Deshalb wird bei dieser Arbeit der umgekehrte Weg
gegangen: die zu analysierenden Biomolekulle, in diesem Fall beispielhaft zwei
Proteine verschiedener Molekularmasse (Ovalbumin und B-Casein), sollen an einer
verfugbaren Aminogruppe durch Aktivierung durch EDC/NHS mit DHLA zur Reaktion
gebracht werden und danach uber einen Ligandenaustausch an die Oberflache eines
mit Mercaptobernsteinsaure stabilisierten Goldclusters gebunden werden. Durch die
Verwendung eines Uberschusses an Clustermolekilen soll die Bindung von mehr als
einem modifizierten Protein an ein Cluster verhindert werden. Durch eine
Aufreinigung der Probe sollen in einem ersten Schritt unmodifizierte Cluster von
modifizierten Clustern getrennt werden und falls dies gelingt, sollen in weiteren
Versuchen Cluster, die mit verschiedenen Proteinen modifiziert wurden, voneinander
getrennt werden. Bei der Verwendung von im Vergleich zu Proteinen genlgend
kleinen Nanopartikeln sollten die chromatographischen bzw. elektrophoretischen
Unterschiede in der Trennung zwischen einzelnen Protein-Cluster-Konjugaten immer

noch vom Protein herrihren und nicht vom Goldcluster abhangen.

2.1.4.1 Kopplung eines Proteins an eine Carbonsauregruppe

Zur kovalenten Ankopplung eines Proteins an eine Carbonsauregruppe, hier stellt
DHLA die Carbonsaurekomponente dar, wird die Carboxylgruppe mit EDC aktiviert.
Es findet die in Abb. 9 beschriebene Reaktion statt. EDC wird in 5-fachem
Uberschuss zur Carbonsiurekomponente gegeben, da das sehr reaktive Diimid auch
mit Wasser reagiert und deshalb ein Teil nicht mehr fur die gewinschte Reaktion zur
Verfliigung steht. Um den sehr instabilen O-Acylisoharnstoff gegen Hydrolyse zu
stabilisieren, wird der Mischung NHS zugegeben, welches den deutlich stabileren
NHS-Ester bildet (siehe Abb. 10), der dann mit weiteren Aminen zur Reaktion

gebracht werden kann.
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Abb. 9 Reaktionsschema der Aktivierung einer Carbonsaure mit EDC unter Bildung
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Abb. 10 Stabilisierung des reaktiven Zwischenproduktes durch NHS unter Bildung

eines gegen Hydrolyse stabileren NHS-Esters.
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Nachdem das EDC vollstandig abreagiert hat wird der Reaktionsmischung die
Aminkomponente, das Protein, zugegeben. Bei der Reaktion verdrangt diese das

NHS aus dem Ester und bildet eine stabile Peptidbindung aus (siehe Abb. 11).

>7O—N + H,N

RI

Abb. 11 Reaktion des NHS-Esters mit der Aminkomponente (R’ = Proteinrest)
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2.2 Analytische Kopplungsmethoden

2.2.1 Induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektrometrie (ICP-MS)

Das induktiv gekoppelte Plasma stellt bei der ICP-MS die lonenquelle fur die
anschlielfend mit dem MS zu analysierenden Analyte dar. Die Probe wird als Gas (z.
B. bei der GC-ICP-MS), als Flussigkeitsaerosol (z. B. durch Zerstaubung bei der
FlieRBinjektion oder LC-ICP-MS) oder als Feststoffaerosol (z. B. bei der LA-ICP-MS) in
das Plasma eingetragen. Dort werden die Analyten aufgrund der hohen
Temperaturen atomisiert und ionisiert, um dann Uber ein Interface in den
Hochvakuumbereich des Massenspektrometers zu gelangen, wo sie aufgrund ihres
Masse/Ladungs-Verhaltnisses getrennt und anschlie3end detektiert werden.

Ist die zu analysierende Probe eine FlUssigkeit, wie in dieser Arbeit, so muss diese
zuerst fein zerstaubt werden, da nur Aerosolpartikel kleiner 10 um effizient im
Plasma ionisiert werden. Zur Zerstaubung wurde ein konzentrischer Mikro-flow-
Zerstauber benutzt. Hierbei wird die Flussigkeit durch eine Kapillare geleitet, die
konzentrisch in einem Glaskoérper liegt, durch den das Zerstaubergas gefuhrt wird.
Am Ende der Kapillare trifft die austretende Flussigkeit auf einen Gasstrom, der das
Ende der Kapillare quasi umgibt und durch die groRe Geschwindigkeit den

Flussigkeitsstrom aufreil3t und fein zerstaubt (siehe Abb. 12).

capillary shell hozle
.
o <
"__'E'_ T
[ . ( ——
liquid
(zamnle)

inmout oas input
{zidearm)

s 35 (17—t 40 mm -

Abb. 12 Darstellung eines konzentrischen Zerstaubers
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In einer zweiwandigen Scott-Sprihkammer werden die groReren Aerosolpartikel
durch die Gravitation bei ihrem Weg durch die Glasrohre von den kleineren
abgetrennt, indem sie sich an den Wanden niederschlagen. Durch einen unteren
Ausgang flie3en diese in einen Abfallbehalter ab. Durch den seitlichen Ausgang der
Spruhkammer gelangen die Partikel kleiner 10 um getragen von dem Gasstrom des

Zerstaubers durch das Injektionsrohr zum Plasma.

Das Plasma, in diesem Fall ein Argonplasma, wird durch die standige Einkopplung
einer Radiofrequenz (meist 27 oder 40 MHz) mit einer Leistung von 750-1400 W
erzeugt und aufrechterhalten. Die Spule, ein Kupferhohldraht mit drei Windungen,
sitzt am Ende der Plasmafackel und erzeugt dort durch die Radiofrequenz (RF) ein
elektromagnetisches Wechselfeld, welches mittels eines Initialfunken erzeugte
Elektronen beschleunigt. Diese kollidieren mit Argonatomen, regen sie durch
Energielbertrag an und ionisieren sie. Die sich in einem angeregten Zustand
befindlichen Argonatome und die frei gewordenen Elektronen ionisieren weitere
Atome, wodurch das Plasma gebildet und aufrechterhalten wird.

Durch einen groRen tangentialen Argonfluss von 14-17 L'min™ wird die Plasmatorch
vor der enormen Hitze des Plasmas (bis zu 10000 K) geschiitzt und vor dem
Schmelzen bewahrt. In das Plasma wird nun das Aerosol eingetragen und in den
verschiedenen Zonen des Plasmas nacheinander getrocknet, verdampft, atomisiert
und schlie3lich ionisiert.

Der lonisierungsgrad hangt in erster Linie von der ersten lonisierungsenergie des
Elementes ab, die bei den meisten zwischen 5 eV und 10 eV liegt. Je hoher die
lonisierungsenergie eines Elementes, desto schlechter ionisiert es, was die
resultierende Signalintensitat, also die Empfindlichkeit flir dieses Element merklich

herabsetzt.
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Plasmatorch Induktionsspule

Plasmagas l l

Hilfsgas =——p»

Zerstaubergas
+ Probenaerosol lonisierung
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Verdampfung / Atomisierung
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Abb. 13 Schema einer Plasmafackel mit Temperaturverteilung

In Abb. 13 ist der schematische Aufbau einer Plasmafackel mit den im Plasma
herrschenden Temperaturen gezeigt. Die Fackel (engl. torch) besteht aus drei
konzentrischen Glasrohren, wobei durch das innerste, das sogenannte Injektorrohr,
das Aerosol eingetragen wird. Die RF-Spule (RF = Radiofrequenz) sitzt am Ende der
Fackel und die Konen des Interfaces befinden sich nur einige Millimeter vom
Fackelausgang entfernt. Auf dem Weg des Aerosols durch das Plasma, finden die
schon beschriebenen Schritte (Trocknung, Verdampfung,...) bis zur Bildung der
lonen nacheinander statt.

Die sich im Argonstrom befindlichen lonen passieren das Interface und gelangen in
das Massenspektrometer. Das Interface besteht aus zwei Konen mit einer Offnung
von 0,8 bis 1,2 mm. Hinter dem ersten Konus (Sampler) befindet sich das
Vorvakuum von etwa 1-2 mbar und hinter dem zweiten (Skimmer) ein Hochvakuum
von etwa 10 mbar. Der Argonstrom tritt durch die erste Offnung und expandiert ins
dahinter liegende Vorvakuum. Durch den zweiten Konus mit einem
Offnungsdurchmesser von 0,6 bis 0,8 mm gelangt der lonenstrom in das
Hochvakuum, wo er mit Hilfe der lonenoptik in den Massenanalysator geleitet wird.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Typen von Massenanalysatoren benutzt:

zum einen ein niedrigauflésendes Quadrupol-Massenspektrometer der Firma Perkin-
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Elmer, das Elan 5000, und zum anderen ein hochaufldsendes Sektorfeldmassen-
spektrometer der Firma Thermo Finnigan, das Element 2. Die Art und Weise der

Massentrennung der beiden Gerate unterscheidet sich grundlegend.

In Abb. 9 ist ein Quadrupol-MS schematisch dargestellt. Die Separationseinheit
besteht aus vier jeweils parallel angeordneten elektrisch leitenden Staben. An beiden
liegen eine Gleichspannung (gegenuberliegende Stabe gleichpolig) und eine
hochfrequente Wechselspannung an, die sich in ihren Vorzeichen unterscheiden. Die
durch die lonenoptik ankommenden lonen beschreiben zwischen den vier Staben
eine spiralférmige Kreisbahn. Je nach angelegter Spannung und Frequenz bilden nur
lonen mit einem bestimmten Masse/Ladungs-Verhaltnis eine stabile Bahn aus und
kollidieren nicht mit den Staben. Die Aufldsung der kommerziellen ICP-MS Gerate
betragt maximal ca. 300, so dass nur Massenunterschiede von einer atomaren

Einheit aufgeldst werden kdnnen.

Interface lonenoptik Quadrupol Detektor
Induktionsspule
Sprih-

Torch \
kammer

\q:
e

Zerstauber-
gas Pumpe
Rotations- | ‘ Turbo-
Probe pumpe Turbo- . pumpe
pumpe Rotationspumpe

Abb. 14 Schematischer Aufbau eines ICP-Quadrupol-MS

Ein hochauflésendes Sektorfeldgerat, wie es in Abb. 15 zu sehen ist, besteht aus
einem magnetischen und einem elektrischen Analysator. Erster trennt die
Analytionen nach ihrem Masse/Ladungs-Verhaltnis und Letzter trennt nach der

Energie der Teilchen.
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Vor Eintritt in das magnetische Sektorfeld werden die lonen beschleunigt, um
Energieunterschiede relativ zueinander zu minimieren. Danach erfolgt die Separation
nach ihrem Masse/Ladungs-Verhaltnis im magnetischen Feld und der lonenstrom
wird auf den Eingangsspalt des elektrischen Sektorfeldes fokussiert. Dort werden die
lonen mit gleichem Masse/Ladungs-Verhaltnis aber unterschiedlicher Energie auf
den Austrittsspalt fokussiert, wo der Detektor sitzt. Auf diese Weise ist es mdglich,
auf Kosten der Transmission die Auflosung zu steigern. In der Praxis sind mit diesen
Geraten Auflésungen (m/Am) bis zu 10000 mdglich, was fur die Trennung sehr vieler
Molekulinterferenzen genugt. Isobare konnen allerdings nicht getrennt werden, da

ihre Massendifferenz in der Regel so klein ist, dass Aufldsungen um 10° nétig sind.

Vakuumsystem
Elektrisches I.-ll
Sektorfeld @

Magnetisches
Sektorfeld

+ Plasma

[+
[+

f

+
+
+

lonenoptik

Abb. 15: Schematischer Aufbau des ICP-HRMS Element 214%
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2.2.2 Elektronenspray lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS)

Die Elektrospray lonisation ist mittlerweile neben der MALDI die meist verwendete
lonisationsmethode bei der massenspekirometrischen Untersuchung von
organischen Molekllen und Makromolekulen. Nicht zuletzt erhielt John B. Fenn im
Jahre 2002 den Nobelpreis fur ,die Entwicklung von Methoden zur Identifikation und
Strukturanalyse von biologischen Makromolekllen®, also fur die Entwicklung der ESI-
Technik, die auf Verdffentlichungen aus den Jahre 1988/89 zuriickgeht®*>". |hr
herausragendes Charakteristikum ist in erster Linie die Fahigkeit, grof’e Molekile
zerstorungsfrei zu ionisieren, und diese mehrfach aufzuladen, so dass m/z-

Verhaltnisse im Arbeitsbereich konventioneller Massenseparatoren auftreten.

Der Transfer von lonen aus der Analytlosung in die Gasphase erfolgt durch die
Bildung geladener Tropfchen, die durch kontinuierlichen Solvensverlust immer
kleiner werden und die Ladungsdichte auf deren Oberflache dadurch immer gréRer
wird. Durch den wiederholten spontanen Zerfall (Coulomb Explosion) der Tropfchen
in Mikrotropfchen werden die Ladungen aufgrund des volligen Solvensverlustes auf
den ursprunglich geldsten Substanzen akkumuliert. Dieser lonisierungsprozess ist
sehr schonend, da im Vergleich zu anderen lonisationsmethoden wie dem FAB (fast
atom bombardment), auf die Moleklle kaum zusatzliche Energie Ubertragen wird,
welche zu ihrer Fragmentation fuhren konnte.

Die Probe wird direkt durch Fliessinjektion oder nach chromatographischer Trennung
mit dem Eluenten durch eine Stahlkapillare, die sich relativ zu einer zylindrischen
Elektrode auf einigen kV Spannungsdifferenz befindet, gepumpt und expandiert in
Richtung Kathode. Wahrend dessen treffen die entstandenen Tropfchen auf einen
Gegenstrom  aus  trockenem  Stickstoff, ~der zur  Verdunstung der
Lésungsmittelmoleklle beitragt. Ein Teil des zersprihten Materials gelangt durch
eine dunne Kapillare in einen Bereich des Massenspektrometers, der sich unter
vermindertem Druck befindet. Dort wird ein Groldteil des Gases, das aus dem
desolvatisierenden Aerosol stammt, abgepumpt und der Rest gelangt durch den
Skimmer in den Hochvakuumbereich des Systems. Hier sind die Molekule bereits
desolvatisiert und aufgeladen und werden durch elektronische Linsen in einem Strahl

gebundelt.
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Alle modernen ESI-Quellen weisen Unterschiede in ihrer Bauart auf, sind jedoch von
einem Grunddesign abgeleitet, welches Kantrowitz und Grey 1951 beschrieben
haben[®?. Das von ihnen vorgestellte nozzle-skimmer system leitet einen intensiven
Molekularjet in ein Hochvakuum, wodurch wegen der adiabatischen Ausdehnung des
Gases dieser stark abgekuhlt wird und dadurch die zufalligen Bewegungen der
Molekule verringert werden. Des Weiteren wird durch den Aufbau ein Teil der
thermischen Bewegung der Molekule in einen gerichteten Partikelfluss umgewandelt.
Zusammenfassend fluhrt das zu einer Fokussierung von schwereren
Ldsungsmittelcluster, die Analytmolekile enthalten, und die leichteren
Solvensmolekile fliegen am Rande des Jets und entweichen ihm schlieflich.

Modifikationen am Zerstauber sind ndtig, wenn man hohere Flussraten in die ESI-
Quelle eintragen mdchte oder die Volatilitat des Solvens zu niedrig fur das reine
Elektrospray ist. So verfligt das pneumatically assisted ESI Uber einen zusatzlichen
Gasstrom konzentrisch zur eigentlichen Kapillare, der die austretende Flissigkeit

zerstaubt und somit hdhere Flussraten von einigen hundert yLmin™" zuldsst®®,

Die Entstehung der lonen beim ESI-Prozess kann man in drei Schritte unterteilen:
- Entstehung eines elektrisch geladenes Spray
- Verkleinerung der TropfchengroRe

- Entstehung vollig desolvatisierter lonen

Oxidation

Electrons

P

High Voltage
Power Supply ) g —

TDC Electrons

Abb. 16 Schema der Bildung eines Taylor Konus*



Theoretische Grundlagen 36

Die Bildung eines kontinuierlichen Sprays kann man verstehen, wenn man sich
vorstellt, dass zwischen dem Ende der Kapillaren mit etwa 75 um Innendurchmesser
und der sich in 1-2 cm Abstand befindlichen Elektrode eine Potentialdifferenz von
3-4 kV anliegt. Durch das groRe elektrische Feld von bis zu 10° Vm™ trennen sich die
Ladungen in der sich am Ausgang der Kapillaren befindlichen Flussigkeit und der
Meniskus verwandelt sich in einen Konus!®**%. Durch die gekrimmte Oberflache der
Flussigkeit erhoht sich seinerseits wieder die Feldstarke, bis diese einen kritischen
Wert Uberschreitet und der so genannte Taylor-Konus immer feiner wird und einen
Jet in Richtung der Gegenelektrode ausbildet. Dieser Jet bleibt jedoch nicht stabil
und bricht aufgrund der CoulombabstoRung der vielen gleichgeladenen lonen in
winzige Tropfchen auseinander. Auf diese Weise entsteht ein feines Spray, das
wegen der groRen Oberflache der einzelnen Tropfchen durch Verdunstung standig
Solvensmolekile verliert. Durch die damit einhergehende Verkleinerung des Radius
erhoht sich die Ladungsdichte auf der Oberfliche (10* Ladungen pro Tropfchen ist
eine realistische Annahme). Sobald die elektrostatischen AbstolRungskrafte die
Oberflachenspannung Ubersteigt, brechen die Tropfchen zu kleinere Untereinheiten
auseinander. Dies geschieht, indem die Tropfchen eine Reihe von Mikrotropfchen an
ihrem gestreckten Ende absondern. Die Tropfchen haben keine perfekte runde Form,
so dass die Oberflachenladung nicht homogen verteilt ist. Sie ist stark erhoht in den
Bereichen starkerer Krummung. Die Mikrotropfchen nehmen nur 1-2 % der Masse
aber 10-18 % der Ladung des Muttertropfens mit®®.

Die Entstehung der einzelnen ionisierten Spezies ist noch nicht bis ins Letzte geklart.
Verschiedene Modelle wurden vorgeschlagen, aber die Debatte Uber ihre Gultigkeit
wird immer noch gefuhrt. Fur grol3e Molekulle wird das charged-residue model (CRM)
favorisiert, welches flr gentigend kleine Mikrotropfchen den sukzessiven Verlust von
Solvensmolekilen bis hin zur kompletten Desolvatisierung des Analytions

annimmt®,

ESI-MS wurde in der Vergangenheit zur Analyse von metallischen Komplexen und
auch metallischen Nanopartikeln (CdS-Nanopartikel) mit Erfolg angewandt!®®. Kleine
Cluster mit bis zu 10 Cadmium- und 20 Schwefelatomen konnten als vierfach negativ
geladene Spezies detektiert werden, und vorhandene Verunreinigungen mit weniger

Atomen konnten identifiziert werden.
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2.2.3 UV/VIS-Detektor

Die UV/Vis-Spektroskopie macht sich die Absorption von elektromagnetischer
Strahlung durch Molekile zu Nutzen. Beim Durchgang einer elektromagnetischen
Welle durch Materie, tritt diese mit ihr in Wechselwirkung. Dabei konnen in den
Molekiilen oder Atomen Ubergénge von Elektronen aus bindenden o- und =-
Orbitalen oder nichtbindenden n-Orbitalen in antibindende o*- und =*-Orbitale
erfolgen (siehe Abb. 17). Besitzt das eingestrahlte Licht die entsprechende Energie,

einen solchen Ubergang hervorzurufen, wird es beim Durchgang durch die Materie

geschwacht.
AF
G
T
n
T
o

Abb. 17 Energiediagramm beim Ubergang von Elektronen induziert durch

elektromagnetische Strahlung.

o*-Orbitale sind energetisch sehr hoch liegend, weshalb fur Biomoleklle diese
Elektronenubergange spektroskopisch uninteressant sind. Interessant, da im
Wellenlangenbereich A > 200 nm liegend, sind Ubergéange in n*-Orbitale. Um diese
beobachten zu kénnen, miussen die Molekule ungesattigte Gruppen enthalten, was
bei den meisten Biomolekllen der Fall ist. Die Peptidbindung in Proteinen (siehe
Abb. 18) absorbiert bei 190 nm (n-n*) und 210 nm (n-n*), verschiedene
Aminosaurereste bei 257 nm (Phe, n-n*), 270 nm und 280 nm (Tyr und Trp, n-rt*)
(siehe Abb. 19). Die Nukleinsaurebasen besitzen Ubergénge im Bereich von 260 nm
(n-7* und n-n*) (siehe Abb. 20).
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Abb. 18 Peptidbindung, absorbiert bei 190nm (z-7*) und 210 nm (n-*)
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Abb. 19 Absorptionsspektrum der Aminosauren Phenylalanin (Phe), Tyrosin (Tyr)
und Tryptophan(Trp)
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Abb. 20 Absorptionsspektrum von DNA, das Absorptionsmaximum befindet sich bei

etwa 260nm
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Ein Standardaufbau eines UV/Vis-Detektors ist in Abb. 21 zu sehen. Als Lichtquelle
dient im Allgemeinen eine Deuteriumlampe flr den Wellenlangenbereich von 200 nm
bis 365 nm und eine Wolframlampe fur den Bereich von 365 nm bis 800 nm. Der
Monochromator, ein Prisma oder ein Gitter, filtert eine am Gerat einstellbare
Wellenlange heraus und Uber verschiedene Spiegel wird der nun monochromatische
Strahl durch die Analysenlosung geleitet. Diese Losung befindet sich in einer Klivette
oder einer Durchflusszelle. Bei dieser Arbeit handelte es sich um ein Gerat mit
Durchflusszelle, da die HPLC bzw. die Gelelektrophorese online an den UV/Vis-
Detektor gekoppelt wurde. Hinter der Zelle befindet sich der Detektor, welcher die
Intensitdt des durchtretenden Lichtstrahls misst. Uber einen Verstéarker und eine
Auswerteinheit, hier ein Computer, kdnnen die so erhaltenen Daten erfasst und

ausgewertet werden.

Mono- Sektor- Messlosung Spiegel
chromator spiegel
Lichtquelle
N ‘\. Verstarker  Auswertung
N |\ —
Deteklor
Kammblende
Spiegel Vergleichs- Spiegel
losung

Abb. 21 schematischer Grundaufbau eines UV/Vis-Detektors

Ein UV/Vis-Detektor ist ein element- und substanzunspezifischer Detektor, der
keinerlei Aussagen Uber die ldentitat eines Analyten machen kann, jedoch wird er in
vielen Laboratorien standardmallig eingesetzt, was mit seiner einfachen
Handhabung, seiner universellen Einsetzbarkeit und nicht zuletzt mit seinen

niedrigen Anschaffungs- und Unterhaltungskosten zusammen hangt.
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2.2.4 GroRBenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography,
SEC)

Die Grélenausschlusschromatographie ist eine chromatographische Methode, bei
der Partikel oder Molekule aufgrund ihrer Gro3e getrennt werden. Genau genommen
beruht die Separation verschiedener Analytfraktionen auf den Unterschieden im
hydrodynamischen Radius, welcher u.a. von der Form des Molekulls und der Grolke
der Solvathille abhangig ist. Als Saulenmaterial werden meist porése Silikate mit
modifizierter Oberflache oder quervernetztes Polymere (meist Polystyrol) verwendet,
wobei durch die Kontrolle der Oberflachenporositat bzw. den Grad der
Quervernetzung, die Porengrof’e und somit die Ausschlussgrenze bestimmt wird.
Abb. 22 illustriert das Prinzip, nach welchem verschieden grol3e Molekile von dem
Saulenmaterial ausgeschlossen werden, d.h. nicht oder nur in einem bestimmten
MalRe in die Poren eindringen, und somit unterschiedliche Verweildauern in der

Saule haben und zu unterschiedlichen Zeiten eluieren.

- kKnauelmoalek ile

— FParen

Abb. 22 Darstellung des Ausschlussprinzips bei der SEC-Chromatographie

Je kleiner der hydrodynamische Radius eines Moleklls ist, desto tiefer kann es in
eine Pore eindringen und desto langer ist der durch Diffusion zuruckgelegte Weg. Sie
eluieren demnach spater als grolRere Moleklle, die nicht so tief in die Poren der
stationaren Phase diffundieren kénnen. Solche Molekile, die gréler als die
Porendffnungen sind und deshalb nicht hinein diffundieren kénnen, werden auf einer
SEC-Saule nicht aufgetrennt und eluieren als Erste im Totvolumen V.

Das Permeationsvolumen der Saule V; setzt sich aus dem Totvolumen V, und dem

Porenvolumen V, zusammen.
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Vi=Vo+V,

Das Elutionsvolumen Ve von Molekulen, die von der Saule ausgeschlossen werden,
ist Vo. FUr Molekule, die in alle Poren eindringen konnen, ist Ve = Vo + V,. Molekule,

deren GroRRe zwischen diesen beiden Extremen liegt, eluieren im Volumen

Ve=Vo+ K-Vp

Fir vollig ausgeschlossene Molekile ist K = 0, fur partiell ausgeschlossene Molekile
ist 0 < K < 1 und flr Molekile, die vollstandig in die Poren eindringen kdnnen ist
K=1.

Da es sich bei der SEC um eine relative GroRenbestimmungsmethode handelt, muss
die verwendete Saule zunachst mit geeigneten Standards kalibriert werden. Hierzu
sollten ahnliche Verbindungen gebraucht werden, die spater auch analysiert werden
und deren GroRe durch eine unabhangige Methode bestimmt wurde. Fur
Nanopartikel bieten sich die Transmissionselektronenmikroskopie und die
dynamische Lichtstreuung an.

Eine Kalibrierkurve erhalt man, indem man die Retentionszeit oder das
Elutionsvolumen auf der Abszisse gegen den Logarithmus des Molekulargewichtes
oder des hydrodynamischen Radius auf der Ordinate auftragt. Im Allgemeinen reicht
ein linearer Ansatz zur Beschreibung der Kalibrierkurve aus. In Abb. 23 ist eine
solche gezeichnet. Man erkennt das Totvolumen, zu dem alle Molekule eluieren, die
eine bestimmte GroRRe Uberschreiten. Extrapoliert man die Molmasse bei diesem
Volumen, erhalt man die Ausschlussgrenze der Saule. Danach setzt eine Zone der
linearen Abhangigkeit des Elutionsvolumens vom Logarithmus der Molekulgrofie ein,
bei der der Verteilungskoeffizient K Werte zwischen 0 und 1 annimmt. Nahert sich K
dem Wert 1, so wird die Kurve wieder nicht-linear, da nun alle Molekule eluieren, die
eine bestimmte GrofRe unterschreiten. Extrapoliert man auch hier die Molmasse beim
Permeationsvolumen, erhalt man die Permeationsgrenze. Zwischen diesen Grenzen
lassen sich Molekile trennen und ihre GroRe ist mit einer gewissen Unsicherheit

bestimmbar.
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Abb. 23 Kalibrationskurve einer SEC-Saule

Zum Betreiben einer GroéRenausschlusschromatographie bendtigt man den
apparativen Aufbau einer HPLC-Anlage, in Abb. 24 schematisch dargestellt. Dabei
wird aus einem oder mehreren Losungsmittel- bzw. Pufferreservoirs mit Hilfe einer
Kurzhubpumpe der gegebenenfalls gemischte Eluent durch ein Ventil, welches zur
Probenaufgabe dient, und dann durch die Saule gepumpt. Die Pumpe gewahrleistet
einen konstanten Eluentenfluss bei hohem Gegendruck der Saule von bis zu
250 bar. Da das Saulenmaterial im Gegensatz zur klassischen reversed phase oder
normal phase Chromatographie relativ pords ist, liegen die auftretenden Drlcke je
nach Fliessgeschwindikeit zwischen 10 und 100 bar. Nach dem Austritt aus der
Saule tragt der Eluent die getrennten Fraktionen mit sich, welche nun auf vielfaltige
Weise detektiert werden konnen. In dieser Arbeit wurden einander erganzend und
vergleichend ein UV-Detektor und das ICP-MS genutzt.
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Abb. 24 Schematischer Aufbau einer HPLC-Anlage

2.2.5 Gelelektrophorese (GE)

Als Elektrophorese bezeichnet man die Trennung von geladenen Molekulen im
elektrischen Feld aufgrund unterschiedlicher Mobilitaten resultierend aus
verschiedener Ladung und Grofle der Analytmoleklle. Durch eine angelegte
Spannung erfahren lonen eine Kraft, welche Kationen zur Kathode und Anionen zur
Anode wandern lasst. Durch ihre unterschiedliche Beweglichkeit bilden verschiedene
Molekule bei ihrer Wanderung zur Elektrode Fraktionen und werden so voneinander
getrennt.

Im Jahre 1930 entwickelte der schwedische Biochemiker und spatere
Nobelpreistrager Arne Tiselius die Elektrophorese in freier Losung® wobei er auf
Arbeiten von Picton und Linde aus dem Jahre 1892 und 1897 aufbaute!®®"!. Hierzu
nahm er ein U-Rohr, in das er eine Mischung aus Farbstoffen gab und diese mit
Pufferlosung Uberschichtete. Zwei Elektroden wurden an den Enden des Rohres
platziert und nach Anlegung einer Spannung konnte man die sich trennenden
Farbstoffe als wandernde Banden erkennen. Aufgrund unterschiedlicher Ladungen
bei dem im Puffer herrschenden pH und unterschiedlicher GroRe wandern die

Molekule mit verschiedenen Geschwindigkeiten zu den Elektroden.
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Ein groRes Problem war die entstehende Joul'sche Warme, welche durch molekulare
Reibung der Molekile bei ihrer Wanderung im elektrischen Feld entsteht. Sie kann
nur Uber die auReren Grenzflachen des Rohrchens abgegeben werden und so bildet
sich von der Rohrmitte nach aulen ein Temperaturgradient aus, welcher zu
thermischen Konvektionsbewegungen in der Fllssigkeit und somit zu einer
Vermischung von bereits separierten Fraktionen fuhrt.

Erst die Verwendung von Tragersubstanzen wie Gelen oder Papier verringerten die
thermische Konvektion und machten die Elektrophorese zu einem analytisch
brauchbaren Werkzeug, welches bis heute aus der Biologie und der Biochemie nicht
mehr wegzudenken ware. Einsatzgebiet ist z. B. die Auftrennung von DNA-
Fragmenten unterschiedlicher Lange und durch den Vergleich mit einem
Langenstandard kann man den einzelnen DNA-Fraktionen durch Vergleich der
Wanderungsgeschwindigkeiten mit einer gewissen Prazision eine bestimmte
Basenpaaranzahl zuordnen. Um die Fragmente im Gel sichtbar zu machen, werden
sie mit Ethidiumbromid® angefarbt, welches statistisch zwischen die Basenpaare
interkaliert. Die Intensitat der Farbung ist substanzabhangig, so ist die Anbindung an
einstrangige DNA oder RNA wesentlich schwacher. Der Farbstoff fluoresziert bei
254 nm und durch Messung der Intensitat kann man eine Aussage uber die
vorhandene Substanzmenge an DNA machen. Bei der Analytik von Proteinen kommt
der Farbstoff Commassie-Blau zum Einsatz*, der sich durch Physisorption an Arginin
und aromatische Aminosauren, wie Histidin, Tyrosin und Phenylalanin bindet.

Ein Nachteil der Elektrophorese in Gelen ist immer noch die entstehende Warme,
welche zu einem Schmelzen des Gels oder zu dessen Austrocknung fuhren kann.
Durch eine Verringerung des Stromflusses wird zwar die Warmeproduktion

verkleinert, jedoch verlangern sich dadurch die Analysezeiten, und die Trennleistung
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kann abnehmen. Auch statistische Unterschiede der Porengréle und
PorengréfRenverteilung in vom Ansatz her gleichen Gelen fihren 2zu
nichtreproduzierbaren Ergebnissen, welche den Vergleich von verschiedenen
Trennungen erschweren. Den groRten Nachteil stellte bis jetzt jedoch die mehr oder
weniger aufwendige Detektion der Analyte dar, mit der bis Weilen nur begrenzte
quantitative Aussagen zu machen sind. Eine direkte Bestimmung war bis dato nicht
moglich, die Molekule mussten erst durch Anfarben sichtbar gemacht werden.

Durch die Verwendung puffergefullter Quarzkapillaren konnten die meisten Probleme
geldst werden. Ein guter Warmeabtransport aufgrund der gro3en Oberflache und des
geringen Volumens verhindert die Bildung von Konvektionsstromen und eine UV-
Detektion der getrennten Analyte war wegen der Transparenz der Kapillare moglich.
Auch die Verwendung gelgeflllter Kapillaren (Kapillargelelektrophorese, CGE) ist
absolut vergleichbar mit der Plattengelelektrophorese. Von Vorteil ist die problemlose
Anlegung 10- bis 100-mal starkerer Felder, von Nachteil jedoch die geringe
Probenmenge, die im Allgemeinen bei allen kapillarelektrophoretischen Methoden
aufgegeben werden kann.

Nichtsdestotrotz ist die traditionelle Gelelektrophorese auch aus modernen
biologischen und biochemischen Laboratorien nicht wegzudenken, weshalb
Anstrengungen unternommen wurden, eine an leistungsstarke Detektoren einfach
anzukoppelnde und durch die online-Detektion schnellere Variante der selben zu
entwickeln. So beschrieben Brichert und Bettmer 2005 die online Kopplung einer GE
an ein ICP-MS, welche zur Trennung von DNA-Fragmenten mit anschliellender

Detektion des Phosphors benutzt wurde!®?,

Die klassische Elektrophorese in Gelen ist eine in der Biologie und Biochemie sehr
weit verbreitete analytische Methode, da man auf einen Uber Jahrzehnte
gesammelten Erfahrungsschatz zuruckblicken kann und die einfache und
kostengunstige Handhabung den Umgang mit ihr sehr leicht machen. Das
Trennprinzip ist auf den ersten Blick sehr einfach. Durch den porésen Charakter der
Gele kommt es bei der Migration von geladenen Makromolektllen im elektrischen
Feld durch den Siebeffekt des Gels zu einer Trennung nach deren GroRRe. Jedoch

wird die Trennung durch eine Vielzahl an Parametern beeinflusst, was eine exakte
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theoretische Betrachtung sehr schwierig macht und weshalb in der praktischen
Anwendung meist auf empirisch gewonnene Erfahrungen zurtickgegriffen wird. Als
Gelmatrix wird Agarose oder polymerisiertes und quervernetztes Acrylamid
verwendet, wobei durch die Konzentration der Agarose bzw. den Vernetzungsgrad

des Polyacrylamids die durchschnittliche Porengrdlie kontrolliert wird.

Bei der Wanderung durch das Gel wirken zwei Krafte auf die geladenen Molekile.
Zum einen die elektrische Kraft Fg, die proportional zu der Starke des Feldes E und

der Ladung des lons ist:

FE =zeE

z Ladung des lons

e Elementarladung des Elektrons [1,602:10™"° C]
E Starke des elektrischen Feldes [Vem™]

Die Feldstarke ist der Quotient aus der angelegten Spannung und dem Abstand der
Elektroden. Er ist bei den verwendeten Apparaturen bei konstanter Spannung immer

gleich, da die Elektroden nicht beweglich sind.

Der elektrischen Kraft Fg wirkt die Reibungskraft Fr der Molekile bei ihrer
Wanderung durch das Gel entgegen. Angenahert kann sie nach Stokes flir ein

kugelformiges Teilchen in Losung beschrieben werden durch:

Fr =-6mnrv

n Viskositat der Losung [Pa s]

r hydrodynamischer lonenradius [m]

v Lineargeschwindigkeit des lons [ms™]

Eine konstante Geschwindigkeit der wandernden Molekile ergibt sich, wenn beide

vektoriellen Krafte im Gleichgewicht sind:

v = zeE/6nnr
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Die lonenbeweglichkeit oder elektrophoretische Mobilitdt pep, welche eine

gerateunabhangige GroRe darstellt, ergibt sich zu:

uep = ze/6mnr

Sie ist abhangig vom Losungsmittel und spezifisch fur jeden Stoff. Man erkennt, dass
sie in einem Losungsmittel eine Funktion der lonenladung und der lonengrdfe ist. Je
héher die effektive Ladung eines Moleklls und je kleiner sein hydrodynamischer
Radius ist, desto beweglicher ist es und wandert somit schneller. Die effektive
lonenladung setzt sich zusammen aus der Ladung des lons abzuglich des Anteils

der entgegengesetzt geladenen lonensphare, die es umgibt.

Bei der Analyse von Proteinen unterscheidet man prinzipiell zwischen zwei Arten der

Gelelektrophorese:

e nativen Gelelektrophorese, bei der die Proteine in ihrer naturlichen Form
belassen werden

e denaturierende Gelelektrophorese, bei der die Analyten durch einen Zusatz im
Puffer (meist ein Detergenz) in eine Form gebracht werden, die nicht der

naturlichen entspricht

Die native GE ist eine Variante der Gelelektrophorese, bei der die zu analysierenden
Proteine in ihrer naturlichen, also gefalteten Form im elektrischen Feld durch das
Molekularsieb des Gels getrennt werden. Im Gegensatz zur denaturierenden
Gelelektrophorese mit Natriumdodekylsulfat (sodium dodecylsulfate, SDS) erfolgt die
Trennung nicht ausschlieRlich aufgrund der Grél3e der entfalteten und einheitlich mit
SDS-Anionen beladenen Proteine sondern setzt sich aus deren Ladungszustand und
deren hydrodynamischer GroRe zusammen. Die native GE findet Einsatz, wenn
Informationen Uber den natlrlichen Zustand der Proteine gewonnen werden sollen.
Als Beispiel sei die Trennung von Monomeren, Dimeren, Trimeren, etc. zu nennen,
die bei der Verwendung von SDS alle in das Monomer umgewandelt werden wurden.

Des Weiteren konnen Proteine mit unterschiedlichem Phosphorylierungsgrad
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getrennt werden, da sich zwar kaum die Masse, dafiur jedoch die Ladung durch
zusatzliche Phosphatgruppen voneinander unterscheidet.

Die Benutzung der nativen GE hat bei der Detektion mittels ICP-MS den Vorteil, dass
die Konzentration geloster Stoffe der ins Plasma eingefuhrten Matrix, also dem
Puffer, niedrig gehalten werden und somit die Verunreinigung des Injektorrohres und
der Konen minimiert werden kann. Ein weiterer Vorteil ist die niedrige Stromstarke
der Pufferlosung bei vergleichsweise hohen angelegten Spannungen. Mit einem
Zusatz an Detergenz steigt die Stromstarke stark an und eine merkliche Erwarmung
des Gels bis hin zum Schmelzen wird beobachtet. Als Folge dessen muss bei der
Verwendung von Zusatzstoffen im Puffer die Spannung erniedrigt werden, was
wiederum andere Nachteile wie stark verlangerte Trennzeiten und manchmal
schlechtere Trennleistungen mit sich bringt.

SDS-PAGE ist ohne Zweifel die am weitesten verbreitete Art der Gelelektrophorese,
da sie auf Grund der Entfaltung und gleichmafRigen Aufladung der Proteine diese
annahernd ausschlieBlich nach ihrer GroRe auftrennt. In Kombination mit einer
vorangehenden isoelektrischen  Fokussierung (2D-SDS-PAGE) liefert sie
hervorragende Proteintrennungen. Jedoch aufgrund der oben genannten
Limitationen bei der Benutzung von Rohrchengelen anstelle von Plattengelen wurde
in erster Linie mit nativen Agarosegelen gearbeitet, um das zu untersuchende
System einfach zu halten und mogliche Stérungen zu minimieren. Die prinzipiellen
Einsatzmoglichkeiten der Rohrchengelelektrophorese konnten auf diese Weise

gezeigt werden.

Agarose ist ein Polysaccharid aus Galactose und 3,6-Anhydrogalactose, die

alternierend B- 1,4- und a- 1,3-glykosidisch verbunden sind (siehe Abb. 25).

Agarose

Abb. 25 Ausschnitt aus der Polymerkette der Agarose
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Sie ist ein starker Gelbildner und findet deshalb Einsatz als Matrixsubstanz bei
elektrophoretischen Trennungen. Durch Aufkochen der Agarose in Pufferlésung
schmilzt diese und geliert bei Abkuhlung wieder. Die Konzentration des
Polysaccharids in der Losung entscheidet Uber die durchschnittliche Porengrofe des
Gels und somit Uber die Migrationsgeschwindigkeit der zu untersuchenden

Makromolekdule.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschliel3lich Agarosegele hergestellt und keine
Polyacrylamidgele verwendet. Der Umgang mit der hoch toxischen
Ausgangssubstanzen Acrylamid sollte vermieden werden und es standen
Alternativen in Form von Hochleistungsagarosen zur Verfugung, die in ihren
Trenneigenschaften mit denen von PA-Gelen vergleichbar sind und fir die Analyse
der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Modellproteine eine zufriedenstellende
Trennung erbrachten. Um verschiedene Messungen bezuglich der Migrationszeiten
der einzelnen Spezies vergleichen zu konnen, wurde jeder Probe mindestens ein
interner Marker zugesetzt. Mit ihm kann ein Rf-Wert ausgerechnet werden, der unter
gleichen Trennbedingungen fir dieselbe Substanz gleich sein sollte, auch wenn die
absolute Migrationsstrecke, bzw. -geschwindigkeit differiert. Bei Plattengelen wurde

Bromphenolblau verwendet und beim Réhrchengel u. a. auch lodid und lodat.
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3 Experimenteller Teil

3.1 Chemikalien- und Gerételiste

3.1.1 Chemikalien

Argon Reinheitsstufe 4.6 (99,996 %) (Linde)
Helium Reinheitsstufe 4.6 (99,996 %) (Linde)
Stickstoff Reinheitsstufe 4.6 (99,996 %) (Linde)

Phosphor Plasmastandardiésung 1000 pgmL™" (Alfa Caesar)
Schwefel Plasmastandardlésung 1000 ugmL™" (Alfa Caesar)
Gold Plasmastandardiésung 1000 pgmL™" (Alfa Caesar)
Silber Plasmastandardiésung 1000 pg'mL™" (Alfa Caesar)

Dinatriumhydrogencitrat-1,5-hydrat, reinst (Riedle-de Haen)
Trinatriumhydrogencitrat (Sigma)

Natriumchlorid p.a. (Acros)

Tris(hydroxymethyl)aminomethane p.a. (Acros)

Borsaure suprapur (Merck)
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure, HEPES (Acros)
Natriumdodecylsulfat (SDS for molecular biology) min. 98,5 % (GC) (Sigma)
Bromphenolblau (Sigma)

Methanol, ECD geprift fir die Rickstandsanalyse (Acros)
Tetrachlorgoldsaure 99 % (Sigma)

Natriumborhydrid 98 % (Acros)

DL-Mercaptobernsteinsaure 99 % (Acros)

DL-Liponsaure 98 % (Acros)

Natriumdihydrogenphosphat p.a. (Merck)

Dinatriumhydrogenphosphat p.a. (Merck)

DL-1,4-Dithiothreitol, DDT 98 % pure (Acros)

1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimide Hydrochloride, EDC (Piercenet)

N-hydroxysuccinimid, NHS (Piercenet)

Silbernitrat zur Analyse (Acros)

Goldnanopartikelstandardidsungen (Sigma, Zertifikate siehe Ende Kapitel 6)
Bovine a-, b-casein (Sigma—Aldrich)

Ovalbumin (Sigma—Aldrich)
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3.1.2 Gerate

ICP-Q-MS Elan 5000 (Perkin Elmer)
ICP-Q-MS -HP7500 (Agilent Technologies)
ICP-HRMS Element 2 (Thermo Finnigan MAT)
ESI-MS LCQ DECA (Thermo Finnigan)

Zerstauber Typ Cross-flow (AHF Feuerbacher)
Spruhkammer Scott-Typ aus Quarzglas (AHF Feuerbacher)

Konen aus Nickel (AHF Feuerbacher)

HPLC-Pumpe S1121 Solvent Delivery System (Sykam)
Gradienten-Mischer S8110 (Sykam)

Probeninjektionsventil 9725i (Rheodyne)
Probenschleifen 100, 50 und 20 yL (Rheodyne)

RP-Saule Nucleosil C 18 (5 y KorngréRe, 1000 A PorengréRe, 150 x 2,0mm ID)
(Phenomenex)

RP-Saule Nucleosil C 18 (5 u KorngréRe, 300 A PorengroRe, 150 x 2,0mm ID)
(Phenomenex)

Vorsaulencartridge Widepore C18 (4,0 x 2,0mm ID) (Phenomenex)
Model 491 Mini Prep Cell (BioRad Laboratories)

PowerPac Basic Power Supply (BioRad Laboratories)
PowerPac 3000 Power Supply (BioRad Laboratories)
SeaKem® LE Agarose (Cambrex)

NuSieve® 3:1 Agarose (Cambrex)
Milli-Q Water Purification System (Millipore)

Uniphase He/Ne laser (A = 632.8 nm, 22 mW)

ALV-SP 86 Goniometer (ALV)

ALV/High QE APD-Avalanche photodiode with fiber optic detection (ALV)
ALV3000 correlator (ALV)

Lauda RC-6 thermostatization unit (Lauda GmbH)

EM420 electron microscope (Philips Electron Optics)
JEM 3010 (JOEL)
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3.2 Synthese von Gold- und Silbernanopartikeln

3.2.1 Die Citrat-Methode

Zur Herstellung von Goldnanopartikeln mittels der Citratmethode nach Turkevich!?”]

geht man von einem gut |6slichen Salz des Metalls, wie z. B. Tetrachlorogoldsaure,
aus. Alle verwendeten GefalRe und Ruhrfische werden vor der Benutzung mit frisch
zubereitetem Konigswasser (Salpetersdure und Salzsdure im Verhaltnis 1:3)
gesaubert und mit MQ-Wasser grundlich ausgespult.

Zur Herstellung der Goldnanopartikel wird einer wassrigen Goldsalzlésung mit der
Konzentration ¢ = 2,5-10“molL" Au®* als Tetrachlorogoldsdure zum Sieden erhitzt
und unter kraftigem RUhren werden verschiedene Volumina einer Trinatriumcitrat-
Lésung der Konzentration ¢ = 20 mmolL™" zugegeben. Nach wenigen Minuten
wechselt die Losung die Farbe von schwach gelb nach tief rot. Die Losung wird fur
weitere 15 min unter Ruhren am Sieden gehalten.

Wahrend der Induktionszeit wird durch die Oxidation des Citrates
Acetondicarbonsaure gebildet, wobei Au®* reduziert wird. Bei der direkten
Verwendung von Acetondicarbonsaure fiele diese Induktionszeit weg und die Losung
anderte ihre Farbe schon nach wenigen Sekunden.

Acetondicarbonsaure spielt eine gro3e Rolle als Precursor, Reduktions- und
Nukleationsagens (siehe Abb. 26). Zuerst wird die Citronensaure durch das Au®* zur
Acetondicarbonsaure oxidiert, wobei das Gold zu Au(0) reduziert wird. Die Reduktion
erfolgt jedoch nicht direkt, sondern iiber die Stufe des Au®, in Lésung als AuCly
vorliegend, welches durch die Carboxylatgruppen der Acetondicarbonsaure
koordiniert ist. Wahrend dieses Nukleationsprozesses bilden sich Goldkerne mit 13
oder mehr Atomen, die durch die Komplexierung des AuCl, entstanden sind. Die
Koordination des Goldes ist zwingend notwendig, da eine Nukleation nur stattfindet,
sobald eine lokale Ubersattigung der Ldésung an Gold gegeben oder sobald ein
Nukleationskeim vorhanden ist. In diesem Fall wird die Ubersattigung durch die
raumlich nahe Koordination des Goldes hervorgerufen und kleine Goldkerne
entstehen®”. Nachdem eine signifikante Anzahl dieser Kerne entstanden ist,
wachsen diese durch reduktive Abscheidung von Au(0) auf deren Oberflache. Die

Grole der Cluster hangt vom Verhaltnis Gold zu Citrat ab, da letzteres letztendlich
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fur die Keimbildung verantwortlich ist und je mehr Nukleationskeime gebildet werden,

desto kleiner werden die resultierenden Cluster.

N N
Vi A
HO - - o + H,O + C:——0
OH Oxidation
OH OH
/
0
+
O\ c -
CI\ /

\ Reduktion von Gold %QQQQ
oAl / Oxidation von Citrat O O
"0 7, QQQQ
O/ \ o o Nukleation Q Q
° & Partikelwachstum
AU\
Cl \ o)
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Abb. 26 Reaktionsmechanismus der Bildung von Goldclustern durch Reduktion von

Au®" mit Citronensaure

Um die Reproduzierbarkeit eines solchen Syntheseansatzes zu Uberprifen, wurden
zwei unterschiedliche Ansatze jeweils drei Mal wiederholt. Des Weiteren sollte
uberpruft werden, ob zwei unterschiedliche Au/Citrat-Verhaltnisse zu Goldpartikeln
verschiedener GroRRe fuhren und diese auch mit der HPLC unterschieden werden
konnen. Als Stammldsungen dienten die zu Beginn des Kapitels genannte
0,25 mmolL™" Au**-Lésung, hergestellt aus HAuCls-3H,O und die 20 mmolL”
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Citratlésung, angesetzt mit Trinatriumcitrat. In Tab. 1 sind die Ansatze tabellarisch

zusammengefasst.

Tab. 1 Syntheseansatze der Citratnanopartikel

Ansatz Au-Losung [g] Citrat-Losung [uL] Au/Citrat-Verhaltnis
A 10,22 426 0,3
10,13 422 0,3
C 10,20 425 0,3
D 10,16 317 0,4
E 9,88 309 0,4
F 10,14 317 0,4

Neben den selbst hergestellten Goldclustern wurden drei kaufliche Standards
verwendet, die vom Hersteller Sigma auf ahnliche Weise synthetisiert wurden und
eine zertifizierte GroRenverteilung und DurchschnittsgroRe besitzen. Nominal betrug
der Durchmesser der einzelnen Standards 5 nm (3-6 nm), 10 nm (8-12 nm) und
20 nm (17-23 nm), was durch TEM-Aufnahmen bestatigt werden konnte (siehe
Kapitel 4.2.4). Die drei Standards dienten zur Kalibrierung der SEC-Saule fur die

Bestimmung der GroRRe der Cluster A - F und fur Ligandenaustauschexperimente.

3.2.2 Reduktion mit NaBH, in Anwesenheit von Thiolen

Bei dieser auf Brust et al. basierenden Methode!®® wird das Natriumcitrat aus der
zuvor beschriebenen Synthese durch Natriumborhydrid als reduzierendes Reagenz
ersetzt. Da letzteres viel starker reduzierend wirkt, wird die Reaktion nicht bei 100°C
sondern bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Um stabile, gegen Agglomeration
geschutzte Partikel zu erhalten, ist ein Stabilisierungsligand notwendig, welcher bei
der Citrat-Methode das Citrat selbst ist. Hier konnen verschiedene Thiole zum
Einsatz gebracht werden, welche Uber den Schwefel eine wesentlich starkere
Bindung zu denen sich an der Oberflache des Partikels befindlichen Gold- bzw.
Silberatomen ausbilden und dadurch stabiler gegeniiber der Anderung &uBerer

Einflisse reagieren.
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Die entstehenden Partikel sind im Allgemeinen kleiner als die Citratnanopartikel, was
in der héheren Geschwindigkeit der Reduktion und Nukleation begrindet ist. Auch
hier kann durch Variation des Verhaltnisses Metall zu Thiol Einfluss auf die Grolde

der resultierenden Cluster genommen werden.

Zur Synthese stehen prinzipiell zwei Arten von Thiolen zur Verfigung:

e Thiole, die wasserlosliche Cluster hervorbringen

e Thiole, die wasserunldsliche Cluster hervorbringen

Zur ersten Gruppe gehoren Thiole mit ionisierbaren funktionellen Gruppen (z. B.
Carboxylgruppen) oder polaren Gruppen (z. B. Hydroxylgruppen). Wasserunlosliche
Cluster erhalt man unter Verwendung von unpolaren Thiolen (z. B. Alkanthiole) oder
Thiolen mit polaren Gruppen aber langen Kohlenstoffketten (z. B. Mercaptohexan-6-
ol). Diese Arbeit beschreibt nur die Synthese und Analyse von wasserlslichen
Nanopartikeln, da die Analytik in wassriger Phase stattfindet und das potentielle
Einsatzgebiet bei der Markierung von Biomolekllen ebenfalls in einem wassrigen
Milieu liegt. Hier verhalten sich thiolstabilisierte Cluster wesentlich stabiler gegen
Anderungen der lonenstarke oder des pH-Wertes. Citratpartikel agglomerieren
beispielsweise bei Zugabe einer Salzlosung sofort, da eine hohe Elektrolyt-
konzentration die an der Clusteroberflache adsorbierten Citratmolekile verdrangt
und daraufhin die schutzende Hulle der Partikel zusammenbricht. Da das Thiol eine
quasi-kovalente Bindung zum Metall des Clusters ausbildet, kann es durch andere
geloste lonen nicht verdrangt werden und die Partikel bleiben in Losung. Bei starker
Veranderung des pH-Wertes fallen sowohl citrat- als auch thiolstabilisierte
Nanopartikel aus, wobei sich letztere reversibel durch erneute Anderung des pH
wieder in LOsung bringen lassen.

Im Folgenden wird die Synthese der bei dieser Arbeit hautsachlich zum Einsatz
gekommenen Nanopartikel beschrieben. Neben der Mercaptobernsteinsaure (MSA,
mercapto succinic acid) wurden auch 2,3-Dimercaptobernsteinsaure, Liponsaure,
Dihydroliponsaure, ®-Mercaptohexansaure, o-Mercaptohexanol und diverse
kurzkettige Alkanthiole zur Synthese verwendet, allerdings ergaben nur
Syntheseansatze mit den vier erstgenannten Verbindungen wasserlosliche Cluster.

Fir alle folgenden analytischen Untersuchungen an thiolstabilisierten Nanopartikeln
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wurden beispielhaft die in der Literatur beschriebenen MSA-Cluster verwendet, um
die zu erarbeitenden Ergebnisse mit in der Literatur beschriebenen Erkenntnissen

vergleichen zu konnen.

3.2.2.1 Mercaptobernsteinsaure (MSA)

Tetrachlorogoldsaure wird in Methanol gelést und mit einer ebenfalls methanolischen
Lésung von Mercaptobernsteinsdure® versetzt. Die intensiv gelbe Farbung der
Losung verblasst langsam und weicht einem fahlen Gelb. AnschlieRend wird eine
frisch angesetzte wassrige Natriumborhydridldsung langsam wahrend 5 min
zugetropft. Die Losung sprudelt bei jedem zugegebenen Tropfen stark auf und farbt
sich alsbald dunkelbraun. Das exzessive Sprudeln rihrt von der Reaktion des
Hydrids mit Methanol her. Borhydrid reagiert zu Borat und Borsauremethylester und
elementarer Wasserstoff entweicht als sprudelndes Gas. Ein Teil des Borhydrids
reduziert das geldste Au®* bzw. die sich gebildeten Au(l)-MSA-Komplexe und am
Ende der Reaktion steht ein mit MSA kovalent stabilisiertes Goldcluster. Durch die
Zersetzung des Borhydrids steigt der pH-Wert und das auf der Goldoberflache
gebundene MSA wird deprotoniert, was dazu fuhrt, dass das Cluster aus dem
Methanol ausfallt.

Nach einer Stunde Rulhren ist die Reaktion abgeschlossen und alles Borhydrid hat
sich zersetzt. Die Suspension wird nun in ein Zentrifugenrohrchen uberfuhrt und bei
4000 Umin' fir 30 min zentrifugiert. Das Prazipitat wird zweimal mit
20 % v/iv Wasser/Methanol und zweimal mit purem Methanol gewaschen, um die
Nanopartikel von Salzen und oberflachlich adsorbiertem MSA zu befreien. Nach
jedem Waschschritt wird die Losung =zentrifugiert, dekantiert und in der
nachfolgenden Waschlésung im Ultraschallbad dispergiert. Am Ende des
Waschprozederes wird die Probe nach dem Dekantieren im Vakuum bei
Raumtemperatur getrocknet. Fur Untersuchungen wird ein Teil des Pulvers in

Wasser oder Pufferldsung unter Ausbildung einer tiefbraunen Farbe geldst.

0]

OH
HO

§ SH O 2-mercaptosuccinic acid, Thioapfelsaure, 2-Mercaptobernsteinsadure
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Mit den folgenden Ansatzen wurden verschiedene Proben synthetisiert:

Tab.2 Syntheseansatze von Au-MSA-Partikeln

Probenname  HAuCl4s [mg] MSA[mg] NaBH4 [mg] Verhaltnis Au/S

TC-01 40,7 5,2 37,5 3:1
TC-02 39,5 15,1 35,9 1:1
TC-03 40,4 76,9 38,1 1:5
AUgiein 38,9 37,0 22,4 4:5
Augrog 31,7 15,0 12,2 8:5

Die Synthese der Silber-MSA-Partikel erfolgte auf die gleiche Weise. Im Unterschied
zu Gold besitzt Silber ein deutlich niedrigeres Oxidationspotential, weshalb keine
Reduktion des MSA erfolgt und der Ag-MSA-Komplex sich sofort ausbilden kann.

Hier wurden folgende Proben synthetisiert:

Tab.3 Syntheseansatze von Ag-MSA-Partikeln

Probenname  AgNO; [mg] MSA[mg] NaBHs [mg] Verhaltnis Ag/S

TC-04 40,1 11,8 75,4 3:1
TC-05 38,1 33,6 74,3 1:1
TC-06 35,3 156 77,8 1:5
P17 350 3090 380 1:10
P18 345 914 380 1:3
P19 360 317 380 1:1
P20 372 164 380 2:1

Als getrocknetes Pulver blieben die Cluster bis zum Ende der Arbeiten stabil, ohne
dass eine messbare Veranderung bezlglich der GrolRe feststellbar war. Im
Gegensatz zu den Pulvern konnte bei alteren Losungen allerdings eine
Agglomeration festgestellt werden, weshalb angesetzte Verdunnungen nie langer als

zwei Wochen verwendet wurden.
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3.3 Synthese verschiedener Thiole

Um der in Abb. 1 aufgezeigten Strategie folgen zu konnen, wurden einige nicht
kauflich zu erwerbende Thiole bendtigt, welche selbst synthetisiert werden mussten.
Hierunter einerseits die w-Mercaptohexansaure, die zur Synthese von Nanopartikeln
genutzt werden sollte und andererseits die Dihydroliponsaure, die neben der

Synthese auch bei den Ligandenaustauschexperimenten eingesetzt werden sollte.

3.3.1 Dihydroliponsaure

Bei der Darstellung der oxidationsempfindlichen Dihydroliponsaure geht man von
Liponsaure (engl. thioctic acid) aus und reduziert in wassriger Lésung mit NaBHs,.
Liponsaure ist eine lineare Carbonsaure mit acht Kohlenstoffatomen, die am

w-Ende eine Thiolgruppe besitzt, welche Uber eine Disulfidbriicke mit einer weiteren,

zu ihr in B-Stellung stehenden Thiolgruppe verbunden ist.

OH

Abb. 27 Chemische Struktur von Liponsaure (5-(1,2-Dithiolan-3-yl)pentansaure)

1,5 g Liponsaure (7,25 mmol, MW: 206,32 gmol™') werden in 50 mL 0,25 molarer
Natronlauge gelost. Die gelbliche Losung wird unter stetigem Ruhren auf 5 °C
abgekiihlt. 0,3 g NaBH,4 (8 mmol, MW: 37,83 gmol™”) werden in etwa 1 mL Wasser
geldst und in kleinen Portionen zugetropft. Sofort setzt ein leichtes bis heftiges
Sprudeln ein, was auf die Reaktion des Borhydrids mit Wasser zurtickzufihren ist.
Nach drei Stunden Ruhren ist die Farbung der urspriunglich gelben Losung
vollstandig verschwunden und es wird mit 0,2 molarer HCI bis auf pH 1 angesauert.
Die auf diese Weise protonierte Dihydroliponsaure wird drei Mal mit 20 mL
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden einmal mit
Wasser gewaschen und anschlieend uber MgSO,4 getrocknet. Nach destillativer
Entfernung des Ethers bei 30 °C bleibt als Produkt 1,29 g einer schwach gelblichen
Fllssigkeit, die bis zur weiteren Verwendung unter Stickstoff bei -18 °C gelagert

wurde. Die Ausbeute der Reaktion betrug 85 %.
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Abb. 28 Reaktionsschema der Reduktion von

Natriumborhydrid in gekuhlter wassriger alkalischer Losung.
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Zur Uberpriifung der Identitat und der Reinheit wurden vom Edukt Liponsaure ein
'H-NMR und vom Produkt Dihydroliponsdure ein 'H-NMR und ein '>C-NMR-

Spektrum aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen sind in Tab. 4 bis Tab. 6

zusammengefasst. Die Spektren sind in Abb. 29 und Abb. 30 zu sehen.

Tab.4 Zusammenfassung der Signale des 'H-NMR-Spektrums von DL-Liponséure

in CDCl3
Signalnummer y Ch_emische Aufspaltung Anzahl der Protc_)nen
erschiebung [ppm] (durch Integration)
3,57 Quintett 1
3,11-3,19 Multiplett 2
7a 2,46 Multiplett 1
2 2,40 Triplett 2
7b 1,92 Multiplett 1
3-4 1,65-1,72 Multiplett 4
5 1,41-1,58 Multiplett 2
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Die Protonen 6 und 8 an den Kohlenstoffatomen, die Bindungen zum Schwefel
aufweisen, besitzen die grolte Tieffeldverschiebung, was auf die Nahe zum
Schwefel zurickzufuhren ist. Die Protonen an C7 sind nicht aquivalent, was an der
Asymmetrie des benachbarten Kohlenstoffs und der Fixierung durch den Funfring
liegt. Deshalb weisen sie unterschiedliche Verschiebungen auf. Bei diesen funf
Protonen (6-8) werden nach der Reduktion der Disulfidbriicke deutliche
Veranderungen in der chemischen Verschiebung zu beobachten sein. Die ubrigen

(2-5) werden davon relativ unbeeinflusst bleiben.

Tab.5 Signale aus dem "*C-NMR-Spektrum von DL-Dihydroliponsaure

Signalnummer v Chemische ~ Vergleich mit
erschiebung [ppm] Literaturwerten [ppm]
1 * 180,0
6 42,6 427
7 39,1 39,2
S 38,5 38,6
2 33,7 33,8
4 26,3 26,4
8 24,1 242
3 22,1 22,2

*liegt aulierhalb des ausgedruckten Bereiches des Spektrums
Tab.6 Zusammenfassung der Signale des 'H-NMR-Spektrums von
Dihydroliponsaure in CDCl;

Verschiebung Anzahl der | Vergleich mit

Signalnummer [lppm] Aufspaltung Protonen | Literaturwerten
6 2,88 -2,97 Multiplett 1 2,89
8 2,6-2,8 Multiplett 2 2,67
2 2,36 Triplett 2 2,34
7 1,86 - 1,97 Multiplett 1
1,73-1,82 Multiplett 1
: 1,4-1,92
4-3 1,62 - 1,67 Multiplett 4
5 1,45-1,6 Multiplett 2
9-10 1,30 und 1,32 Multiplett 2 1,30 und 1,33
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In der Tat bleiben die Verschiebungen der Protonen 2 bis 5 im 'H-NMR-Spektrum
fast unverandert. Die Protonen 6 und 8 haben ihre Position im Spektrum zu héherem
Feld verschoben. Die Protonen 7a und 7b weisen nach Aufbruch des starren
FUnfrings durch die Spaltung der Disulfidbricke nun fast identische chemische

Verschiebungen auf.

ANV H 0O
H I
) /7\ /5\|ﬁ 3T
HH I H I ,
gSH  HS,, H H H

Im Spektrum des Produktes (Abb. 29 rechts) sind noch Reste vom Ldsemittel
Diethylether zu erkennen (Signale bei 3,48 ppm und 1,18 ppm). Nach Abschatzung
mittels der integrierten Protonensignale betragt der Ldsemittelrest etwa 1,5 %.

Signale des Eduktes sind praktisch nicht mehr detektierbar.

Abb. 29 Gegeniiberstellung der "H-NMR-Spektren von DL-Liponsdure und DL-

Dihydroliponsaure.
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Abb. 30 ®*C-NMR-Spektren von DL-Dihydroliponséure.

Durch den Vergleich der Spektren mit Ergebnissen aus der Literatur’®! konnte die
Identitdat des Produktes zweifelsfrei festgestellt werden und ohne weitere
Aufarbeitung wurde die DL-Dihydroliponsaure fur alle folgenden Experimente
verwendet. Nach Entnahme der bendtigten Menge wurde die Substanz wieder unter

Stickstoff bei — 18 °C aufbewahrt, um die Oxidation der Thiolgruppen zu unterbinden.

3.3.2 ®-Mercaptohexansaure

Zur Herstellung von o-Mercaptohexansaure werden 13,6 g e-Caprolacton
(120 mmol, MW: 114,14 gmol™") mit 8,4 g Thioharnstoff (110 mmol, MW:
76,12 gmol™) und 20,1 g Bromwasserstoff (48 % m/v)) (120 mmol, MW:
80,92 gmol™") wihrend 9 Stunden im Olbad bei 120 °C unter Riickfluss gekocht.
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Abb. 31 Edukte und Produkt bei der Synthese von w-Mercaptohexansaure

Nach Abkuhlung auf Raumtemperatur werden etwa 20 g NaOH als 50 % m/v Lésung
zugeflgt. Dabei fallt erst ein Feststoff aus, der sich dann wieder auflést, bis die
Lésung schlieBlich klar wird. Flr weitere 3 Stunden wird die Losung bei 100 °C unter
Ruckfluss zum Sieden erhitzt. Nach erneutem Abkuhlen wird der pH-Wert mit
Schwefelsaure (50 % v/v) auf pH 1 eingestellt. Dabei bilden sich zwei Phasen aus.
Die Suspension wird drei Mal mit je 100 mL Diethylether extrahiert, die vereinigten
Extrakte mit Wasser gewaschen und die organische Phase tuber MgSO, getrocknet.
Unter vermindertem Druck wird der Ether bei 30 °C entfernt. Die erhaltene gelbe
olige Flussigkeit wird durch Destillation gereinigt (2 mbar, 135 — 140 °C) und als End-

produkt konnten 5,32 g eines farblosen Ols gewonnen werden (Ausbeute = 30 %).

Die Identitat und Reinheit des Produktes wurde mittels 'H- und *C-NMR (siehe
Tab. 7 und Tab. 8) Uberpruft.

Tab.7 Signale aus dem "*C-NMR Spektrum von o-Mercaptohexansaure

Signalnummer v Chemische ~ Vergleich mit
erschiebung [ppm] Literaturwerten [ppm]
179,7 179,9
33,7 33,8
33,4 33,4
27,5 27.6
3-5 24,2 24.2

23,9 23,9
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Tab.8 Zusammenfassung der Signale des 'H-NMR-Spektrums von o-Mercapto-
hexansaure in CDCl;

Verschiebung Anzahl der | Vergleich mit

Signalnummer [ppm] Aufspaltung Protonen | Literaturwerten
Breites 10,4
! 10 Singulett 1
6 2,49 -2,54 Quartett 2 2,53
2 2,33-2,36 Triplett 2 2,37
3.5 1,59 - 1,65 Multiplett 4 1,57 - 1,71
1,43 - 1,45 Quintett 2 1,37 - 1,51
8 1,31-1,35 Triplett 1 1,34
H H H
NP
Q\S/|\L/|\£/|\1/ H
Hol R TR 7
H H

Die gefundenen chemischen Verschiebungen stimmen mit denen aus der Literatur
(iberein!® und es sind nur leichte Verunreinigungen im Protonenspektrum zu
erkennen, die wahrscheinlich grofdtenteils vom Edukt e-Caprolacton herrihren. Die
Substanz wurde deshalb ohne weitere Reinigungsschritte unter Stickstoff im

TiefkUhlschrank bis zu ihrer Verwendung aufbewahrt.
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3.4 Charakterisierung der Nanopartikel

Um Nanopartikel fir Markierungszwecke einsetzen zu kénnen, mussen diese zuerst
selbst charakterisiert werden. Eine Charakterisierung der Nanopartikel ist einerseits
von allgemeinem Interesse, da Nanocluster in immer mehr Gebieten der
Wissenschaft und Technik eingesetzt werden und sich die Methoden fur deren
Analyse mit der hier beschriebenen innovativen und neuen GE-ICP-MS-Kopplung
um ein wertvolles und vielversprechendes Werkzeug erweitern.

Andererseits wird durch die Analyse die Eignung fur den beabsichtigten Einsatz
evaluiert. Diese kann nur dann gegeben sein, wenn die Partikel eine relativ enge und
monomodale GrofRenverteilung besitzen und wenn sie unter den fur die Konjugate
anzuwendenden Trennbedingungen diskrete Signale ergeben, die von denen der
Konjugate selbst unterscheidbar sind. Die Partikel missen deshalb mit den gleichen
Trenn- und Detektionstechniken analysiert werden wie die zu markierenden

Biomoleklile.

3.4.1 HPLC-Trennung von Nanopartikeln

Zur GroRRentrennung der Nanopartikel wurden unterschiedliche Saulen verwendet.
Zum einen eine ,echte SEC-Saule, wie sie hauptsachlich zur Proteinanalytik
verwendet wird, und zum anderen zwei C18-S&ulen mit PorengréRe von 300 A bzw.
1000 A. In Tab. 9 sind die Standardtrennbedingungen tabellarisch zusammen-

gefasst, die, falls nicht anders angegeben, bei allen Trennungen verwendet wurden.
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Tab.9 Verwendete HPLC-Saulen und Mobile Phase zur Untersuchung von

Nanopartikeln

Saule Dimension Fluss Eluent
5. Partikel 10 mmolL™" SDS
' _SEC- artike
g'gggg SEC 125 A 300x7,8 1 mLmin"? 2 mmolL" Phosphat
pH=6
-1
Nucleosil 74 Partikel 10 mmolL™ SDS
(Phenomenex) 150x4,6 0,5 mLmin™ 2 mmolL™" Phosphat
1000-C18 1000 A
pH=7,3
: 10 mmolL™" SDS
Nucleosil 7u Partikel w 1
(Phenomenex) 150%4,6 0,2 mLmin" 2 mmolL"" Phosphat
300-C18 300 A H=73

Eine HPLC-Pumpe (S1121 Solvent Delivery System, Sykam) forderte den Eluenten
durch die Saulen und die Kopplungen mit den Detektoren wurde Uber PEEK-
Kapillare und —verbindungsstucke hergestellt. Als Detektoren dienten die ICP-
Massenspektrometer und ein UV-Detektor (Linear 203). Die Saulen wurden vor
Gebrauch mit dem Eluenten flr mindestens eine Stunde konditioniert und wahrend

langerer Nichtbenutzung den Angaben des Herstellers entsprechend gelagert.

3.4.2 GE-Kopplung zur Trennung von Nanopartikeln und Komplexen

Die gelelektrophoretischen Trennungen erfolgten mit Hilfe eines instrumentellen
Aufbaus mit einem vertikalen Rohrchengel, welches am unteren Ende ein
Elutionsinterface besitzt, was einen Transfer der aus dem Gel migrierenden
Analytionen zum Zerstauber des ICP-MS bzw. zum UV-Detektor ermdglicht.
Beschrieben wurde dieses Setup erstmals im Jahre 2005 und geht auf eine

Entwicklung in der Arbeitsgruppe Bettmer zuriick!®°®!,

Der Aufbau besteht aus einer modifizierten MiniPrep-Cell von Bio-Rad, welche im

Folgenden genauer beschrieben wird.
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Abb. 33 Schematischer Aufbau der in dieser Arbeit verwendeten

Gelelektrophoreseapparatur

Zwischen den zwei raumlich voneinander getrennten Pufferreservoirs mit den
entsprechenden Elektroden befindet sich ein Glasréhrchen, welches das analytische
Gel in sich tragt. Am oberen Ende hat es Kontakt zur Pufferldésung aus dem
Reservoir. Das untere Ende liegt auf einer porosen Quarzfritte, durch die der
Elutionspuffer kontinuierlich mittels einer peristaltischen Pumpe gefordert wird und
wieder durch den darunter liegenden Elutionskanal Uber eine PEEK-Kapillare weiter
zum Detektor geleitet wird. Der Elutionspuffer wurde mit einem internen Standard
(10 pgL™ Rh) versetzt, um die korrekte Funktion und die kontinuierliche Férderung
durch die Pumpe zu uberwachen und um Schwankungen der lonisierung im Plasma
standardisieren zu kénnen. Durch eine weitere unterstitzende Fritte unterhalb der
Elutionsfritte wird der elektrische Kontakt zum unteren Pufferreservoir gegeben. Ein

genaueres Abbild der Elutionsregion ist in Abb. 34 zu sehen.
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Abb. 34 Detaillierte Darstellung der Elutionsregion der vertikalen

Rohrchengelelektrophorese

Die online-Kopplung zum ICP-MS erfolgte Uber zwei Varianten:

e Eine peristaltische Pumpe befordert den Eluenten von der Elutionskapillare
zum Zerstauber des ICP-MS (siehe Abb. 35)

e Der Eluent gelangt direkt durch die Saugkraft des selbstansaugenden

Zerstaubers in die Spruhkammer (siehe Abb. 36)
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Ll

Abb. 35 Online-Kopplung der GE an das ICP-MS Uber eine peristaltische Pumpe

b
-

Abb. 36 Direkte online-Kopplung der GE an das ICP-MS ohne Unterstltzung einer
Pumpe

Beide Verfahren wurden ausprobiert und funktionierten, allerdings erwies sich das
pumpenunterstitzte System als robuster, weshalb es flr die in dieser Arbeit

beschriebenen Messungen verwendet wurde.
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Tab. 10 Vor- und Nachteile der Kopplung mit und ohne peristaltischer Pumpe

Vorteile Nachteile
mit Pumpe e Elutionsfluss ist ¢ leicht pulsierende Eluentenzufuhr
konstant

e Elutionsfluss ist
regelbar

ohne Pumpe

geringeres Totvolumen e  Elutionsfluss nicht konstant
e ruhigeres Signal e Elutionsfluss nicht regelbar

o Zerstauber verstopft leichter

Die Herstellung der Gele erfolgt durch Suspension der Agarose in der Pufferlésung
und Erhitzen bis zum Sieden, wobei die Agarose schmilzt und ein zahflissiges Gel
entsteht. Sobald in der Losung keine feste Agarose mehr erkennbar ist, wird sie
abgedeckt in einen auf 70 °C beheizten Trockenschrank gestellt, bis alle
Luftblaschen aufgestiegen sind und das Gel véllig klar ist. Um auf einer Seite des
Geles eine definierte Geometrie zu erhalten, werden selbst hergestellte
Aluminiumstempel (sieche Abb. 37) im Gel versenkt, die den gleichen
Innendurchmesser wie die Glasrohrchen besitzen. Die temperierten Glasrohrchen
werden nun in das Gel gleiten gelassen, so dass der Stempel mit dem unteren Ende
des Glases abschliel3t und es wird daftr Sorge getragen, dass keine neuen Blasen
ins Gel gelangen. Sollte dies jedoch passiert sein, wird das Gel samt Rdhrchen
weitere Zeit im Trockenschrank belassen, bis die Blase aufgestiegen ist. Danach
lasst man es etwa 30—-60 min erkalten. Sobald es vollstandig geliert ist wird das
Réhrchen aus dem umgebenden Gel geldst und der Stempel vorsichtig entfernt, so
dass die eingepragte Geometrie nicht beschadigt wird. Das Gel wird nun durch
leichten Uberdruck mit dem Ende, welches einen Meniskus ausgebildet hat, aus dem
Roéhrchen gleiten gelassen, wo man es dann mit einem Skalpell auf die gewlnschte
Lange kurzen kann. Die vorher gewoélbte Oberflache ist nun eben und kommt auf der
Elutionsfritte zum liegen. Die durch den Stempel vorgegebene Geometrie hat den
Vorteil, dass die Probe auf einer geraden Flache aufliegt und keinen Kontakt zu den
Seitenwanden des Rdhrchens hat, wo es eventuell mit dem Glas wechselwirken oder
durch kleinste Hohlrdume zwischen Gel und Glas Richtung Elektrode flieRen kann.

Beides wirde zu Signalverbreiterungen und Geistersignalen flhren. Das
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Glasrohrchen mit dem sich darin befindlichen Gel wird in die Elektrophorese-

apparatur eingebaut und kann alsbald verwendet werden.

Abb. 37 verschiedene Ansichten des verwendeten Aluminiumstempels (Aufsicht,

schrage Ansicht, seitliche Ansicht)

Es wurde bei allen elektrophoretischen Messungen bei konstanter Spannung
gearbeitet und die Proben wurden manuell mit einer 2-20 uL Pipette aufgegeben, die
eine modifizierte Spitze besald. Die Spitze bestand aus einer 160 mm langen
Injektionsnadel, die an ihrem unteren Ende abgeschnitten wurde, um ein gerades
Spitzenende zu erhalten. Dies ist nétig, um die Gefahr der Beschadigung des Gels
durch die Nadel zu verringern. Bei einem flachen Ende wird das Gel bei einem
Aufsetzen der Nadel nicht sofort perforiert. Da sich das Nadelende ca. 15 cm unter
der Eluentenoberflache befindet, kann aufgrund des hydrostatischen Drucks nicht
immer gewahrleistet werden, dass das komplette Probenvolumen die Pipette verliel3.
Im Laufe einer Messreihe sammelt sich in der Elutionsfritte Luft an, die zu einer
Verringerung der Stromstarke fuhrt. Diese wiederum fuhrt zu verlangerten
Migrationszeiten, weshalb zur Vergleichbarkeit einzelner Messungen immer ein
interner Zeitmarker der Probe zugesetzt wurde. Das war entweder Bromphenolblau
oder eine Mischung aus lodid und lodat. Bei einer starken Erniedrigung der
Stromstarke wurde die Luft aus der Fritte durch Anlegung eines Unterdrucks mittels
einer Spritze entfernt.

Bei einem kompletten Wechsel des Systems (Wechsel der Pufferflissigkeiten und
Wechsel des Gels) wird das Gel im Rdéhrchen direkt in die Elektrophoresezelle
eingebaut. Ist nur der Wechsel des Gels unter Beibehaltung der Pufferlosungen
notwendig, so kann das alte Gel durch Anlegen eines Uberdrucks an der

Ausgangskapillare nach oben gedriickt werden, wo es dem Rdéhrchen entnommen
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werden kann. Das neue Gel wird auf umgekehrtem Wege in das Réhrchen eingefiihrt
und mittels erzeugten Unterdrucks in Richtung Elutionsfritte gezogen. Letzterer
Wechsel nimmt weit weniger Zeit in Anspruch als das komplette Auseinanderbauen
der Apparatur und ermdglicht ein rasches Weiterarbeiten.

Bei Verwendung eines neu gegossenen Gels wird immer zuerst ein 10 minutiger Pre-
run durchgefihrt (siehe auch Kapitel 3.5.2), da durch Verunreinigungen im Gel bei
der ersten Messung die Basislinie einiger Elemente deutlich erhoht ist, um nach
vollstandiger Migration aus dem Gel wieder auf das Niveau des Eluenten abzufallen
und weil die Stromstarke bei einem frischen Gel ebenfalls durch das Herauswandern
der geladenen Verunreinigungen mit der Zeit abfallt und sich nach etwa 10 min sich

einem stabilen Wert nahert.

3.4.2.1 Wasserlosliche Nanopartikel

Fir die Analyse von nicht-kovalent stabilisierten Nanopartikeln, also den
citratstabilisierten Nanopartikeln und den GroRRenstandards, wurde ein niedrig
konzentriertes und kurzes Agarosegel verwendet, da die Partikel relativ groflde
Durchmesser besallen und die Migration auch im Hinblick auf eine geringe
Signalverbreiterung in einer vernunftigen Zeitspanne verlaufen sollte. Als Puffer
wurde ein sehr niedrig konzentrierter Phosphatpuffer gewahlt, um nicht Gefahr zu

laufen, dass die stabilisierende Hulle der Partikel zusammenbricht.

Tab. 11 Konditionen der Trennung von nicht-stabilisierten Nanopartikeln

Puffer 2 mmolL"™" Phosphat, pH =7,5
Gelkonzentration 2%
Gellange 15 mm
Gel LG Agarose (Cambrex)
Spannung 400V

Fir die Charakterisierung kovalent stabilisierten Nanopartikel wurden die Parameter
der Trennbedingungen vielfaltig variiert und sind deshalb immer bei der

entsprechenden Abbildung angegeben.
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3.4.2.2 Metall-MSA-Komplexe

Wie in friheren Kapiteln schon haufiger erwahnt und fir Silber- und Gold-MSA-
Nanopartikel in ") und " beschrieben, hangt die GroRe von thiolstabilisierten
Nanopartikeln neben anderen Parametern in starkem MalRe vom Verhaltnis Metall zu
Ligand ab. Deshalb wurden Untersuchungen zur Bildung von Metall-MSA-Komplexen
bei verschiedenen molaren Verhaltnissen von Metall zu MSA durchgefihrt. Ziel
dieser Untersuchungen war es, herauszufinden, welche Komplexe und in welchem

Ausmal diese sich bilden.
Dazu wurden jeweils Losungen von

MSA (20 mmolL™ in 5 mmolL™ Tris/Borat-Puffer pH = 8,6),
AgNO; (10 mmolL™" in MQ-Wasser) und
HAuCI, (10 mmolL™ in MQ-Wasser) hergestellt.

Die einzelnen Lésungen wurden im gewulnschten Verhaltnis miteinander gemischt
und anschlieBend mit Pufferldsung verdinnt. Die auf diese Weise hergestellten
Proben wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und die einzelnen Spezies jeweils
mit einem UV-Detektor und dem ICP-MS nachgewiesen. Zur Bestimmung der
relativen Empfindlichkeitsfaktoren von Silber, Schwefel und Gold zur spateren
Errechnung der molaren Verhaltnisse Ag/S und Au/S, wurden verdinnte Standard-
I6sungen ins ICP-MS eingetragen, deren Signalverhaltnis bestimmt und auf molare
Konzentrationen umgerechnet (zur genaueren Beschreibung siehe Kapitel 3.4.2.3).
In Tab. 12 sind die Konditionen fur die Analysen der Metal-MSA-Komplexe

zusammengefasst.

Tab. 12 Konditionen der Trennung der Metall-MSA-Komplexe

Puffer 5 mmolL™" Tris/Borat, pH = 8,6
Gelkonzentration 5%
Gellange 35 mm
Spannung 500 V
Wellenlange

_ 214 nm
(UV-Detektion)
Isotope

. 328, 107Ag, 197Au
(ICP-MS-Detektion)
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3.4.2.3 Metall/S-Verhaltnismessungen der Nanopartikel

Um mehr Information Uber die Stochiometrie der synthetisieten MSA-Gold- und
MSA-Silbernanopartikel zu erlangen, wurde das atomare Verhaltnis der Elemente
Schwefel und Gold, bzw. Silber mit Hilfe des ICP-MS bestimmen.

Hierzu fanden Untersuchungen der Proben TC01-06 (Synthese siehe Kapitel 3.2.2.1)
mittels GE statt und die gemessenen Signalintensitaten der einzelnen Fraktionen
wurden zueinander ins Verhaltnis gesetzt. Durch die Bestimmung der relativen
Empfindlichkeitsfaktoren der Elemente kann man aus den gemessenen
Isotopenverhaltnissen '’Au/*?S und '"’Ag/*’S auf das stdchiometrische Verhaltnis
der Elemente im Cluster schlielen.

Zur Bestimmung der relativen Empfindlichkeitsfaktoren wurde eine Ldsung mit
5 mgkg™" Schwefel und 100 pgkg™” Gold, bzw. Silber iiber eine peristaltische Pumpe
zum Zerstauber geférdert und die Isotopenverhaltnisse wurden Uber einen
bestimmten Zeitraum gemessen. Das gemessene Verhaltnis Au zu S muss nun mit
dem reziproken Wert des Quotienten der Konzentration in Atomen pro
Volumeneinheit von Au zu S multipliziert werden und man erhalt das molare

Intensitatsverhaltnis.

Cs | = Intensitat [cps]
F_lv ms ¢ = Konzentration [gL™]
Is Cau

m = molare Masse [gmol ]
MAu

F = Empfindlichkeitsfaktor (dimensionslos)

Anschaulich beschrieben sagt uns der Empfindlichkeitsfaktor, ein wie viel Mal
grolleres Signal eine bestimmte Anzahl Atome Au im Vergleich zur selben Anzahl
Schwefelatome gibt.

Die Versuche haben gezeigt, dass eine Minute Messdauer als ausreichend
betrachtet werden kann, da sich der RSD des Quotienten auch bei langerer Messzeit
nicht signifikant verringerte. Der relative Empfindlichkeitsfaktor muss taglich vor oder
nach jeder Messserie erneut bestimmt werden, da es sehr vom aktuellen Tuning des
ICP-MS abhangt und deshalb von Tag zu Tag relativ gro3en Schwankungen

unterliegt.
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Um Rdulckschlisse aus den ermittelten Verhaltnissen von Metall zu Schwefel im
Nanopartikel ziehen zu kdnnen, muss man sich grundsatzlich Uberlegen, wie ein
Nanopartikel auf atomarer Ebene aufgebaut ist. Nimmt man an, dass ein
Nanopartikel ein weitgehend rundes Gebilde darstellt, dann kann man die in ihm
enthaltenen Metallatome in zwei Gruppen unterteilen. Zum einen gibt es solche
Metallatome, die sich im Inneren des Clusters befinden und keinen Kontakt zu einem
MSA-Moleklul haben und zum anderen gibt es die sich an der Oberflache des
Clusters befindlichen Metallatome, die theoretisch die Moglichkeit besitzen, ein MSA-
Molekul zu binden.

Das atomare Verhaltnis von Au zu S ist bei sehr kleinen Partikeln nahe 1, denn die
Anzahl der Oberflachenatome ist im Vergleich zu im Inneren liegenden Atomen sehr
grol3. Je grolRer das Partikel ist, desto groRer wird auch das Verhaltnis. Eine einfache
Rechnung am Beispiel einer Kugel zeigt, dass das Verhaltnis von Kugelvolumen, hier

analog den Goldatomen, zu Kugeloberflache, analog den MSA-Molekilen, stetig

zunimmt:
V = 4/3xr° r = Radius
A = 4nr V = Volumen
V/A = r/3 A = Oberflache
A Flache (A) m Verhaltnis V/A
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Abb. 38 Darstellung des Verhaltnisses des Volumens einer Kugel zu ihrer
Oberflache
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Der Vergleich zu den Metall- und Schwefelatomen hinkt etwas, da hier ein Volumen
mit einer Flache verglichen wird und bei den Nanopartikeln die Anzahl der einzelnen
Atomsorten. Qualitativ ist der Verlauf des Quotienten jedoch gleich und Abb. 38 stellt

den Sachverhalt anschaulich dar.

Wenn man von diskreten Atomen ausgeht und sich das Partikel aus einzelnen,
ikosaedrisch aufgebauten Atomschalen!® aufgebaut vorstellt, erhdlt man ein
ahnliches Ergebnis. Jede neue Schale bringt dabei 101°+2 neue Atome mit, wobei |
(I = 1) die Nummer der Schale ist. Der Quotient aus der Gesamtzahl der Atome im
Cluster und der Anzahl der aufl’eren Atome, die der maximalen Anzahl an Bindungen
zu einem Thiol entspricht, wird bei groReren Clustern immer groRer (siehe Tab. 13).
Der Grenzwert flr sehr grofRe | lasst sich berechnen zu I/3. Trotzdem kann man
Cluster, die im Prinzip gleich aufgebaut sind, aufgrund des Verhaltnisses Metall zu
Schwefel miteinander vergleichen, auch wenn der Bedeckungsgrad durch das Thiol
nicht bekannt ist. Bei chemisch gleich aufgebauten Clustern wird dieser ahnlich sein
und ein Cluster mit groRerem Metall/Schwefel-Verhaltnis wird groRer als ein

entsprechender Cluster mit niedrigem Verhaltnis.

Tab. 13 Zusammenfassung der Atomzahlen bei einem idealen ikosaedrischen

Aufbau eines Clusters (I = Schalennummer).

Atome gesamt /

I Innere Atome | AuRere Atome | Atome gesamt N
auldere Atome

1 1 12 13 1,08
2 13 42 55 1,31
3 55 92 147 1,60
4 147 162 309 1,91
5 309 252 561 2,23
6 561 362 923 2,55
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3.4.2.4 Rubigold

Rubigold ist der Handelsname eines patentierten Goldclusters, des im Jahre 2002 in
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Gunther Kidrowski durch Wolf M. Pankau im Rahmen
seiner Dissertationsarbeit entwickelt wurde!® "% Urspriingliches Ziel der Arbeiten
war die Entwicklung eines geeigneten organischen Liganden, der das im Jahre 1981
von Schmid et al. entwickelte und nach ihm benannte Schmid-Cluster'’”? aus der
organischen Phase in die wassrige uUberfiihren und es dort stabilisieren kann. Das
Schmid-Cluster ist ein Goldcluster mit sehr enger GroRenverteilung, welches mit
Phosphinliganden bedeckt ist und sich in organischen Losungsmitteln I6st. In Abb. 39
ist der Goldkern des Schmid-Clusters zu sehen. Es handelt sich um einen
Kuboktaeder mit 42 duReren Atomen und 13 inneren Atomen. Ein Kuboktaeder
besitzt 6 quadratische Flachen und 8 Dreiecksflachen und somit 12 Ecken und 24

Kanten. Der durchschnittliche Durchmesser betragt 1,4 nm.

Alse topologisch

Abb. 39 Darstellung des idealisierten 55 atomigen Goldkerns des Schmid-

Clusters

Die Vorteile dieses Clusters, den man aufgrund seiner engen Verteilung an
Goldatomen schon fast als definiertes Molekul bezeichnen kann, sollten auch in
wassriger Phase nutzbar gemacht werden, weshalb Pankau et al. einen Liganden
entwickelten, der auf die GréRe und Form des Schmid-Clusters abgestimmt und

wasserldslich warl®®. Mithilfe eines dem in Abb. 40 dargestellten dhnlichen Liganden
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(anstelle der Uber eine Peptidbindung Uber einen Spacer angelagerten funktionellen

Gruppe bleibt die Amingruppe frei) wurde dies erreicht.

Abb. 40 Ligand zur Uberfiihrung des Schmid-Clusters aus der organischen in die

wassrige Phase

Die mit Thioethern 1,3,5-trifunktionalisierten Benzole weisen eine adaquate
Geometrie zur Bedeckung der Dreiecksflachen des Clusters auf. Eine stabile

Bindung zwischen dem Liganden und dem Cluster wird durch Gold-Schwefel-
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Wechselwirkungen erreicht. Es ist zwar bekannt, dass Thiole wesentlich starkere
Bindungen zu Gold als Thioether ausbilden, was bedeutet, dass Thioether im
Gegensatz zu Thiolen keine Phosphinliganden von einer Goldoberflache verdrangen
konnen. Jedoch konnte gezeigt werden, dass mehrpodante Thioether im Vergleich
zu monopodanten sehr wohl in der Lage waren, Phosphinliganden von der
Goldoberflache zu verdrangen, um so einen stabileren Komplex mit dem Cluster zu
bilden.

Ein weiterer Vorteil des verwendeten Liganden ist die Moglichkeit seiner
Funktionalisierung, um selektiv mit anderen funktionellen Gruppen von Zielmolekulen
zu reagieren. In Abb. 40 ist der Ligand mit einem Maleimidogruppe dargestellt,
welche mit SH-Gruppen reagieren kann (siehe Abb. 41 ). Durch die EinfiUhrung einer
anderen reaktiven Gruppe (z. B. N-Hydroxysuccinimidester) bei der Synthese des
Liganden, kdénnen auch andere funktionelle Gruppen (z. B. Aminogruppen) einer

Kopplung mit dem Liganden zuganglich gemacht werden.

0 R,
/ N
AN N Rz\
&o o o > ©

Abb. 41 Reaktionsschema fir die Reaktion eines Thiols mit einem

Maleimid

Nachdem die Verdrangung der Phosphinliganden und die Uberfiihrung des Clusters
in die wassrige Phase gelungen war, sollte der apparativ aufwendige und
keineswegs triviale Syntheseprozess des Schmid-Clusters umgangen und das
Cluster direkt hergestellt werden. Dazu wurde der in Kapitel 3.2.2 beschriebene
Syntheseweg eingeschlagen, wobei man als stabilisierendes Thiol nun den Liganden
(einen  mehrpodanten Thioether) und als Reduktionsmittel anstelle des
Natriumborhydrids NaBH3CN benutztel”®. Die Aufarbeitung des Rohproduktes erfolgt

uber eine GroRenausschlusschromatographie (Sephadex G-50, Phosphat-Puffer).
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Zusammenfassend lassen sich folgende Vorzige von Rubigold gegenuber

herkdmmlichen Clustern herausstellen:

e Die GroRenverteilung, und somit die Verteilung der Anzahl von Goldatomen,
ist sehr eng.

e Das Cluster ist aufgrund der vollstandigen Umhillung durch den Liganden
sehr stabil.

e Durch Modifizierung des Liganden kann der Cluster an verschiedenste

Molekule kovalent gebunden werden.

Um die postulierte und mit MALDI-Experimenten schon im Vorfeld von W. Pankau
untersuchte Homogenitat des Clusters zu bestatigen, wurden Versuche mit einem
ICP-MS angestrebt und durchgefuhrt, da es aufgrund der Eigenschaft quantitative
Aussagen Uber die elementare Zusammensetzung einer Probe machen zu konnen,
einen Hinweis auf die Stochiometrie des Clusters geben kann. Hierbei wurden nach
vorheriger Bestimmung der Empfindlichkeitsfaktoren von Schwefel und Gold das
Verhaltnis dieser zwei Elemente in der Probe bestimmt. Da die absolute Anzahl an
Schwefelatomen im Liganden bekannt ist, namlich 12, kann durch Vergleich der
Signale von Gold und Schwefel die Anzahl der Goldatome errechnet werden. Eine
separative Analyse der Probe, in diesem Fall eine elektrophoretische Trennung, um
eventuell vorhandene Spezies mit unterschiedlicher Anzahl von Goldatomen und
Agglomerate abzutrennen, erschien notwendig, da die direkte Bestimmung von
Gold/Schwefelverhaltnissen  nur  Information  Uber die  durchschnittliche
Zusammensetzung der Probe geben kann. Deshalb wurde jede bei der
chromatographischen Aufreinigung des Syntheseproduktes gesammelte Fraktion
wiederum mit der Gelelektrophorese-ICP-MS-Kopplung analysiert.

In Kapitel 4.2.2.6 sind die Ergebnisse der Messungen mehrerer der gesammelten

Fraktionen des Rohproduktes dargestellt.
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3.4.3 ESI-MS-Charakterisierung von Nanopartikeln

Zur Charakterisierung von grof3en Molekulen mit Hilfe massenspektrometrischer
Techniken wurden mit der Entwicklung der Electrosprayionisation (ESI) und der
Matrix assisted laser desorption ionisation (MALDI) in der Vergangenheit vor allem
bei Makromolekulen wie Proteinen grof3e Erfolge erzielt. Ein nanopartikulares Cluster
kann ebenso als Makromolekul bezeichnet werden, mit dem Unterschied, dass je
nach Art des Nanopartikels nicht immer kovalente Bindungen zwischen den
einzelnen Atomen bestehen, was die Stabilitdit solcher Atomverbande beim
lonisationsschritt und dem Verhalten wahrend der Flugzeit im Vakuum beeinflussen
kann. Es wurde jedoch gezielt auf eine Charakterisierung der Partikel mit einem ESI-
Massenspektrometer hingearbeitet, da sich im Gegensatz zur MALDI-Technik eine
online-Kopplung mit der Gelelektrophorese aufbauen lasst.

Zuerst muss geklart werden, ob sich wassrige Losungen von Nanopartikeln, so wie
sie im Rahmen dieser Arbeit hergestellt und verwendet wurden, in der ESI-Quelle
prinzipiell ionisieren lassen, ob nach erfolgreicher lonisation das Cluster eine
genugend hohe Ladung aufweist, um ein m/z-Verhaltnis innerhalb des
Arbeitsbereiches des ESI-MS (max. m/z 4000) zu haben und ob das ionisierte
Cluster in der Zeit zwischen lonisation und Detektion stabil bleibt und nicht etwa
auseinander bricht. Hierzu wurden die Syntheseansatze Aukein, P17 und der gekaufte
5 nm Grolenstandard in unterschiedlichen Pufferlosungen mit und ohne Methanol
verdinnt und Uber eine Spritzenpumpe direkt in die lonisationsquelle eingefuhrt.
Durch Optimierung der Gerateparameter konnten fur die thiolstabilisierten
Nanopartikel P17 und Augein Massenspektren erhalten werden. Fur die Messungen
wurde ein LCQ DECA (Thermo Finnigan) lonenfallenmassenspektrometer
verwendet. Die Spruhspannung betrug -3,5 V und es wurden 30 willkirliche
Einheiten Hilfsgas eingestellt (die Einheiten werden von der Geratesoftware
definiert). Die Kapillare wurde nicht geheizt, um eine Degradation der Partikel durch
thermisch induzierten Zerfall zu verhindern. Charakteristische lonen wurden in der
lonenfalle akkumuliert und mit einer Kollisionsenergie von 30 % fragmentiert. Die
lonenoptik wurde in Hinblick auf eine maximale Intensitat der Fragmentsignale und
ein grosses Signal-Rausch-Verhaltnis optimiert.

Far die citratstabilisierten 5 nm Standardprobe konnten keine Signale erhalten

werden, was unter Umstanden mit der nicht kovalent gebundenen Hdlle in



Experimenteller Tell 83

Verbindung gebracht werden kann. Es ist modglich, dass diese sich beim
lonisationsprozess vom Goldkern 16st und der nackte Nucleus, sofern dieser in der
lonisationsquelle nicht selbst schon zerfallt, nicht oder nur schwer zu ionisieren ist.

Ohne den Ergebnissen, welche in Kapital 4.2.3 vorgestellt werden, vorwegzugreifen,
gilt anzumerken, dass Massensignale nur flr relativ konzentrierte Lésungen erhalten
werden konnten, weshalb der geplante zweite Schritt, nadmlich die Untersuchung

mittels der online-Kopplung der GE an das ESI-MS, nicht durchgefiihrt wurde ™.

3.4.4 Unabhangige GroRRenbestimmung der Nanopartikeln

3.4.4.1 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Eine alternative GroRenbestimmung von synthetisierten und gekauften Nanopartikeln
wurde mittels der dynamischen Lichtstreuung durchgefuhrt. Diese Methode ist relativ
einfach zu handhaben, bedarf allerdings einer sehr sauberen Probenvorbereitung, da
jegliche Fremdpartikel in den Probelosungen, z. B. Staub aus der Umgebungsluft, die
Ergebnisse verfalschen. Deshalb wurden alle verwendeten Glasgefalie in siedendem
THF von Staubresten befreit und das Einflllen der Proben erfolgte unter grofter
Sorgfalt in reinen Werkbanken.

Die Messungen und Auswertungen wurden im Arbeitskreis von Prof. M. Schmidt
(Universitat Mainz, Institut fir physikalische Chemie) in Zusammenarbeit mit Herrn
Storkle durchgefihrt. Der DLS-Aufbau bestand aus einem Uniphase He/Ne laser
(1= 632,8 nm, 22 mW), einem ALV-SP 86 Goniometer (ALV, Langen, Germany),
einer ALV/High QE APD-Avalanche Photodiode mit Glasfaserdetektion, einem
ALV3000 Korrelator und einem Lauda RC-6 Thermostator (Lauda GmbH, Lauda-
Konigshofen, Deutschland). Die Auswertung der Daten folgte Standardprozeduren,

bei denen kumulierte Analysen und Simplex-Algorithmen benutzt wurden. Die

" Im Vorfeld wurde diese Kopplung naturlich getestet, indem eine Farbstoffmischung aus Mono-, Di-,
Tri- und Tetraiodofluorescein auf ein Agarosegel aufgegeben wurde und die Molekularmassen mit
dem ESI-MS detektiert wurden (Daten und Elektropherogramme werden im Rahmen dieser Arbeit
nicht gezeigt). Die Kopplung erfolgte analog der ICP-MS-Kopplung und funktionierte problemlos. Bei
der Wahl des Puffers ist man auf flichtige Substanzen angewiesen, weshalb 10 mmolL”’

Ammoniumcarbonat (mit NH; auf pH = 8,7 eingestellt) verwendet wurde.
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Proben wurden vor den Messungen durch einen 0,1 p-Filter gefiltert, um sie von

Verunreinigungen zu befreien.

3.4.4.2 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die TEM-Bilder der Proben C und D (siehe Abb. 86 und Abb. 88) und die des 20 nm
Standards (siehe Abb. 85) wurden mit einem Philips EM420 Elektronenmikroskop
(Philips Electron Optics, Niederlande) an der Universitat Mainz (Institut fur
physikalische Chemie, Dr. Ute Kolb) aufgenommen. Die Partikeldurchmesser wurden
mit Standardprozeduren bestimmt.

Die hochaufgel6sten Bilder der Proben Augein und des 5 nm Standards wurden an
der Universitat Marburg mit Hilfe von Barbara Herrmann an dem dort zu Verfigung
stehenden JEM 3010 der Firma JOEL durchgefuhrt. Dabei handelt es sich um ein
TEM, welches mit einer LaBg Kathode ausgestattet ist und mit einer
Beschleunigungsspannung von 300 kV betrieben wird. Die Proben wurden in Form
eines Tropfens einer wassrigen LOosung auf ein kohlebeschichtetes Kupfernetz
aufgebracht. Das im Vakuum getrocknete Netz wurde anschlielend auf den
Probenhalter gegeben, dieser wurde in die Probenkammer gebracht und daraufhin

wurde das System evakuiert.
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3.5 Gelelektrophoretische Trennung von Proteinen

Neben den zur Markierung verwendbaren Nanopartikeln missen auch die zu
markierenden BiomolekUle, hier Proteine, mit den Techniken charakterisiert werden,
die auch fur die Konjugate eingesetzt werden sollen. Die Gelelektrophorese als
leistungsstarke und weit verbreitete Analysetechnik in Kombination mit der ICP-MS

stellt hier ein vielversprechendes und innovatives Werkzeug bei der Analyse dar.

Elektrophorese, ob in Losung, Kapillaren oder Gelen, wird schon lange mit Erfolg und
Routine in den biologischen und biochemischen Laboratorien, in erster Linie zur
Trennung und Reinigung von Proteingemischen und DNA-Fragmenten, verwendet.
Um eine gute Aufldsung der einzelnen Fraktionen zu erreichen, kdnnen viele der
Trennparameter variiert und auf ein individuelles Problem optimiert werden. Die
einzelnen Einflisse der veranderbaren Groften sind empirisch bekannt aber
wissenschaftlich nicht fundiert erforscht und erklart, da die Entwicklung dieser
Trenntechnik auf Jahre zurlck geht, in denen viele der heute verfligbaren
Analysetechniken noch nicht oder nur in eingeschranktem Male zur Verfligung
standen.

Ziel dieser Arbeit ist nicht die physikochemische Beschreibung der Trenntechnik
,Gelelektrophorese“. Doch durch die Etablierung der Verknlpfung dieser
Standardmethode mit der Massenspektrometrie, einer in den letzten Jahren und
Jahrzehnten die moderne Analytik bestimmende Analysemethode, sollen in Zukunft
Madglichkeiten und Anreize zu weiteren Untersuchungen bezlglich des theoretischen
Verstandnisses der auf vielen Gebieten der Biowissenschaften allgegenwartigen
Gelelektrophorese und weiterer praktischer Anwendungen gegeben werden.

Um die Rohrchengelelektrophorese neben der traditionellen Form der
Gelelektrophorese etablieren zu kdnnen, muss geklart werden, ob Trennungen von
Proteinen in Ro&hrchengelen vergleichbare Ergebnisse wie die Trennung auf
Plattengelen hervorbringen. Die Abhangigkeit von vielen Parametern macht diese
Frage allerdings nicht allgemein beantwortbar, jedoch soll anhand einfacher
Proteinsysteme, auch unter der Berlcksichtigung der VerfUgbarkeit und der

Detektionsmoglichkeit der verwendeten Proteine, die prinzipielle Mdglichkeit einer
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Ubertragung der Trennung von der Platte in das Rdéhrchen mit all seinen

Madglichkeiten einer postseparativen Detektion aufgezeigt werden.

3.5.1 Plattengele

Bevor Proteine, Nanopartikel und Nanopartikelkonjugate im Rdhrchengel aufgetrennt
werden sollten, war es notwendig, ersten Erfahrungen mit der klassischen Form der
Gelelektrophorese, namlich der Plattengelelektrophorese, zu sammeln. Hierflr stand
ein sehr einfach handhabbares Gerat zur Verfugung in Form der horizontalen

submarinen Mini-Sub Cell GT (Bio-rad Laboratories).

i

s =

Fluorescent ruler

UVTP gel tray

Gel casting gates E}actrical
leads

Banana plus/

Elec e cassette )
veling feet

Abb. 42 Schema der Mini-Sub Cell GT
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Betrieben wurde die Zelle mit einer Hochspannungsversorgung, dem PowerPac
Basic Power Supply (Bio-rad Laboratories), der zwischen 10 V und 300 V Spannung,
bzw. 4-400 mA Stromstarke aufrechterhalten kann.

Die Gele wurden im Geleinsatz (gel tray) hergestellt, indem beide Seiten mit
Klebeband abgeklebt wurden und das warme (etwa 75 °C) blasenfreie Gel hinein
gegossen wurde. Zur Formung der Probetaschen wurde ein Kamm (fixed-height
comb) am Ende des Einsatzes positioniert, der nach Gelierung der Agarose
herausgenommen wurde und die Aussparungen hinterlie. Benutzt wurden zwei
Kamme mit acht Zahnen, die 5,5 mm breite und 0,75 mm bzw. 1,5 mm lange
Taschen formten. Nach etwa 30 min war das Gel fest und einsatzbereit. Es war
notwendig, das Gel relativ zeitnah in die mit Pufferlosung geflllte Mini-Sub Cell zu
geben, da es sonst auszutrocknen begann. Die Beladung der Taschen mit
succrosehaltiger Probeldsung erfolgte ahnlich wie auch bei den Réhrchengelen mit
einer Pipette. Da der elektrische Kontakt zwischen den beiden Elektroden nicht nur
durch das Gel sondern auch durch die daruberliegende Pufferlodsung bestand, konnte
die angelegte Spannung je nach Pufferkonzentration und —zusammensetzung nicht
héher als 150 V gewahlt werden, um eine Stromstarke Uber 40 mA zu vermeiden, die
durch die Produktion von Joule’scher Warme das ganze System zu sehr erhitzen
wurde. Zu hohe Temperaturen fuhren zu stark erhohter Diffusion der Analytbanden
und somit zu einer schlechteren Auflésung.

Bei der Analyse von Proteinen wurde das Gel nach der Trennung in ein Farbebad
gelegt (0.03 % Coomassie Blau, 10 % Eisessig und 40 % Methanol in Wasser), um
die Proteine im Gel zu fixieren und fur das Auge sichtbar zu machen. Der niedrige pH
und das Methanol lassen die Proteine prazipitieren, so dass die Fraktionen nicht
weiter im Gel diffundieren kdnnen, und der Farbstoff lagert sich an die Proteine an.
Nach 30 min wird das Gel herausgenommen und in einer Entfarbelésung (5 %
Eisessig und 20 % Methanol in Wasser) wiederholt entfarbt, bis nur noch die
Proteinfraktionen deutlich sichtbar sind. Durch das Entfarben wird der in das Gel
diffundierte Farbstoff an den Stellen wieder herausgeldst, wo er nicht an das Protein
gebunden ist (siehe Kapitel 2.2.5). Zu jeder Probe wurde Bromphenolblau als Marker
fur die Lauffront zugegeben. Spatestens 2 cm vor Erreichen des Gelendes wurde die

Spannung abgeschaltet und der Anfarbevorgang begonnen.
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3.5.1.1 Native Gelelektrophorese

Fir die native GE wurden Tris/Borat Pufferldsungen mit verschiedenen
Konzentrationen und pH-Werten benutzt. Etwa 30 mL des Puffers wurde abgewogen
und je nach gewunschter Gelkonzentration wurde die entsprechende Menge
Agarose zugewogen. Bei der verwendeten Agarose handelte es sich um NuSieve 3:1
(Cambrex, Rockland, MA, USA). Im siedenden Wasserbad wurde die Suspension
unter starkem Ruhren erhitzt, bis die Agarose geschmolzen war. Das Gel wurde bei
etwa 75 °C im Trockenschrank ruhen gelassen, bis alle Blaschen aufgestiegen
waren. Nach der Entfernung etwaigen Schaumes auf der Geloberflache wurde der
Geleinsatz vorsichtig unter Vermeidung erneuter Blasenbildung mit dem Gel gefulit.

Das gelierte Gel war danach bereit zur Verwendung.

Denaturierende Gele wurden unter identischen Bedingungen hergestellt und nach
der Gelierung flr eine halbe Stunde in SDS-haltige Pufferlésung gelegt. Solche Gele
wurden fur Vorversuche verwendet, finden sich aber nicht im weiteren Inhalt dieser

Arbeit wieder.

3.5.2 GE-Kopplung zur Trennung von Proteinen

In diesem Kapitel wird soll aufgezeigt werden, dass

e die gelelektrophoretische Trennung im Rohrchen prinzipiell genauso
funktioniert, wie in traditionellen Plattengelen,

e die online Detektion mittels UV/Vis-Detektor und ICP-MS funktioniert und
Vorteile gegenuber der herkdbmmlichen Farbung der Gelplatten zur
Sichtbarmachung und Quantifizierung hat und

¢ Analysenzeiten verklrzt werden und zusatzliche Information aus einer Probe
gewonnen werden kann, wie z. B. die Bestimmung des Phosphorylierungs-

grades von Proteinen.
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Hierzu wurden taglich frisch zubereitete Proteinstandardiésungen von a-Casein,
B-Casein, Ovalbumin und bovines Serumalbumin im Konzentrationsbereich von
0,5 - 5 mgmL™" im jeweiligen Puffer angesetzt und fiir die verschiedenen Messung je
nach Bedarf verdinnt. Um verschiedene Messungen bezliglich der Migrationszeiten
besser miteinander vergleichen zu konnen, wurde den Losungen immer
Bromphenolblau zugegeben. Durch Losen von 50-150 mg Succrose in der
Proteinprobe wurde deren Dichte erhoht, so dass wahrend der Probenaufgabe in die
Geltasche eine Vermischung mit der Umgebungslésung minimiert wurde.

Bei Verwendung eines frischen Gels wird immer ein so genannter Pre-run
durchgefuhrt, um das Gel von aus der Agarose stammenden Verunreinigungen wie
Phosphat und Sulfat zu befreien. Wie in Abb. 43 zu sehen ist, steigt das Signal des
beobachteten Elements nach der Totzeit' von etwa einer Minute (sie hangt vom
Volumen der Elutionszone, der verwendeten Kapillare und dem Schlauch der
peristaltischen Pumpe ab) auf ein konstantes Niveau an. Wegen der raumlichen
Verteilung der Verunreinigungen im Gel bleibt das Signal konstant bis es zur
Migrationszeit der Spezies bei Probeninjektion, in Abb. 43 Phosphat, wieder auf den
Blindwert der verwendeten Elutionspufferlésung abfallt. Das Elektropherogramm
sieht ahnlich aus fur andere Elemente, wie z. B. Schwefel oder Halogene, und

unterscheidet sich nur im Zeitpunkt des Signalabfalls.

™ Hier wird der Begriff Totzeit nicht im traditionellen Sinne der Chromatographie gebraucht, da die
Fortbewegungesprinzipien der Analytmolekile bei den Trennverfahren unterschiedliche sind. In der Flissig-
chromatographie ist die Totzeit, bzw. das Totvolumen der Saule das freie Volumen, welches dem Eluenten zur
Verfiigung steht. Molekiile, die nicht mit dem Saulenmaterial wechselwirken bendétigen in Abhangigkeit von der
Flussrate eben die Totzeit, um zu eluieren. In diesem Fall wird fortan mit Totzeit die Zeit bezeichnet, die ein

Analyt vom Austritt aus dem Gel bis zum Erreichen des Detektors bendtigt.
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Abb. 43 Typisches Elektropherogramm eines Pre-runs zur Reinigung eines
frischen Gels.

Die Konditionen der Trennung und die Beschaffenheit des Gels fur die

Proteinmessungen sind in den folgenden Tabellen aufgelistet.

Tab. 14 Bedingungen fur die Trennung der Proteine mit

anschlieRender UV-Detektion

Puffer 10 mmolL™ Na-Borat, pH = 9,1
Gelkonzentration 4 %
Gellange 15 mm
Spannung 500 V

Tab. 15 Bedingungen fur die Trennung der Proteine mit
anschlieBender ICP-MS-Detektion

Puffer 10 mmolL™ Tris/Borat, 5 mmolL™"

NaCl, pH = 9,1
Gelkonzentration 5%
Gellange 15 mm

Spannung 500 V
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3.6 Biokonjugate

Das ursprungliche Ziel dieser Arbeit war, eine analytische Methode zu entwickeln,
um Biomolekile durch Ankopplung von Nanopartikeln auf einem niedrigen
Konzentrationsniveau quantifizieren zu konnen. Das dafir angedachte
Trennverfahren, die Gelelektrophorese gekoppelt an das ICP-MS, erwies sich als
geeignet, sowohl Nanopartikel als auch Biomolekile wie Proteine und DNA-
Fragmente, analytisch charakterisieren zu koénnen. Der letzte Schritt zu den
Konjugaten, die den Vorteil der guten Detektierbarkeit Uber die Metallatome des
Nanopartikels beinhaltet, geht Uber die chemische kovalente Anbindung eines
Clusters an ein Protein. Aufgrund der anspruchsvollen Anforderungen an die
durchzufihrende Kopplungsreaktion, wie die 1:1 Stéchiometrie und eine moglichst
nahe 100 % liegende Ausbeute, stellt sich dieser Schritt als sehr schwierig heraus
und ist keinesfalls auf triviale Weise innerhalb kurzer Zeit zu |6sen. Die direkte
Kopplung von Protein und Nanopartikel in einem einzigen simplen Reaktionsschritt
und ohne aufwendige Aufarbeitung der Reaktionsmischung stellte keine Aussicht auf
Erfolg dar, da die meisten moglichen Reaktionen zu unspezifisch sind und viele
Nebenprodukte mit sich bringen. Je spezifischer der Kopplungsschritt gewahlt wird,
desto aufwendiger muss der praparative Aufwand sein, um die Spezifitat zu
gewahrleisten. Eine Fokussierung auf diese synthetischen Aspekte hatte den
Rahmen dieser analytisch orientierten Promotionsarbeit Uberschritten und ware auch
aufgrund der fehlenden technischen Ausstattung schwierig zu realisieren gewesen.
Die analytischen Aspekte im Sinne einer prinzipiellen Machbarkeit des Vorhabens
anhand eines einfachen aber nicht zwangslaufig optimalen Modells sollen im
Zentrum dieser Dissertation stehen.

Als eine leicht durchzufihrende, synthetisch gut handhabbare und apparativ
unaufwendige Strategie erschien eine Kombination aus chemischer Modifikation des
Zielmoleklls (hier des Proteins) und einem Ligandenaustausch mit dem
Nanopartikel. Beide Schritte sind in der Literatur beschrieben®® und zumindest der
erste ist in der Biochemie weit verbreitet und kommerzielle Kits zur spezifischen
Modifikation von Proteinen sind auf dem Markt erhaltlich. Der Ligandenaustausch mit

kleinen Molekulen ist gut untersucht worden, es ist allerdings nicht bekannt, ob auch
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Makromoleklle einen solchen eingehen, bzw. in welchem Malie ein solcher
stattfindet.

Als praparativ durchfuhrbarer und Erfolg versprechender Ansatz wurde deshalb eine
Variante gewahlt, bei der das Protein mit einer Thiolkomponente modifiziert wird und
durch den darauf folgenden Austausch von Liganden des Nanopartikels mit diesem
thiolierten Protein, eine stabile Verbindung der zwei Komponenten herbeigefuhrt

werden soll.

3.6.1 Kopplung von Proteinen mit DHLA

Alle Reaktionen wurden in HEPES-Puffer** durchgefiihrt, welcher den pH-Wert im
physiologischen Bereich von 7,3 — 7,4 halten kann und beim Arbeiten mit Proteinen
im Labor als Standardpuffer weite Anwendung findet. Es wurde eine Losung der
Konzentration 50 mmolL™ hergestellt und mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt.

Folgende Losungen werden bendtigt:

e 6,4 mg DHLA (31 pmol) in 1 mL HEPES-Puffer
e 29,8 mg EDC (155,4 umol) in 200 yL HEPES-Puffer und
e 4.4 mg NHS (38,2 umol) in 200 uyL HEPES-Puffer

Nach 2 min Schutteln ist alles gelost, und die beiden LOsungen werden unter
weiterem Schuitteln zusammengegeben. Nach 10 min hat das EDC vollstandig
abreagiert und der Mischung aus DHLA, EDC und NHS wird die Aminkomponente,
das Protein, zugegeben. Bei den Ansatzen mit den beiden Proteinen Ovalbumin und
B-Casein werden jeweils 31 pmol, was 1364 mg Ovalbumin und 731 mg B-Casein
entspricht, eingesetzt, und in je 3 mL HEPES-Puffer gelost. Die Proteinlosung wird
mit der Losung des aktivierten DHLA zusammen gegeben, eine Minute stark

geschuttelt und eine halbe Stunde bei Raumtemperatur stehen gelassen.

[+]

I
hc_f!_\_ﬂﬁn_/_o"

H® n_/ 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
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Danach wird aus den 4,2 mL Reaktionsmischung 100 yL entnommen und zu einer
Losung aus 23 mg der synthetisierten Nanopartikelprobe Augein in 1 mL

Wasser gegeben. Bei der Annahme von etwa 15000 gmol” als mittleres
Molekulargewicht des Nanopartikels, was einem Cluster mit etwa 50 Goldatomen
und 40 MSA-Molekulen entspricht und bei einer mit der HPLC abgeschatzten Grolke
von 1,5 nm Durchmesser eine realistische Grélienordnung darstellt, entspricht das
Mischungsverhaltnis Cluster zu eingesetztem Protein 2 zu 1. Bei einem Uberschuss
an Cluster ist die Wahrscheinlichkeit sehr grof3, dass bei Erreichung des
Austauschgleichgewichtes kaum Cluster mit zwei Proteinmolekilen zu finden sind

sondern nur solche mit keinem oder einem Protein.
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4 Diskussion

4.1 Synthesen

4.1.1 Farbigkeit der Nanopartikel

Wie in Kapitel 2.1.2 schon beschrieben wurde, ist die Farbigkeit der Nanopartikel ein
Phanomen, welches auf kollektive Schwingungen der Elektronen in den Atomen des
Partikels zurlckzufihren ist. Das fur die Farberscheinung des Partikels
ausschlaggebende Maximum der Absorption ist unter anderem abhangig von seiner
GroRRe. Ein Goldnanopartikel mit einem Durchmesser von etwa 10 nm besitzt eine
starke Absorption im Bereich um 520 nm. Werden die Partikel kleiner, so nimmt das
Absorptionsmaximum ab, und der rote Farbeindruck geht ins Braune Uber, da nun
eine Absorption Uber den sichtbaren Wellenlangenbereich (380-780 nm) stattfindet,

wobei niedrigere Wellenlangen starker absorbiert werden.

1.6

Ahsorbance

0.0 b
300 400 500 800 700 BOO

Wawvelength (nm)

Abb. 44 Absorptionsspektrum von Goldnanopartikeln verschiedener GrolRRe
(@=1,02nm,b=1,08nm,c=1,28 nm,d=1,94 nm, e = 3,36 nm)

In Abb. 44 sind Absorptionsspektren verschieden groRer Nanopartikel zu sehen!’.

Man erkennt, dass das Maximum bei etwa 520 nm bei den grofleren Partikeln
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(e, r = 3,4 nm) noch vorhanden ist, aber mit abnehmender Grélke der Partikel von e
nach a schliel3lich vollstandig zurlckgeht. Der rote Farbton der Partikelldsung
verschwindet und sie erscheint nunmehr braun.

Betrachtet man nun grol3ere Partikel, so nimmt die Absorption am Maximum zu und
dieses verschiebt sich in den langerwelligen Bereich. Bei sehr grof3en Partikeln
werden schlieBlich noch weitere Absorptionsmoden sichtbar”™. Fiir den

Farbeindruck bedeutet dies, dass er sich von rot Uber violett nach blau andert.

| T [ T I ‘;ﬂll_\_\-‘-\--l-; T | T | T T I T T | T | T | T
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Abb. 45 Absorptionsspektrum von Goldnanopartikeln im GrofRenbereich von 10 nm
bis 100 nm

In den folgenden Abbildungen sind Losungen synthetisierter
Goldnanopartikelldsungen unterschiedlicher Grofde zu sehen. Die Losungen der
oberen Reihe enthalten Partikel, welche nach der Borhydridmethode hergestellt
wurden und mit MSA-Molekdle stabilisiert sind und im unteren Bild sind Partikel zu
sehen, die nach der Citratmethode synthetisiert wurden.

Einzig durch den Farbton kann man den GroRenbereich der unterschiedlichen
Partikel auf kleiner 5 nm Durchmesser fur die MSA-Partikel und groRer 10 nm fur die

Citratpartikel abschatzen. Durch HPLC-Messungen konnten die Durchmesser der
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Partikel der oberen Reihe auf 1,2 nm (oben links), 2,3 nm (oben Mitte) und 3,8 nm
(oben rechts) abgeschatzt werden. Bei den Citratpartikeln im unteren Bild handelt es
sich um den 10 nm Standard (links), den 20 nm Standard (Mitte) und einer Probe mit

etwa 100 nm Durchmesser (rechts).

cie

Die oben gezeigten Proben zeigen, dass alleine durch die visuelle Betrachtung von
Nanopartikelldsungen eine Einschatzung der durchschnittlichen GréRe mdglich ist.
Nichtsdestotrotz ist natlrlich keine absolute Aussage Uber den tatsachlichen
Durchmesser moglich. Man erkennt nicht, ob die Grdlenverteilung mono- oder
bimodal, schmal oder breit ist und die Losung muss eine gewisse Konzentration

aufweisen, dass der Farbeindruck gut fur das menschliche Auge wahrnehmbar ist.
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4.1.2 Stabilitat

Die Stabilitdt von Nanopartikeln gegenlber Veranderungen in der umgebenden
Lésung (pH-Wert, lonenstarke, Temperatur) hangt in erster Linie von der Art der
Stabilisation durch die sich auf der Oberflache befindlichen Liganden ab. Nicht
kovalent stabilisierte Partikel (durch Citratmolekile) sind stabil gegen Anderungen in
der Temperatur (die Synthese erfolgt schon bei 100 °C), agglomerieren jedoch sofort
und irreversibel bei Zugabe von Salzen oder Sauren. Dies leuchtet ein, wenn man
sich vor Augen fuhrt, dass die Stabilisierung darauf beruht, dass das Partikel durch
die Adsorption der negativ geladenen Citratmolekile eine geladene Oberflache
erhalt, sich deshalb zwei Partikel gegenseitig abstolien und eine Agglomeration
verhindert wird. Durch Erniedrigung des pH-Wertes geht die negative Ladung
verloren, die gegenseitige AbstolRung nimmt ab und durch die sterische Nahe fallen
die Partikel aus. Ebenso verlieren sie ihre schitzende Hulle bei Erhéhung der
lonenstarke, da die Citratmolekule durch andere lonen von der Oberflache verdrangt
werden, die nicht die schitzende Funktion des Citrates auszutiben vermégen, und
das nunmehr ,nackte“ Partikel mit anderen agglomeriert.

Gibt man zu einer Losung aus Citratpartikeln einen Tropfen 1 molarer NaCl oder HCI,
so verfarbt sich die Lésung erst lila, dann blau und nach einigen Minuten oder nach
Schutteln verliert sie jegliche Farbung und ein Bodensatz bildet sich, bei dem es sich

um die vollstandig agglomerierten Partikel handelt.

Bei Nanopartikeln, die durch wasserldsliche Thiole stabilisiert sind, ist das Verhalten
umgekehrt. Sie sind empfindlich gegenliber hohen Temperaturen, da hierbei die
Bindungen des Thiols Uber den Schwefel zum Partikel brechen kdnnen und sich das
Molekul vom Metallkern trennt. Eine grol3e Stabilitat zeigt sich jedoch gegeniber
Anderungen der lonenstéarke. So vermdgen andere lonen nicht, die MSA-Molekiile
von der Oberflache des Nanopartikels zu verdrangen, und selbst in 1 molarer NaCl
bleiben die Partikel Uber einen langen Zeitraum stabil. Handelt es sich bei den
Thiolen um Carbonsauren, so fuhrt eine Erniedrigung des pH-Wertes zu einer
Protonierung der Carboxylatgruppen und zu einem Ausfallen der Partikel. Sie
agglomerieren jedoch nicht wie Citratpartikel sondern werden lediglich unléslich.
Dementsprechend ist dieser Prozess umkehrbar, und bei Zugabe einer Base I0st

sich der Niederschlag wieder auf. Auch bestimmte Metallkationen wie Kupfer
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vermogen die Partikel zum Ausfallen zu bringen. Sie bilden stabile Komplexe mit den
Carboxylatgruppen und vernetzen auf diese Weise viele Nanopartikel miteinander,
was ebenfalls zur Unloslichkeit fuhrt. Durch Zugabe starker Komplexbildner, wie
EDTA, kann dieser Prozess teilweise wieder rickgangig gemacht werden. War die
Vernetzung zu stark, sind die EDTA-Molekile aufgrund der sterischen Hinderung
nicht mehr in der Lage, die komplexierten Kupferionen zu erreichen, und eine

Wiederauflosung des Niederschlages kann nicht mehr erfolgen.

Durch den Austausch der Citratmolekile durch Thiole kann eine Stabilisierung
erreicht werden. Hierzu wurde jeweils 1 mL der drei Goldnanopartikelstandards mit
50 L Dihydroliponsaure versetzt und nach 30 min wurden 250 pL 1 molare NaOH

zugegeben.

Tab. 16 Zusammenfassung der Austauschexperimente zwischen den

Goldnanopartikelstandards und Dihydroliponsaure (DHLA)

Zugabe 5 nm Standard 10 nm Standard 20 nm Standard

- rot rot rot

gelbe Losung mit  farblose Lésung

schwach mit .
50 yL DHLA unverandert
dunklem blauschwarzem
Niederschlag Niederschlag
250 yL 1 m NaOH braunrot rot-pink schwach rotblau

In Tab. 16 sind die Ergebnisse zusammengefasst, und man erkennt, dass beim
grofliten Standard in den 30 min kein ausreichender Austausch stattgefunden hat, da
nach Zugabe der NaOH die Losung agglomerierte. Beide anderen Standards
tauschten aus, da sich nach Zugabe von DHLA ein Niederschlag bildete, der sich in
basischer Losung wieder aufloste. Der 10 nm Standard erhielt einen leichten Pinkton,
was auf einen gewissen Anteil an Agglomeration hindeutet. Hier bildeten sich
wahrend des Austausches grofdere Partikel (durch Agglomeration einzelner weniger
Partikel), die fur den pinken Farbton verantwortlich sind. Beim kleinsten Partikel

deutete nichts auf Agglomeration wahrend des Austauschvorgangs hin.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass kleinere Partikel allgemein besser einen
Ligandenaustausch eingehen als groRere. Die Geschwindigkeit bei weniger
auszutauschenden Molekulen ist groRer und die Wahrscheinlichkeit einer
zwischenzeitlichen Agglomeration der Partikel somit niedriger. Die erlangte Stabilitat
gegenuber Zugabe von Base (Erhdhung der lonenstarke) beweist den erfolgten
Austausch innerhalb von 30 min. Dieses Ergebnis ist eine Grundvoraussetzung flr
die Verwendung von Thiolverbindungen zur stabilen Anbindung an Nanopartikel

durch Ligandenaustausch.

4.2 Charakterisierung der Nanopartikel

4.2.1 HPLC-Trennung von Nanopartikeln

Der wohl wichtigste Parameter bei der Charakterisierung von Nanopartikeln ist deren
Grolde, vorzugsweise angegeben als Partikeldurchmesser. Letztendlich ist es
namlich die GrofRe, bzw. die Kleinheit, die fur den Namen dieser Verbindungsklasse
verantwortlich ist: Nano.

Ein zweiter sehr entscheidender Parameter fur die Beurteilung der spateren
Verwendung ist die das Partikel umgebende und stabilisierende Ligandensphare, da
sie das chemische Verhalten der Partikel bestimmt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
auf eine Charakterisierung der Oberflache verzichtet, da nur Proben bekannter und
homogener Oberflache verwendet wurden. Die Homogenitat war durch die bei der
Synthese verwendeten Substanzen vorbestimmt (Citrat bzw. Thiol als stabilisierende
Liganden) und die Charakterisierung beschrankte sich auf eine Grélenbestimmung.
Zur GrolRenbestimmung werden traditionelle Verfahren wie TEM und DLS
routinemalig und erfolgreich eingesetzt. Mitunter ist der apparative Aufwand zur
Untersuchung der Proben allerdings recht hoch, bzw. bendtigte Gerate stehen nicht
oder nur eingeschrankt zur Verflgung. Eine Alternative dazu stellt die
Fllssigkeitschromatographie dar, die in fast allen Analytiklaboratorien mittlerweile zur

Standardausrustung gehort, einfach zu bedienen und vielfaltig einsetzbar ist.
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Die Vorteile einer HPLC-Methode:

e kurze Messdauer gegenuber den traditionellen Messverfahren

e geringer Aufwand bei der Probenvorbereitung

e Moglichkeit der Kopplung mit verschiedenen Detektoren und dadurch ein
grolerer Informationsgewinn

e echte Auftrennung verschiedener Nanopartikel und die Mdoglichkeit der

Fraktionierung mit Hilfe einer semipraparativen Saule

Durch die Kopplung der Trennsaule an verschiedene Detektoren, kdnnen zusatzliche
Informationen Uber optische (UV-Detektor), molekulare (ESI-MS) oder elementare
(ICP-MS) Eigenschaften der Cluster erhalten werden.

Da bei den Analysen primar die GroRe der Partikel bestimmt werden soll, wurden
grolRendispergierende Saulen, also ,size exclusion® Saulen, verwendet. Ihr
Trennprinzip beruht auf dem Ausschluss groRerer Partikel von den Poren des
Saulenmaterials und eine damit verbundene schnellere Elution gegenlber kleineren
Partikeln, die durch das Eindringen in die Poren eine langere Verweilzeit in der Saule
besitzen. Details Uber dieses Trennverfahren sind in Kapitel 2.2.4 beschrieben. Eine
Besonderheit bei der hier verwendeten Analysenmethode ist die Verwendung von
SDS im Eluenten. SDS ist ein anionisches Detergenz, welches in diesem speziellen
Fall die Aufgabe hat, die ebenfalls negativ geladenen Nanopartikel von einer
irreversiblen Adsorption am Saulenmaterial zu hindern. Wei et al. beschrieben zuerst
die Notwendigkeit dieses Zusatzes und zeigten, dass eine Mindestkonzentration
SDS (abhangig vom Saulenmaterial) notwendig ist, um die Nanopartikel vollstandig
zu eluieren!™®,

Die Verwendung von SDS hat fur die Detektion der Cluster allerdings entscheidende

Nachteile:

e bei der Detektion im UV-Detektor bilden sich in der Messzelle leicht Blaschen,
die die Messung der Transmission empfindlich storen

e Signale im ESI-MS werden durch den hohen ionischen Matrixgehalt
vollstandig unterdruckt

e durch Ablagerungen auf den Konen ist ein haufiges Reinigen des
Interfacebereiches des ICP-MS notwendig

e die Detektion von Schwefel in den Partikeln ist unmaoglich



Diskussion 101

4.2.1.1 Nicht-kovalent stabilisierte Nanopartikel

Historisch betrachtet sind citratstabilisierte Goldnanopartikel die ersten ihrer Art und
waren lange Zeit auch die einzigen. |hre Synthese ist gut untersucht und
GroRenstandards sind kommerziell erhaltlich. Da die vor Agglomeration schutzende
Citrathdlle nur Uber ionische Wechselwirkungen mit der Goldoberflache des Partikels
verbunden ist, spricht man hier von nicht-kovalent stabilisierten Goldnanopartikeln.
Ziel war es, drei Standardlésungen mit unterschiedlichen vom Hersteller
angegebenen PartikelgroRen voneinander zu trennen und durch die Erstellung einer
Kalibrationsgeraden selbst hergestellte Nanopartikel hinsichtlich ihrer GroRe zu
bestimmen. Hierzu wurden die Ldésungen in einer Pufferlésung verdinnt und Uber
eine Probenschleife durch ein Injektionsventil auf die Saule gebracht. Das im
Eluenten befindliche SDS wechselwirkt mit dem Saulenmaterial, dessen Oberflache
auf diese Weise negativ geladen wird und die gleichsinnig geladenen
citratstabilisierten Goldpartikel konnen nicht mehr an der Oberflache adsorbieren.
Der Trennmechanismus ist demnach auch bei den verwendeten C18-Saulen
grolRendispergierend, da  Wechselwirkungen mit dem  Saulenmaterial
ausgeschlossen werden kdnnen.

In Abb. 46 ist die Trennung der drei Standardiésungen mit Partikeldurchmessern von
5 nm, 10 nm und 20 nm zu sehen. Die drei Signale sind nicht grundliniengetrennt, da
einerseits die Partikel eine gewisse GroRenverteilung aufweisen und die
Trennleistung der Saule begrenzt ist. Allerdings sind die drei Maxima deutlich zu
erkennen, und eine entsprechende Kalibrationsgerade konnte erstellt werden (siehe
Abb. 47). Hierzu wurde auf der Ordinate der Partikeldurchmesser logarithmisch
gegen die Retentionszeit aufgetragen und durch lineare Regression konnte eine

Kalibriergerade erstellt werden.
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Die Elutionszeiten der GroRenstandards waren auf Tagesbasis mit einer relativen
Standardabweichung der Retentionszeiten von RSD <2 % stabil (Daten hier nicht
gezeigt). Uber Wochen und Monate betrachtet verkiirzten sich die Elutionszeiten der
Analyten jedoch, was auf ein sukzessives irreversibles Abscheiden von Partikeln auf
dem Saulenmaterial und eine damit einhergehende Verstopfung der Poren hindeutet.
Aufgrund der gegebenen Kurzzeitstabilitdt der Retentionszeiten kann man mit dieser
Chromatographie die Reproduzierbarkeit bezuglich der resultierenden Partikelgroe
bei gleichen Syntheseansatzen Uberprufen. Hierzu wurden zwei unterschiedliche
Ansatze jeweils drei Mal unter gleichen Bedingungen synthetisiert und danach
chromatographisch untersucht. Abb. 48 zeigt die Probenserie A-C und D-F im
Vergleich zu den Standards mit 5 nm und 20 nm Durchmesser (Synthese der Proben
A-F siehe Kapitel 3.2.1, Tab. 1).

25000+ Probe A
—— Probe B
_ 20000 + Probe B (Wdh)
8 Probe C
o Probe D
-] 15000 + Probe E
5< Probe F
= 10000 Probe F (Wdh)
= —20nm
n
[
L 5000 -
£
0_ S
3,5 5,5

Zeit (min)

Abb. 48 Chromatogramm von jeweils drei Proben des gleichen Ansatzes zum
Vergleich der Reproduzierbarkeit der Partikelgro3en bei der Synthese von
Citrat-Goldnanopartikeln
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Tab. 17 Retentionszeiten der Analyse der einzelnen Syntheseansatze A-F mittels
SEC-Chromatographie. Ermittlung der Durchmesser mit Hilfe einer

Kalibration mit drei GroRenstandards.

Probe Retentionszeit [min] Durchmesser [nm] RSD
A 4,44 15,9
B 4,41 17,0
16,6 £ 0,6 nm (% 3,3 %)
B (Wdh.) 4,43 16,3
C 4,41 17,0
D 4,31 21,3
E 4,30 21,8
21,7+ 0,5nm (£ 2,2 %)
F 4,31 21,3
F (Wdh.) 4,29 22,3

Es ist bekannt, dass die GroRenausschlusschromatographie keine gute Aufldsung
bezuglich ahnlich grol3er Molekule hat. Dies ist ein Nachteil, der bei der Analyse von
Nanopartikeln allerdings nur eine untergeordnete Rolle spielt. Der Effekt ist in
Abb. 49 deutlich erkennbar, und es ist keine Unterscheidung zwischen den zwei
Proben moglich, da die Signale so dicht zusammen liegen, dass sie sich in der Form
uberlappen und als ein einzelnes Signal im Chromatogramm erscheinen. Betrachtet
man nun aber einen typischen Syntheseansatz, dann wird es nicht vorkommen, dass
das Produkt eine bimodale Grdélenverteilung aufweist, bei der die zwei Modi sehr
nahe beieinander liegende Maxima aufweisen. Bi- oder polymodale Verteilungen
konnen bei der Synthese naturlich vorkommen, aber dann liegen die einzelnen

durchschnittlichen Durchmesser weiter auseinander als in folgendem Beispiel.
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Abb. 49 Vergleich der Proben C (17nm) und D (21nm)

4.2.1.1.1 Reduktion durch den Eluenten

Bei der chromatographischen Trennung von citratstabilisierten Nanopartikeln missen
einige Aspekte bezlglich des verwendeten Eluenten beachtet werden. Die Probe
kann durch Substanzen im Eluenten chemisch verdandert werden, und das
Elutionsverhalten kann hinsichtlich der Retentionszeiten und Vollstandigkeit der
Elution der Probe beeinflusst werden.

Bei der Analyse von Goldnanopartikeln muss naturlich in Betracht gezogen werden,
dass neben dem Cluster, als Nebenprodukt der Synthese oder Degradationsprodukt
des Clusters, komplexiertes Gold in der Probe vorliegt. Zur Bestimmung der
Retentionszeit wurde nun eine Au®*'-Standardldsung im zur chromatographischen
Trennung verwendeten Eluenten verdiinnt. Dieser bestand aus 5 mmolL™ Citrat und
15 mmolL™" SDS bei einem pH von 6. Um zu sehen, ob andere Metalle die gleichen
Retentionszeiten aufweisen, wurden der Losung noch Kupfer und Blei zugegeben, so

dass alle Metalle in einer Konzentration von 1 mg/kg vorlagen. In Abb. 50 kann man
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nun den zeitlichen Verlauf der Veranderung der Probe durch wiederholte aufeinander
folgende Analyse derselben verfolgen. Schon bei der ersten Messung der Probe,
etwa 10 min nach deren Praparation, sind mehrere Signale zu erkennen. Signal (A)
mit der langsten Retentionszeit von 10,3 min ist der kleinsten Spezies in der Probe
zuzuordnen und diese stellt das komplexierte Metall dar. Auch die anderen Metalle
eluierten zur gleichen Zeit (Pb nicht gezeigt, Cu siehe Abb. 51). Das zweite Signal
(B) mit einer Retentionszeit von 8,9 min ist schon bei der ersten Messung vorhanden
und nimmt ebenso wie Signal (A) von Messung zu Messung kontinuierlich ab. Signal
(C) ist ab der dritten Messung deutlich zu sehen und wachst in dem Malie wie die

anderen Signale kleiner werden.

(C)

—— 1. Messung
2. Messung
3. Messung
4. Messung
5. Messung
6. Messung
7. Messung
. Messung

Au (cps)
(&)}
o
o
o
o

197
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0+— “B)  *)

Zeit (min)

Abb. 50 pseudo-3D-Darstellung der Messungen des Au-Standards

Am Beispiel von Kupfer kann man in Abb. 51 sehen, dass dieses keiner Reaktion
unterworfen ist und die Signale bei allen acht Messungen reproduzierbar sind. Abb.
52 stellt die Signalflachen integriert Uber alle auftretenden Peaks dar. Der auffallend
niedrigere Wert der ersten Analyse ist darauf zurickzufuhren, dass die Poren der
Saule und das Saulenmaterial in gewisser Weise mit dem Anteil an kleinen

Komplexen gesattigt werden, die nicht wieder bzw. nur nach langen Spulvorgangen
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von ihr eluiert werden koénnen. Diese Adsorptionseffekte sind jedes Mal zu

beobachten, wenn eine gesplulte Saule frisch benutzt wurde.
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Abb. 51 Nacheinander wiederholte Analysen einer 1 mgL™" Cu-Standard-

Losung, angesetzt in Citratpuffer
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Abb. 52 Vergleich der Peakflachen Uber alle Signale einer Analyse
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Zur Erklarung der Beobachtungen ist zu bedenken, dass Au** im Gegensatz zu Cu®*
und Pb?* ein starkes Oxidationsmittel darstellt und dementsprechend Kupfer und Blei
mit dem Puffer des Eluenten einfache Komplexe bilden, Gold jedoch in der Lage ist,
wie schon in 3.2.1 beschrieben, Citrat zu oxidieren, polymere Strukturen auszubilden
und durch weitere Reduktion groRere Cluster zu bilden.

Fraktion (C) wird kaum retardiert und eluiert kurz nach der Totzeit der Saule. Das
bedeutet, dass das Signal einem relativ groRen Partikel (wie spater noch gezeigt
wird, ist die Ausschlussgrenze >25 nm) entspricht. Es ist auch nachzuvollziehen,
dass unter den gegebenen Reaktionsbedingungen grof3e Partikel entstehen, denn
durch die niedrige Temperatur (20 °C) ist die Reduktionsgeschwindigkeit der
Citronensaure zur Acetondicarbonsaure recht langsam und somit bildet sich auch
das fir die Nukleation verantwortliche Oligomer mit Au® nur langsam. Durch die
daraus resultierende niedrige Anzahl an Nukleationskeimen werden die daraus
wachsenden Partikel sehr gro3, was die friihe Elution der Fraktion erklart.

Wahrend der ersten beiden Messungen sind noch keine grofien Partikel zu
beobachten, was mit der am Beginn des Partikelwachstums stehenden notwendigen
Ausbildung des Oligomers in Einklang steht. Es kann spekuliert werden, dass das
Signal (B) einem solchen Oligomer zugeordnet werden kann, was konkordant zur
beobachteten Retentionszeit von 8,9 min und der zu erwartenden GroRe des

Oligomers ist.

Das im vorangegangenen dargestellte Phanomen zeigt einerseits, dass die Wahl der
zur Herstellung des Puffers verwendeten Substanzen auf die zu analysierende Probe
anzupassen ist, da es sonst zu Veranderungen derselben kommen kann. Das starke
Oxidationsmittel Au®* oxidierte analog der Synthese nach Turkevich das in der
Lésung als Puffer verwendete Citrat unter Bildung von Clustern. Da die Reaktion
nicht wie bei der Synthese bei 100 °C sondern bei Raumtemperatur stattfand,
bildeten sich auf Grund der niedrigen Reaktionsgeschwindgkeit gro3e Partikel. Hier
konnte also die Synthese von citratstabilisierten Goldnanopartikeln quasi im Zeitraffer

mittels der GroRenausschlusschromatographie beobachtet werden.
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4.2.1.2 Kovalent stabilisierte Nanopartikel

Im Unterschied zu den nicht-kovalent stabilisierten Nanopartikeln, bei denen die
Bindung zwischen Metallkern und Ligandensphare aus ionischen oder van-der-
Waals-Wechselwirkungen besteht, besitzen solche Partikel, bei denen diese Bindung
kovalenter Natur ist, in erster Linie eine groRere chemische Stabilitat. Durch einen
anderen Reaktionsmechanismus ist der resultierende Durchmesser solcher Partikel
im Allgemeinen auch kleiner als z. B. bei citratstabilisierten Nanopartikeln. Es gibt
leider (noch) keine kommerziell erhaltlichen Standards mit einer zertifizierten
GrolRenangabe, weshalb als Vergleichsstandards die schon im vorigen Kapitel
beschriebenen citratstabilisierten  Goldnanopartikel benutzt werden. Eine
GrolRenbestimmung durch Vergleich der Retentionszeiten ist prinzipiell mdglich, da
der Trennmechanismus primar von dem Durchmesser des Partikels abhangig ist und
chemische Wechselwirkungen mit dem Saulenmaterial durch Verwendung von SDS

im Eluenten weitgehend unterdrickt werden.

5nm
5000 4 —— 10nm Cu-EDTA
20nm 414000
4000 - 12000
/U-‘)\ T ~—~
3 10000 &
S 3000+ ] z
S 8000 O
T 2000+ 6000 %
— b c
c 4000 £
= 1000+ ] =
IS 2000
O T T T T T T T T T T 0
3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0

Zeit (min)

Abb. 53 Chromatogramme verschiedener Grof3enstandards.
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In Abb. 53 ist ein Chromatogramm dargestellt, welches die Retentionszeiten der drei
GroRRenstandards (20 nm, 10 nm und 5 nm) und die eines niedermolekularen
Komplexes (Cu-EDTA) zeigt. In Abb. 54 sind nun Chromatogramme
unterschiedlicher Syntheseansatze von MSA-stabilisierten Silbernanopartikeln zu
sehen (Synthese vgl. Tab. 3).

Aus den Messungen geht hervor, dass die Unterschiede bezuglich der
durchschnittlichen Grolie der Partikel (reprasentiert durch das Maximum der Signale)
nur minimal variieren. Allgemein ist festzustellen, dass die Durchmesser zwischen
dem des 5 nm Standards und des Cu-EDTA-Komplexes liegen. In Bezug auf die
Breite des Signals, welche im Zusammenhang mit der GroRRenverteilung der Probe
steht, ist jedoch eine Differenzierung der einzelnen Analysenansatze moglich.

In der Reihenfolge der Verkleinerung des Verhaltnisses MSA zu Silber (P17 mit 10:1,
P18 3:1, P19 1:1 und P20 1:2) werden die GroRenverteilungen der Proben
ausgepragter, und das Maximum des Signals verschiebt sich tendenziell zu

niedrigeren Retentionszeiten, was einem groReren Durchmesser entspricht.
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Abb. 54 Chromatogramme von Ag-MSA-Partikeln aus verschiedenen

Syntheseansatzen.
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Die GrofRenausschlusschromatographie ist fur die Analyse von Nanopartikeln im
Grolkenbereich unter 5 nm nur bedingt geeignet, da geringe Unterschiede in der
Grole nicht mehr aufgelost werden konnen und nur eine qualitative Aussage Uber
die Breite der Grolenverteilung gemacht werden kann. Eine Verbesserung der
Auflosung konnte z. B. durch Verwendung einer Saule mit kleinerer Porengrolie

erzielt werden, was im folgenden Kapitel diskutiert wird.

4.2.1.3 Vergleich verschiedener Saulen

Um eine Verbesserung der Auflosung der zu trennenden Nanopartikel zu erreichen,
gibt es prinzipiell die Moglichkeit, eine Saule mit kleinerem Porendurchmesser zu
benutzen. Ein kleinerer Porendurchmesser fihrt zu einem vollstandigen
GrolRenausschluss schon bei kleinerem Partikeldurchmesser und (theoretisch) zu
einer Verbesserung der Auflosung im unteren GroRenbereich.

Der 20 nm GroRenstandard eluiert zur Totzeit der Saule, da der hydrodynamische
Radius (Goldkern plus Citrathllle plus Hydrathllle) in etwa dem Porengrof3e von

300 A entspricht, und der Partikel somit nicht in die Poren eindringen kann.
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Abb. 55 Chromatogramm des 20 nm Goldpartikelstandards auf einer C18-Saule mit

300 A Porendurchmesser.
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Abb. 56 Chromatogramm einer Mischung des 20 nm und des 5 nm Goldstandards

auf einer C18 Saule mit 300 A Porendurchmesser.

Eine Mischung aus dem 20 nm und dem 5 nm Standard kann im Gegensatz zur
1000 A-Saule auf der 300 A-Saule nicht getrennt werden. Die Retentionszeiten
unterscheidet sich mit 2,11 min fur den 5 nm Standard zum 20 nm Standard mit
2,01 min nur unwesentlich, was zu einer Uberlappung beider Signale fiihrt (siehe
Abb. 56).

Auch im GroRenbereich unter 5 nm kann keine Verbesserung der Auflosung durch
Benutzung der 300 A-S&ule erreicht werden, was in Abb. 57 deutlich wird. Die
Retentionszeit unterscheidet sich mit 2,36 min zwar von der der beiden Standards,
allerdings liegen die drei Signale viel enger zusammen als bei der 1000 A-S&ule. Von
weiteren Untersuchungen bezuglich der Trennleistung wurde aufgrund dieser

Ergebnisse abgesehen.
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Abb. 57 Chromatogramme des 20 nm Goldstandards und des Ag-MSA Partikels
P17 auf einer C18 Saule mit 300 A Porendurchmesser.

4.2.2 GE-Trennung von Nanopartikeln

Wie im vorigen Kapitel gezeigt wurde, ist zur Charakterisierung von Nanopartikel die
GrolRenausschlusschromatographie zwar geeignet, allerdings ist ihr Aufldsungs-
vermogen beschrankt und die Moglichkeiten zur Variation der Analyse sind ebenfalls
limitiert. Im Gegensatz dazu besitzt die Gelelektrophorese eine Fille an Parametern,

die zur Optimierung einer Analyse verandert werden kénnen. Unter anderem ist das:

das Gelmaterial selbst (unterschiedliche Agarosen, Polyacrylamid)

die Dimensionen des Gels (Lange, Durchmesser)

der Elektrolyt (Pufferzusammensetzung)

die angelegte Spannung

Die Gelelektrophorese sollte daher im Stande sein, durch geeignete Variation der
Trennbedingungen, detailliertere und genauere Resultate zur Charakterisierung von

Nanopartikeln zu liefern.
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4.2.2.1 Vergleich von nicht-kovalent und kovalent stabilisierten Nanopartikeln

5nm + 20 nm
Probe C (16,6 nm)
Probe D (21,6 nm)
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Abb. 58 Elektropherogramm nicht-kovalent stabilisierter Nanopartikel;
Gel: 2 % Agarose, Lange: 30 mm, Spannung: 400 V,
Puffer: 10 mmolL™" SDS, 2 mmolL™" Hydrogenphosphat

In Abb. 58 sind Elektropherogramme zweier Standardlésungen (5 nm und 20 nm
Durchmesser) und zweier synthetisierter Citratnanopartikel vergleichend dargestellt.
Die Elutionsreihenfolge ist hier umgekehrter im Vergleich zur GroRenausschluss-
chromatographie, da der Trennmechanismus ein anderer ist. Aufgrund des
angelegten elektrischen Feldes wandern die negativ geladenen Partikel durch das
porose Agarosegel in Richtung Anode. Je kleiner die Partikel sind, desto weniger
werden sie durch die Struktur des Gels in ihrer Bewegung gebremst und gelangen
demnach schneller an das Ende des Gels, wo sie eluiert werden. Die 5 nm Partikel
migrieren demnach schneller als die 20 nm Partikel.

Ein gewisses Tailing der Signale ist deutlich sichtbar, was unter anderem mit der
Natur der Nanopartikel zusammenhangt. Ein Vergleich zwischen einem nichtkovalent
stabilisierten Citratnanopartikel und einem Au-MSA-Partikel in Abb. 59 macht dies

deutlich. Ein Tailing des Signals ist nur bei dem 5 nm Standard zu beobachten, wo
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hingegen der Au-MSA-Partikel ein symmetrisches Signal aufweist. Eine Erklarung
hierfir kdnnte im Verlust eines Teils der Citrathllle wahrend der elektrophoretischen
Trennung liegen. Da die Citratmolekule nur durch elektrostatische und Van-der-
Waals-Wechselwirkungen an den Kern des Nanopartikels gebunden sind und diese
Bindungen schwacher sind als kovalente Bindungen, kdnnten sie sich durch die
Reibungskrafte, die bei der Wanderung im Gel entstehen, und der elektrostatischen
Krafte im Spannungsfeld I0sen. Die Ladung des Partikels verringert sich und somit
nimmt auch seine Wanderungsgeschwindigkeit ab. Bei den Au-MSA-Partikeln wird
kein Tailing beobachtet, und da der grundlegende Unterschied zu den Citratpartikeln
in der Stabilitat der Schutzhille liegt, ist dies ein Indiz dafir, dass diese teilweise bei
der Wanderung im Gel verloren geht. Einen Einfluss auf die Elution durch die

verwendeten Schlduche und Verbindungen konnte ausgeschlossen werden.
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Abb. 59 Elektropherogramme des nicht kovalent stabilisierten 5 nm Standards und

des Au-MSA-Nanopartikels Augein bei einer angelegten Spannung von 300 V.
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4.2.2.2 Vergleich von unterschiedlichen Trennbedingungen

Von den zu Beginn des Kapitels schon erwahnten Variationsparametern bei der
Gelelektrophorese sollen hier beispielhaft die angelegte Spannung, die Lange des
Gels und die Gelkonzentration behandelt werden. Die Parameter Agarose und
Elektrolyt werden nicht diskutiert, da sich herausstellte, dass nur eine der drei
verwendeten Agarosen aufgrund ihrer homogenen Struktur nach der Gelierung flr
die Untersuchung von Nanopartikeln geeignet war (NuSieve) und dass es bei den
Elektrolyten auch nur zwei unterschiedliche Typen gab, namlich solche, bei denen
eine Trennung nicht funktionierte und solche, bei denen sie funktionierte. Bei
letzteren konnten kaum qualitative Unterschiede zwischen gleichen Experimenten

mit unterschiedlichen Elektrolyten beobachtet werden.
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Abb. 60 Vergleich gelelektrophoretischer Trennungen von Au-MSA-Nanopartikeln

bei unterschiedlichen Spannungen
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Bei der Analyse der Au-MSA-Nanopartikel Aukiein und Augor (Synthese siehe Tab. 2,
Seite 57) bei unterschiedlichen Spannungen sind die qualitativen Unterschiede
zwischen 150 V und 300 V angelegter Spannung nur gering (siehe Abb. 60). Die
Auflosung bei den groReren Partikeln nimmt bei niedriger Spannung etwas zu, was
an der besseren Abtrennung der Fraktion mit Maximum bei 27 min (Augrr bei 150 V)
im Vergleich zu 12,5 min (Augroz bei 300 V) deutlich wird. Die einzelnen Fraktionen
migrieren bei doppelter Spannung doppelt so schnell (ersichtlich anhand der
Migrationszeiten nach Korrektur der Totzeit) und die Peakbreite verdoppelt sich
ebenfalls. Eine Erhéhung der Spannung beschleunigt die Analyse, ohne Auflésung in
nennenswertem Umfang einzublif3en. Deshalb wurden im Weiteren mehrheitlich
Spannungen fur die Analysen gewahlt, die in der Nahe der fur das Analysengerat
zulassigen Maximalspannung lagen. Im Einzelfall wurde, wenn es notwendig
erschien, die Analyse bei einer niedrigeren Spannung wiederholt, um zu sehen, ob

eine Verbesserung der Auflésung zu erreichen ist.

Die Lange des Agarosegels hat einen ahnlichen Einfluss auf die Trennung, wie die
angelegte Spannung: bei einer Verdopplung der Gellange verdoppelt sich auch die
Migrationszeit. Die Aufldsung verbessert sich beim Wechsel von 10 mm zu 20 mm
Gellange (siehe Abb. 61), jedoch ist kein qualitativer Unterschied beim Ubergang zu
40 mm zu erkennen. Die Signale werden durch die verlangerte Analysendauer
zunehmend breiter und die eingesetzte Probenmenge muss entsprechend angepasst
werden, um noch vernunftige auswertbare Signale zu erhalten. Dies hat seine
Ursache in der langeren Verweildauer der Probe im Gel und der Aufheizung des
Gels wahrend der Analyse, was zu einer Erhdhung der Diffusion der Fraktionen und
somit zu einer Verbreiterung des Signals fuhrt. Die Migrationsreihenfolge und die
relativen Intensitaten der Signale bleiben wie zu erwarten bei einer Verlangerung der
Gels gleich.

Im Gegensatz dazu andern sich die relativen Signalintensitaten bezuglich der Hohe
bei Anderung der Gelkonzentration. In Abb. 62 sind die Elektropherogramme von
Auein in jeweils einem 20 mm Gel mit 1,5 % und 3 % Agarose zu sehen. Die
Migration der Spezies verlangsamt sich aufgrund der bei hoherer Gelkonzentration
nun geringeren PorengrofRe. Das Signal der Hauptspezies wird breit und flach, was
auf eine gewisse Undurchlassigkeit des Gels flr diese Spezies hindeutet. Es ist

wahrscheinlich, dass die Partikel einen mit dem durchschnittlichen
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Porendurchmesser vergleichbaren Durchmesser haben und aufgrund der
statistischen PorengrofRenverteilung stark retardiert werden und dadurch deutlich

verbreitert eluieren.
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Abb. 61 Elektropherogramm von Auein bei unterschiedlicher Gellange
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Abb. 62 Elektropherogramm von Augein bei unterschiedlicher Gelkonzentration
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Die Gelkonzentration spielt also eine ganz entscheidende Rolle bezlglich des
GrolRenbereiches der zu analysierenden Spezies. Liegen die GroRen der Spezies
weit auseinander, bietet sich ein Gel niedriger Konzentration an, da nur bei einem
solchen die gro3en Cluster annahernd vollstandig durch das Gel migrieren kdnnen.
Um herauszufinden, ob ein Signal aus einer oder mehreren Fraktionen besteht, muss
die Probe auch auf einem hoherprozentigen Gel analysiert werden. Hier erreicht man
teilweise hochauflosende Trennungen bei Molekulen, die sich in ihrem Molekular-
gewicht nur um wenige Prozent unterscheiden (Daten von Messungen von
lodspezies, hier nicht gezeigt).

Eine eindeutige Zuordnung der Signale bezlglich der Grélke der Partikel ist nicht
ohne weiteres moglich, da ein adaquater Vergleichsstandard fehlt. Aufgrund des
Migrationsverhaltens kann Signal (C) einem niedermolekularen Au-MSA-Komplex
zugeordnet werden und Signal (A) einer Nanopartikelfraktion mit einem Durchmesser
kleiner 5 nm(vgl. Abb. 59). Bei Fraktion (B) handelt es sich entweder um einen
mehrkernigen Au-MSA-Komplex oder eine Partikelfraktion, die einen nochmals
kleineren Durchmesser als Fraktion (A) aufweildt. Letzteres ist jedoch reine

Spekulation, da der Beweis darfur nicht erbracht werden konnte.

4.2.2.3 Vergleich mit der HPLC

Im Vergleich zu HPLC-Trennungen sind die Signale bei der Gelelektrophorese
deutlich breiter und neigen je nach Partikelart zu Unsymmetrie. Die
Signalverbreiterung liegt zum grofdten Teil an den Dimensionen der
Analysenapparatur, aber auch an der Inhomogenitat des verwendeten Gels. Im
Vergleich zu einer Chromatographiesaule ist der Durchmesser des Gels um ein
Vielfaches groRer und die Elutionszone am Ende des Gels besitzt ein groles
Totvolumen. Eine Verkleinerung beider Parameter, vor allem des Totvolumens,
konnte zu einer signifikanten Verbesserung der Peakbreite flhren. Diese
Anpassungen waren allerdings im Rahmen dieser Doktorarbeit nicht vorgesehen und
auch nicht durchfuhrbar.

Am Beispiel der Ag-MSA-Partikel P17, P18 und P19 (siehe Abb. 63 und Abb. 64)
kann man sehr deutlich den Unterschied im Auflésungsvermdgen der beiden

Trenntechniken erkennen. Die drei Partikel ergeben bei der
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GrolRenausschlusschromatographie drei sehr ahnliche Signale, die sich in der
Retentionszeit praktisch nicht unterscheiden und lediglich auf der linken Seite (zu
niedrigeren Retentionszeiten hin) eine Verbreiterung des Signals aufweisen. Der
kleinere Partikel P17 zeigt ein schmaleres Signal als die groReren Partikel P18 und
P19.

50000 + P17
——P18
. —P19
» 40000
o
L
g’soooo-
‘S 20000
(7]
[
(]
£ 10000
0 v T T T T T T T T T T T T 1
3,75 4,00 4,25 450 4,75 5,00 525 5,50
Zeit (min)

Abb. 63 Chromatogramm der Ag-MSA-Partikel P17 bis P19
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Abb. 64 Elektropherogramm der Ag-MSA-Partikel P17 bis P19. Gel: 3 % NuSieve;
Lange: 110 mm; Spannung: 600 V; Puffer: 10 mmolL™" Tris/Borat bei
pH = 8,9

Das Elektropherogramm zeigt ein anderes differenzierteres Bild, bei dem zum einen
mehr als eine Fraktion aufgeldst ist und die Unterschiede zwischen den einzelnen
Partikeln deutlicher zum Vorschein kommen. Alle drei Partikel zeigen ein Signal bei
15 min, was aufgrund der kleineren Migrationszeit einem niedermolekularen Ag-
MSA-Komplex zugeordnet werden kann. Das zweite Signal bei etwa 18 min ist auch
bei allen drei Proben vorhanden und stellt den eigentlichen Nanopartikel dar. Bei den
Partikeln P18 und P19 sind im Elektropherogramm weitere Strukturen mit langeren
Migrationszeiten erkennbar, welche nicht vollstandig aufgeldst sind und eine groRere
Partikelfraktion reprasentieren. Bei den HPLC-Experimenten stellt sich dies als
Verbreiterung der Signale zu kirzeren Retentionszeiten dar.

Der Informationsgewinn aus den Elektropherogrammen tragt leider keinen absoluten
Charakter bezuglich der Aussage uber die Grolke eines Partikels. Es ist lediglich
ersichtlich, dass eine nicht unbetrachtliche Menge der Probe aus einfachen
Komplexen besteht und die Nanopartikel eine gewisse Inhomogenitat in ihrer
GrolRenverteilung besitzen, die von P17 zu P19 groRer wird, was auch anhand der

Synthesebedingungen zu erwarten war.
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Die GroRRenausschlusschromatographie ist aufgrund der limitierten Auflésung fir die
Analyse kleiner nanopartikularer Verbindungen nicht geeignet. Nanopartikel-
fraktionen, die sich in ihrer GroRe nur wenig unterscheiden koeluieren. Die

Verwendung der Gelelektrophorese hat hier deutliche Vorteile:

e Flexibilitat bei der Herstellung des Gels und dadurch die Moglichkeit einer
optimalen Anpassung auf den Analyten
e Optimierungsmoglichkeit mehrerer Parameter

e geringe Anschaffungs- und Unterhaltungskosten

4.2.2.4 Metal-MSA-Komplexe

Die Bildung von Gold- und Silberthiolaten wird bei der Synthese von Nanopartikeln
nach Brust®! postuliert, aber bisher gab es in der Literatur keine genaueren
Untersuchungen und auch keine Identifizierung der gebildeten Spezies. Die Bildung
der Thiolate ist allerdings wichtig bei den Erklarungsversuchen zur Grolen-
abhangigkeit der entstehenden Partikel in Abhangigkeit vom Verhaltnis Metall zu
Thiol.

Zur Untersuchung der sich bildenden Silber- und Goldthiolate wurden Proben mit
Metall/Schwefel-Verhaltnissen von 2:1, 1:1, 1:2 und 1:8 fir Silber und 1:1, 1:2 und
1:8 fur Gold wie in Kapitel 3.4.2.2 beschrieben vorbereitet und gelelektrophoretisch
untersucht. Dabei wurde fur die Voruntersuchungen zur Auswahl der

Trennbedingungen ein UV-Detektor (A = 214 nm) verwendet.

4.2.2.4.1 Silber-MSA-Komplexe

In Abb. 65 ist zu erkennen, dass sich die Basislinie nach den Systempeak zwischen
2 und 3 min stabilisiert und drei getrennte Signale vollstandig voneinander getrennt

werden konnen.
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Abb. 65 Elektropherogramm von drei Ag-MSA-Proben mit unterschiedlichen
Verhaltnissen der Komponenten Ag” und MSA, UV-Detektion (A = 214 nm)

Eine eindeutige Identifizierung der Signale kann mit einem UV-Detektor nicht
vorgenommen werden, da er auler einer unspezifischen Absorption bei 214 nm
keinerlei Aussagen Uber die Natur der Spezies machen kann. Nichtsdestotrotz kann
durch Kenntnis der moglichen vorkommenden Spezies und deren migrativem
Verhalten wahrend der gelelektrophoretischen Trennung Uber die Identitat der
einzelnen Signale spekuliert werden.

In der Probe befinden sich neben dem Tris/Borat-Puffer geloéstes AgNO3;, MSA und
mogliche Ag-MSA-Komplexe. Mit Hilfe der Messung von Proben, die einmal nur
AgNOs3 und nur MSA enthielten (Daten hier nicht gezeigt), konnte gezeigt werden,
dass Signal (1) dem Nitratanion und Signal (2) dem Mercaptobernsteinsaureanion
(MSA") zuzuordnen ist. Signal (3) kann dementsprechend einem Ag-MSA-Komplex
zugeordnet werden, was bei Messungen mit dem ICP-MS durch Koelution von Silber
und Schwefel (siehe Abb. 66a und b) und Messungen an einem ESI-MS bestatigt

werden konnte.
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Abb. 66a Elektropherogramme von 4 Ag-MSA-Proben mit unterschiedlicher
Zusammensetzung, ICP-MS-Detektion des Isotops '*’Ag
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Abb. 66b Elektropherogramm von 4 Ag-MSA-Proben mit unterschiedlicher

Zusammensetzung, ICP-MS-Detektion des Isotops %S



Diskussion 125

Das Signal (1) ist bei der Detektion mit dem ICP-MS nicht mehr zu sehen, was
bedeutet, dass es weder Silber noch Schwefel enthalt. Demnach kann es nur das
Nitratanion sein, welches bei 214 nm absorbiert!’”! und wegen seiner geringen GréRe
auch eine kurze Migrationszeit im Gel haben sollte.

Abb. 66b zeigt die Schwefelspur der Elektropherogramme und man kann erkennen,
dass bei einem Unterschuss von MSA und bei aquimolaren Verhaltnissen von Silber
zu MSA (Ag/MSA 2:1 und Ag/MSA 1:1) kein Signal zwischen 10 und 11 min, was
freiem MSA™ entspricht, zu sehen ist. Erst bei einem Uberschuss von MSA ist das
Signal (2) zu sehen. Auch in Abb. 66a ist nur in zwei Elektropherogrammen das
Signal (2) vorhanden. Es ist allerdings nicht zu erwarten, dass zur Migrationszeit von
freiem MSA™ auch ein Silbersignal zu beobachten ist. Es muss sich demnach bei
einem Uberschuss an MSA ein Ag-MSA-Komplex bilden, der in etwa den gleichen
hydrodynamischen Radius und dieselbe Ladung wie reines MSA hat. Nur so ist eine
Komigration zu erklaren. Bei dem Komplex kann es sich entweder um ein
Silberthiolats$! oder ein Silbercarboxylat!” ! handeln. Aufgrund der héheren Affinitat
des Silbers zum Schwefel als zum Sauerstoffl’® ist die Bildung eines Thiolates
wahrscheinlicher. Durch die Substitution des Protons der Thiolgruppe durch ein
Silberkation bleibt die durch den Grad der Deprotonierung der Carboxylatgruppen
bestimmte Ladung erhalten und die GroRe nimmt nur in einem Malde zu, die unter
den verwendeten Trennbedingungen nicht zu einer merklichen Verringerung der
Migrationsgeschwindigkeit flhrt.

Die Fraktion reprasentiert durch Signal (3) migriert langsamer, was auf ein weniger
negativ geladenes und/oder gro3eres Molekul hindeutet. Einen Anhaltspunkt fur die
Identitat dieser Spezies gibt das durch Vergleich der Signalflachen errechenbare
molare Verhaltnis Ag/S. Hiernach handelt es sich um ein Molekll mit doppelt so
vielen Schwefelatomen wie Silberatomen. Durch ESI-MS-Messungen konnte die

Identitat des Komplexes Ag(MSA),* bestatigt werden. Dieser Komplex ist unter den

Ag  OH o)

|
S HS

§§ O Fkk (@)
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herrschenden Trennbedingungen zwar hoher geladen als MSA™ oder AQMSA™, durch
seine doppelte GroRe wird er jedoch bei einem 5 %igen Gel so stark an seiner

Wanderung gehindert, dass er langsamer durch das Gel migriert.

In Tab. 18 sind die integrierten Peakflachen der Signale (2) und (3) fur die 4 Proben
aufgelistet. Das molare Verhaltnis Ag/S fur Signal (3) schwankt zwischen 1,7 und
2,1. Es ist jedoch kein Trend von einer Probe zur anderen erkennbar, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass die Schwankungen mit der Messunsicherheit
erklart werden kdnnen. Bei einem Unterschuss von MSA oder aquimolaren Mengen
von Ag zu MSA liegt das gebundene Silber ausschlieRlich als Ag(MSA), vor.
Ag(MSA) hat sich nicht gebildet und positive Silberkomplexe konnten nicht
nachgewiesen werden, da sie in die entgegengesetzte Richtung, also nach oben,
migrieren und den Detektor deshalb nicht erreichen. Gibt man einen Uberschuss an
MSA zur Silberlésung, so bildet sich vermehrt auch der einfache Komplex AgMSA .
Durch die Koelution von MSA und AgMSA sind die molaren Verhéltnisse von Ag zu

S nicht aussagekraftig, da sich unter dem Signal zwei Spezies verbergen.

Tab. 18 Ubersicht (iber die Peakflachen, die molaren Ag/S-Verhéltnisse und den
prozentualen Anteil der beiden Spezies am Gesamtsilber

Probe  Peak Flache Flache R('Ag/*?S) molares  Verteilung des

7ag S Verhaltnis Ag auf Peak

(counts) (counts) Ag/S (a) und (b)
Ag/MSA  (2) nb.  nb. 0%
2.1 3) 1512970 95267 159 1:2,1 100 %
Ag/MSA (2) n.b. n.b. 0%
11 (3) 5251200 265550 198 1:1,7 100 %
Ag/MSA (2) 179110 117157 1,53 1:215 14 %
1:2 (3) 1108000 61547 18,0 1:18 86 %
Ag/MSA (2) 247680 102100 1,92 1:17.2 66 %
1:8 3) 128960  n.b. 34 %
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4.2.2.4.2 Gold-MSA-Komplexe

Gold verhalt sich bei der Komplexbildung mit MSA prinzipiell unterschiedlich zu
Silber, da Gold ein hohes Redoxpotential besitzt und unter Reduktion zu Au(l) Thiole
zu oxidieren vermag. Eine Frage war demnach auch, ob das Gold im Komplex
Au(MSA),™ nun dreiwertig oder einwertig vorliegt.

In Abb. 67 erkennt man wieder den Systempeak zwischen 2 und 3 min. Das Signal
(2) kann aufgrund der Migrationszeit dem MSA zugeordnet werden und Signal (4)
entspricht dem Goldkomplex Au(MSA),". Die Messungen der Goldproben sind
aufgrund der teilweise niedrigen Intensitaten nicht so eindeutig wie die Messungen
der Silberkomplexe, aber es ist trotzdem zu erkennen, dass sich auch hier bei einem
Unterschuss an MSA der Komplex Au(MSA)," bildet. Das Signal (2) der Probe 1:8
weist allerdings im Gegensatz zur aquivalenten Silberprobe eine deutliche Schulter
auf. In Abb. 68a ist das Signal (2) jedoch wesentlich kleiner, weshalb keine Schulter
sondern ein eigenes Signal zwischen (2) und (4) zu sehen ist. Uber dessen ldentitat

kann an dieser Stelle keine Aussage gemacht werden.

110 - (2)
100
90-
80
70-
60-
50
40-
30
20
ol 7 OO O @

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Zeit (min)

Absorption (mV)

Abb. 67 Elektropherogramme von drei Au-MSA-Proben mit unterschiedlichen

Verhaltnissen der Komponenten Au®t zu MSA; Detektion bei A =214 nm
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Abb. 68a Elektropherogramme von vier Au-MSA-Proben mit unterschiedlicher

Zusammensetzung, ICP-MS-Detektion des Isotops '%’Au

Ebenfalls ist in Abb. 68a zu erkennen, dass sich die Spezies Au(MSA),™ nicht sofort
nach Zusammengabe der beiden Komponenten HAuCl4s und MSA bildet, sondern
dass die Reaktion erst eine Reihe von Zwischenprodukten durchlauft. Diese sind bei
einer Wiederholung der Messung derselben Probe am nachsten Tag jedoch nicht
mehr zu finden und der stabile Komplex (4) hat sich ausgebildet.

Die untenstehende Abb. 68b zeigt die entsprechende Schwefelspur. Die Intensitaten
sind leider zu niedrig, um genauere Aussagen Uber die einzelnen Spezies machen
zu kdnnen. So geht bei den Proben 1:1, 1:2 und 1:8 das Signal (4) im Rauschen des
Untergrundes unter. Mit Hilfe des Gold-Schwefelverhaltnisses aus Probe (1:2
gealtert) kann man jedoch die molare Zusammensetzung des Komplexes errechnen
und kommt wie bei den Silberproben zu einem atomaren Verhaltnis von einem

Goldatom zu zwei Schwefelatomen.
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Abb. 68b Elektropherogramme von vier Au-MSA-Proben mit unterschiedlicher

Zusammensetzung, ICP-MS-Detektion des Isotops %S

Um nun die ldentitat des Goldkomplexes zu klaren, wurde die Probe 1:2 mit dem
ESI-MS untersucht. Abb. 69 und Abb. 70 zeigen die Spektren.
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s
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Abb. 69 lon-trap-ESI-Massenspektrum der Probe Au/MSA 1:2 im negativen Modus
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Abb. 70 Ausschnitt aus dem IT-ESI-Spektrum der Probe Au/MSA 1:2 gealtert

Die einzelnen Signale konnen wie folgt zugeordnet werden:

m/z Molekual Bemerkung
115 [MSA-H-SH;]” Verlust von H,S
149 [MSA-H]™ einfach deprotoniertes Muttermolekl
einfach deprotoniertes dimeres oxidiertes
297 [(MSA)2-3H]”
MSA mit Disulfidbriicke
einfach deprotonierter Komplex aus Gold
495 [Au(MSA)-H]”

und zwei MSA-Molekiilen

Das Massensignal bei m/z = 557 konnte keiner Goldverbindung zugeordnet werden.
Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um ein Artefakt aus vorangegangenen

Messreihen (Information des Gerateverantwortlichen).
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Zur Klarung der Identitat des lons mit dem Masse-Ladungsverhaltnis von 495 wurde
dieses in der lonenfalle von den anderen lonen abgetrennt und fragmentiert.

Folgendes Massenspektrum konnte erhalten werden:

Aumit MSA: MSMS 495

are.1

150 200 250 300 aso 400 450 500 550 600

Abb. 71 MSMS-Spektrum des lons mit m/z = 495 (AuMSA,)”
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m/z Molekul Bemerkung
477 [Au(MSA),-H-H20]"  Verlust von H,O
451 [Au(MSA)-H-CO;]” Verlust von CO,
407 [Au(MSA),-H-2CO,]”  Zusatzlicher Verlust von CO;
379 [Au(SH)(MSA)-H]™ Verlust der Apfelséduregruppe
361 [Au(SH)(MSA)-H-H,O]" Verlust von H,O
335 [Au(SH)(MSA)-H-CO,]" Verlust von CO3
263 [Au(SH).]” Verlust der zweiten Apfelsauregruppe
HO O
HO SH
A X N

HS S o SH

m/z = 379 m/z = 263

Bei der Fragmentierung des lons mit m/z = 495 ist der Verlust von H,O und CO; zu
beobachten, was auf die Apfelsdurereste zuriickzufiihren ist und ein deutliches Indiz
fur den postulierten Komplex Au(MSA)," ist. Des Weiteren konnte keine Abspaltung
des Schwefels vom Gold beobachtet werden, was aufgrund der hohen Affinitat der
beiden Elemente zueinander auch nicht zu erwarten war.

Zur Entscheidung, ob das Gold in der Oxidationsstufe +1 oder +3 vorliegen, muss
man sich das lon 495 naher betrachten. Hatte das Gold die hdhere Oxidationsstufe,
so mussten zwei zusatzliche Protonen abgespalten werden, um die Gesamtladung -1
zu erhalten. Das lon hatte allerdings ein m/z von 493 und dieses wurde im Spektrum
nicht beobachtet. Das Vorliegen von Gold in der Oxidationsstufe +1 im Komplex

Au(MSA); ist somit erwiesen.



Diskussion 133

4.2.2.5 Metall/Schwefel-Verhaltnismessungen

Die Bestimmung des Verhaltnisses zwischen dem durch den bei der Elution der
Nanopartikelfraktionen generierten transienten Metall- und Schwefelsignalen ist mit
einigen prinzipiellen Schwierigkeiten behaftet. Zum ersten ist der Unterschied der
relativen Empfindlichkeitsfaktoren der beiden Elemente sehr gro3. Eine Losung mit
Gold ergibt etwa das 50fache des Signals als eine Losung mit der gleichen Anzahl
an Schwefelatomen und eine Lésung mit Silber immerhin noch das 30fache. Dieser
Umstand hangt unter anderem mit den unterschiedlichen lonisations-
wahrscheinlichkeiten der Elemente zusammen, die mit Hilfe der Saha-Gleichung und
dem lonisationspotential abgeschatzt werden koénnen. Letzteres ist fur das
Nichtmetall Schwefel (10,36 eV) deutlich groRRer als fur die Metalle Silber (7,58 eV)
und Gold (9,23 eV).

Die zweite ungunstige Tatsache ist, dass Schwefel als omniprasentes Element ein
sehr hohes Untergrundsignal besitzt und zudem durch Molekllinterferenzen auf allen
Isotopen Uberlagert wird. Benutzt man kein hochauflésendes Massenspektrometer,
so macht es das Interferenzion '°0," fast véllig unméglich, den Schwefel im
niedrigen Konzentrationsbereich auf seiner Hauptmasse 32 zu analysieren. Mit
einem hochauflésenden ICP-MS kann diese Interferenz abgetrennt werden, jedoch
ist der Signaluntergrund immer noch relativ hoch, was u.a. auf im Eluenten
vorhandenes Sulfat zurickzufuhren ist. Schwefel ist ein weit verbreitetes Element
und auch nach der Aufreinigung durch eine MilliQ-Anlage immer noch im Wasser
und somit im Eluenten in einer Konzentration von etwa 1 mgL™" vorhanden. Ein dritter
nachteiliger Punkt ist die Tatsache, dass je groRer die Partikel werden, desto weniger
Schwefel (relativ zum Metall) in ihnen vorhanden ist und desto breiter die Signale bei
der GE-Trennung werden, so dass das Schwefelsignal oft nicht mehr quantifizierbar
ist.

Diese Arbeit beschrankt sich deshalb auf die Analyse der kleineren synthetisierten
Partikel TC-03 und TC-06, an Hand derer die Moglichkeit der Bestimmung der

molaren Metall-Schwefelverhaltnisse aufgezeigt werden soll.

In Abb. 72 ist das Elektropherogramm des Goldnanopartikels TC-03 zu sehen. Man
erkennt, dass das Goldsignal das Schwefelsignal um fast das 50fache Ubersteigt und

dass das Schwefelsignal auf einem hohen Untergrund von etwa 130000 cps
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gemessen wird. Kennt man die relativen Empfindlichkeitsfaktoren der beiden
Elemente, kann man entweder durch Integration der Signale der beiden
Massenspuren und Quotientenbildung oder durch direkte Quotientenbildung der
Zahlraten die Zusammensetzung des Partikels errechnen. Bei einem homogenen
Partikel sollte der Quotient der Zahlraten in jedem Messpunkt Uber die Dauer der
Elution der Fraktion konstant bleiben, jedoch nehmen die Schwankungen im
Quotienten deutlich zu, je naher man sich an den Rand des Signals bewegt. Eine
Auswertung sollte sich dementsprechend auf das Zentrum des Signals beschranken,
denn dort ist der Quotient aufgrund genugend grof3er Signalintensitaten stabil. Falls
es sich um eine einheitliche Verbindung handelt, kann man die Signale der einzelnen

Massenspuren auch integrieren.
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Abb. 72 Elektropherogramm der Probe TC-03. Die Koelution von Gold und Schwefel

ist zu erkennen und das atomare Verhaltnis Au zu S wurde bestimmt.
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Abb. 73 Darstellung der Quotientenbildung aus den beiden Massenspuren des

Elektropherogramms der Probe TC-03.

Bei der Probe in Abb. 72 handelt es sich um eine augenscheinlich homogene
Verbindung, was am weitgehend stabilen Quotienten der Zahlraten im Zentrum des
Signals zu erkennen ist (siehe Abb. 73). Durch Integration der Signale der beiden
Fraktionen konnte bei der ersten mit einem Maximum bei 5,37 min ein Au/S-
Verhaltnis von 1,19 und bei der zweiten mit einem Maximum bei 7,29 min ein

Verhaltnis von 1,33 errechnet werden.

Zur Interpretation der erhaltenen Zahlenwerte, muss man das Cluster auf atomarer
Ebene betrachten. So kann man sich, wie in Abschnitt 3.4.2.3 beschrieben, idealisiert
vorstellen, dass das Cluster wie eine Zwiebel aus verschiedenen Schalen aufgebaut
ist. Ideale Cluster bauen auf ikosaedrischen Strukturen auf und man kann die Anzahl
der in einer Schale befindlichen Atome errechnen. Im Zentrum sitzt ein einzelnes
Atom und in der I-ten Schale 101°+2 Atome. In Tab. 13 (Seite 77) sind die Quotienten
aus Oberflachenatomen zur Gesamtzahl aller im Cluster enthaltenen Atome am
Beispiel von Clustern mit ,magischen” Atomzahlen, also abgeschlossenen

idealisierten Schalen, aufgefuhrt.
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Aus den experimentell bestimmten Quotienten von 1,19 und 1,33 bei der Probe
TC-03 kann man abschatzen, dass die PartikelgroRe zwischen Au4z (0,8 nm) und
Auss (1,4 nm) liegt. Beide Partikel sind sehr klein sind und der spater eluierende ist

der GroRRere.

Es bleibt anzumerken, dass die Zahl der Oberflachenatome nicht mit der Anzahl
gebundener MSA-Molekule ubereinstimmen muss und dieses Modell nur eine
angenaherte Vorstellung der tatsachlichen Verhaltnisse im realen Cluster vermitteln
kann. Das MSA-Molekul besitzt eine Ausdehnung, die grof3er ist als der Querschnitt
eines Gold-, bzw. Silberatoms und eine Bindung zu jedem Oberflachenatom ist somit
nur bei stark gekrimmten Flachen moglich. Fur groRere Cluster wird somit der

tatsachliche Quotient groRRer sein als in Tab. 13 auf Seite 77 dargestellit.
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Abb. 74 Elektropherogramm der Probe TC-06. Die Koelution von Silber und
Schwefel ist zu erkennen und das atomare Verhaltnis Ag zu S wurde
bestimmit.
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Abb. 75 Darstellung der Quotientenbildung aus den beiden Massenspuren des

Elektropherogramms der Probe TC-06.

Auch bei der Probe des Silbernanopartikels TC-06 (siehe Abb. 74) ist analog zum
Goldnanopartikel die Koelution von Silber und Schwefel zu erkennen, und es
konnten auch zwei unterschiedliche Fraktionen getrennt werden, wobei das relative

Verhaltnis der beiden zueinander deutlich anders ist.

In Abb. 75 ist sehr gut das stabile Ag/S-Verhaltnis wahrend der Elution der
Fraktionen zu erkennen, was wie schon weiter oben erwahnt auf eine weitgehend
homogene Fraktion deutet. Das erste Signal bei 5,3 min hat einen sehr grol3en
Schwefelanteil (Intensitatsverhaltnis Ag/S = 21) und mit einem atomaren Verhaltnis
von Silber zu Schwefel von 2 zu 3 handelt es sich wahrscheinlich um keinen
wirklichen Partikel sondern vielmehr um einen Silber-MSA-Komplex. Das zweite
Signal mit einer Elutionszeit von 7,5 min zeigt ein atomares Verhaltnis von 1,72
(Intensitatsverhaltnis Ag/S = 54).

Silberatome haben einen geringeren Atomradius als Goldatome (135 pm vs.
160 pm), besitzen allerdings fast identische Metall-Metall-Bindungslangen von
288,9 pm bzw. 288,4 pm, weshalb gleich groe Cluster auch eine ahnliche Anzahl an
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Metallatomen enthalten. Mit einem Quotienten von 1,33 liegt das Goldcluster aus
Abb. 73 nahe dem theoretischen Quotienten fur einen Auss-Cluster (1,31) und das
Silbercluster (TC-06) mit 1,72 nahe dem theoretischen Verhaltnis fur einen Agisz-
Cluster (1,60).

Es lassen sich durch diese Experimente keine absoluten GroRen fiur die Cluster
ermitteln, da einige Faktoren, die die Interpretation des Metall-Schwefel-
Verhaltnisses beeinflussen, unbekannt sind. So spielt der Belegungsgrad der
Clusteroberflache eine entscheidende Rolle bei der Beurteilung der erhaltenen
Resultate. Nichtsdestotrotz konnte eine Abschatzung der Grole erfolgen, die in
Ubereinstimmung mit der durch die herrschenden Synthesebedingungen zu

erwartenden GroflRe war.

4.2.2.6 Rubigold

Zur Untersuchung von Rubigold hinsichtlich seiner molekularen Homogenitat, wurde
von Wolf M. Pankau und Sven Monninghoff von der Ruhr-Universitat Bochum ein
Syntheseansatz gestartet, um bei dessen Aufreinigung mittels SEC-HPLC Fraktionen
zu sammeln. Das Eluat wurde wahrend einer Minute in einem Eppendorfgefal}
aufgefangen und anschlieBend gefriergetrocknet. Die Proben wurden bei
Raumtemperatur gelagert, verschickt und vor der gelelektrophoretischen Analyse in
500 pL Wasser aufgenommen.

Die SEC-HPLC-Trennung wurde mittels eines UV-Detektors bei einer Wellenlange

von 350 nm beobachtet und das Chromatogramm ist in Abb. 76 zu sehen.
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Abb. 76 SEC-Trennung einer Probe Rubigold. Detektion bei 330 nm

Von den gesammelten Fraktionen wurden nur solche untersucht, die sich im Zentrum
des Eluats befanden (in Abb. 76 farbig markiert). Die Konzentration an Clustern in
den Ubrigen Fraktionen war zu niedrig, so dass keine verlassliche Aussage mehr
uber  das Gold/Schwefel-Verhaltnis getroffen werden konnte. Die

Elektropherogramme der untersuchten Fraktionen sind in Abb. 77 dargestellt.
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Abb. 77 Elektropherogramm der Fraktionen 26 bis 30
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Die einzelnen Fraktionen zeigen bei abnehmender Retentionszeit in der SEC-
Chromatographie eine kontinuierliche Verschiebung zu gréReren Migrationszeiten
bei der gelelektrophoretischen Trennung. Dies stimmt mit den Trennmechanismen
der einzelnen analytischen Separationsmethoden Uberein und ist so zu erwarten.
Eine niedrigere Elutionszeit bei der SEC weist auf ein groReres Molekul hin und eine
niedrigere Migrationszeit bei der GE auf kleinere bzw. niedriger geladene Molekile.

Bei der Betrachtung des Gold/Schwefel-Verhaltnisses sieht man eine stetige
Zunahme desselben sowohl wahrend der Elution der einzelnen Fraktion wie auch

beim Vergleich der einzelnen Fraktionen (siehe Abb. 78).
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Abb. 78 Molare Verhaltnisse zwischen Gold und Schwefel wahrend der Elution der

Fraktionen

Eine Zunahme des Verhaltnisses wahrend der Elution einer Fraktion hat dieselben
Grinde wie eine Zunahme von einer Fraktion zur anderen. Betrachtet man eine
Fraktion, so besteht diese aus einer Verteilung an Molekulen verschiedener Grol3e.
Da die Anzahl an Schwefelatomen im Cluster aufgrund des einen gebundenen
Liganden immer gleich ist, variiert nur die Anzahl der Goldatome und somit auch das
Verhaltnis Au zu S. Je mehr Goldatome das Cluster besitzt desto groRer ist sein
Durchmesser. Dementsprechend migriert es langsamer, und man beobachtet ein
grolieres Gold/Schwefel-Verhaltnis bei der Detektion mit dem ICP-MS.
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Vergleicht man zwei Fraktionen miteinander, so sollte eine bei der SEC-
Chromatographie zeitlich friher gesammelte Fraktion groRere Cluster beinhalten als
eine spater gesammelte. Also sollte auch das Gold/Schwefel-Verhaltnis bei den
Fraktionen mit der Retentionszeit abnehmen, was in Abb. 78 bestatigt wird.
AuRerdem wird beim Ubereinanderlegen der einzelnen Elektropherogramme
ersichtlich, dass bei verschiedenen Fraktionen zur gleichen Migrationszeit bei der
Gelelektrophorese das atomare Verhaltnis Au zu S gleich ist, was fur eine gute
Konstanz der Messbedingungen spricht.

Nimmt man nun das gesamte Signal einer Fraktion, integriert beide Massenspuren

und bildet das Verhaltnis, so kann man die mittlere GroRe des Clusters der Fraktion

berechnen.
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Abb. 79 Schrittweise integriertes Intensitatsverhaltnis der Fraktion 29 (diese
Messung ist nicht identisch mit der aus Abb. 78, durch Uberladung des Gels

kam es zur Ausbildung einer Schulter)

In Abb. 79 ist beispielhaft das in Schritten von 50 Sekunden integrierte
Elektropherogramm der Fraktion 29 zu sehen. Auf der linken Ordinate ist die
Intensitit der Signale des Schwefels (Isotop *S) und des Goldes dargestellt, wobei
das Goldsignal auf ein Flnfzigstel reduziert wurde. Auf der rechten Ordinate ist das

gemessene Intensitatenverhaltnis beider Signale dargestellt (das molare Verhaltnis
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ergibt sich durch Multiplikation mit dem Responsefaktor, siehe Kapitel 3.4.2.4). Der
Responsefaktor am Tag der Messung betrug 0,042. Betrachtet man das Integral im
Zentrum des Signals, also von 700 bis 750 Sekunden, so erhdlt man eine
Intensitatsverhaltnis von 60,7, was einem molaren Verhaltnis Au zu S von 2,55
entspricht und dies, multipliziert mit der Anzahl an Schwefelatomen im Liganden eine
Anzahl von durchschnittlich 30,6 + 1,6 Goldatomen ergibt .

Somit ist das Rubigoldcluster dieses Syntheseansatzes deutlich kleiner als erwartet.
Fraktion 29 befindet sich im Maximum des Signals der SEC-Trennung und

reprasentiert somit den Hauptteil der Probe.

Durch die vergleichende Messung von Intensitaten verschiedener Elemente und die
vorhergehende Kalibrierung auf molare Intensitatsverhaltnisse konnen Aussagen
Uber das relative Verhaltnis dieser Elemente zueinander in einer Probe gemacht
werden. Mit der Kenntnis der absoluten Anzahl einer Atomsorte kann die Anzahl
einer anderen berechnet werden. In obigem Beispiel ist die Anzahl der
Schwefelatome im Liganden bekannt und deshalb kann auf die Anzahl der
Goldatome geschlossen werden. Mit Hilfe einer geeigneten chromatographischen
oder elektrophoretischen Trennung ist es moglich, eine Probe in einzelne
Bestandteile aufzutrennen und durch die online-Kopplung dieser Trennmethoden
konne sogar Veranderungen in der atomaren Zusammensetzung innerhalb eines
einzelnen Signals beobachtet werden.

Auf diese Weise war es moglich, die Masse des Rubigoldclusters abzuschatzen.
Anstrengungen im Arbeitskreis von Prof. von Kiedrowski, die Masse des Cluster mit
alternativen MS-Methoden wie ESI-MS oder MALDI zu bestimmen, schlugen bis dato
fehl. Einzig die physische GroRe der Cluster konnte mit TEM zu 1,2 nm Durchmesser

bestimmt werden!".

™ Der Wert der Messunsicherheit wurde abgeschatzt unter Einbeziehung des Fehlers bei der
Bestimmung des Responsfaktors und der Signalkorrektur des Basislinienabzuges. Der Wert von 30,6
selbst stellt einen Mittelwert UGber den integrierten Zeitraum dar und eine Standardabweichung des
Intensitatsverhaltnisses von 14 % (+ 4,3 Atome) zeigt, dass Fraktion 29, wie auch alle anderen

Fraktionen, eine Verteilung von Clustergrofien enthalt.
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Die oben beschriebene Methode unterliegt jedoch auch Limitationen, die oft eine
exakte Bestimmung der atomaren Verhaltnisse erschweren oder gar unmaoglich
machen. Handelt es sich bei den Untersuchungen allein um Metalle, so stellen
Anforderungen an genugend hohe Intensitaten und interferenzfreie Messungen kein
Problem dar. Schwefel jedoch ist aus bekannten Grinden problematisch zu
analysieren. Durch Verwendung eines hochaufloésenden Massenspektrometers kann
man die Interferenzen (O,") abtrennen, die niedrige lonisationsrate und die
uberhodhte Grundlinie bleiben jedoch weiterhin ein Problem. Hier kann nur durch
entsprechende Probenmenge bei der Analyse ein quantifizierbares Signal erzeugt
werden, was dann wiederum Probleme wegen Uberladung der Saule bzw. des Gels
oder zu hohe Intensitaten bei den anderen zu beobachtenden Elementen mit sich
bringen kann.

Wegen der niedrigen Intensitaten und des Rauschens des Signals (im Falle von
Schwefel) ist eine direkte Quotientenbildung mit dem Goldsignal in den einzelnen
Messpunkten nur schwer moglich, da der resultierende Quotient ein noch grolieres
Rauschen aufweist. Durch vorherige Glattung (die Mittlung des Signals mit den zwei
links und rechts stehenden Nachbarwerten) der Massenspuren kann dies verringert
werden. Einen statistisch zuverlassigeren Wert erhalt man jedoch durch die

Integration eines groferen Bereiches (wie in Abb. 79 zu sehen).

4.2.3 ESI-MS-Charakterisierung

Bei den Versuchen zur Charakterisierung der Nanopartikel mittels ESI-MS stellte sich
heraus, dass es nicht mdglich war, ein vollstandiges intaktes Cluster zu detektieren.
Dies konnte einerseits daran liegen, dass aufgrund einer zu niedrigen lonisation das
Masse-Ladungs-Verhaltnis auflerhalb des messbaren Bereiches liegt, daran, dass
das ionisierte Cluster bis zur Detektion instabil wird, oder daran, dass der
lonisationsgrad zu niedrig fur eine erfolgreiche Detektion ist. Citratstabilisierte
Goldnanopartikel konnten gar nicht ionisiert werden. Im Folgenden wird deshalb nur
von MAS-stabilisierten Nanopartikeln die Rede sein.

Prinzipiell besteht bei der ESI das Problem, dass die Matrix der verwendeten
Probenlésung einen entscheidenden Einfluss auf den Grad der lonisation und die

Ausbildung des Sprays besitzt. Durch einen zu hohen Salzgehalt tritt einerseits im
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Interfacebereich durch sich ablagernde Salze eine Verschmutzung auf, die bis hin
zur volligen Verstopfung der Kapillare und des Interfaces selbst fihren kann.
Andererseits, und dieser Punkt ist noch viel gravierender, darf die eingefuhrte
Losung keine zu groRe Leitfahigkeit aufweisen, da sich sonst kein Spray ausbildet
und Uberschlage zwischen der Kapillare und der gegeniiberliegenden Elektrode
auftreten.

Bei den MSA-Nanopartikeln handelt es sich allerdings selbst um ein Salz, da die
Sauregruppen der an der Oberflache fixieten MSA-Moleklle teilweise als
Natriumcarboxylat vorliegen. Lost man die Nanopartikel, die nach der Synthese und
Aufreinigung pulverférmig vorliegen, in Wasser und versucht diese Ldsung zu
analysieren, ist es sehr schwierig, ein stabiles Spray zu erzeugen. Um die Salzfracht
aus der Losung zu verringern, wurde die Losung angesauert, was zum Ausfall der
Nanopartikel fuhrte. Durch die Protonierung der Carboxylatgruppen der MSA-
Molekule verlieren die Nanopartikel sukzessive ihre negative Ladung und somit auch
den Schutz vor Agglomeration durch die gegenseitige AbstoBung. Nach
Zentrifugation wird der salzhaltige Uberstand verworfen. Das Prazipitat kann leider
nicht mit wassrigem Methanol, sondern nur in schwach basischer NaOH oder
ammoniakalischer Losung wieder in LOosung gebracht werden.

Auch Versuche, die Nanopartikel auf einer lonentauschersaule zu fixieren und nach
Waschung mit Saure zu eluieren schlugen fehl, da die Wechselwirkung aufgrund der
vielen Carboxylatgruppen auf der Oberflache der Partikel zu stark fur eine Elution mit
verdinnter Saure waren.

Schlief3lich konnte mit einer schwach angesauerten und 50 %igen methanolischen
Ldsung ein Spray erzeugt werden, welches jedoch im Vergleich relativ instabil war
und wahrend der Messung eine sehr unregelmallige lonisation ergab, was sich in
groflden Signalschwankungen bemerkbar machte.

In Abb. 80 ist ein mit dieser Probenvorbereitung erhaltenes Massenspektrum zu
sehen. Der Messbereich liegt zwischen m/z = 50 und m/z = 2000, wobei nur der
héhere Massenbereich gezeigt ist, da nur dort Signale von Nanopartikeln zu
erwarten sind. Aufgrund des in Abb. 81 zu erkennenden Isotopenmusters, welches
die typische Verteilung fur ein Silbercluster aufweist, und des Abstandes zwischen
den prominenten Signalen von Am/z = 1 kann auf ein zweifach geladenes Molekul
geschlossen werden. Durch die Berechnung moglicher Ag-MSA-Verbindungen mit

unterschiedlicher Anzahl von Silberatomen und MSA-Moleklilen konnen den
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einzelnen Signalgruppen, die in der unterstehenden Abbildung aufgefihrten
Summenformeln zugeordnet werden. Die Signalintensitat ist sehr schwach und es
kann vermutet werden, dass noch andere Clustersignale vorhanden sind, diese aber
aufgrund ihrer zu geringen Intensitat im Rauschen des Untergrundes untergehen.
Das grofdte Signal kommt von dem Cluster AggMSAgNay-Hx.1). Dieses Cluster stellt
aber auf keinen Fall den Nanopartikel dar, denn dieser musste aufgrund aller bisher
gefundenen Hinweise durch HPLC- und GE-Messungen wesentlich grofer sein.
Dieses Ergebnis lasst nun zwei Vermutungen zu. Zum Ersten besteht die
Mdglichkeit, dass intakte Partikel so wie die detektierten Cluster ebenfalls nur
zweifach geladen sind und sich deshalb aufgrund ihres hohen Masse-
Ladungsverhaltnisses aullerhalb des beobachteten Massenbereiches befinden. Zum
Zweiten ist es moglich, dass das Partikel wahrend der lonisation in kleinere stabilere
Cluster zerbricht. Die tatsachliche Ursache konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
herausgefunden werden.
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Abb. 80 Positives ESI-MS Spektrum der Probe P17. Zu erkennen sind Fragmente
aus 9, 10 und 12 Silberatomen mit einer unterschiedlichen Anzahl an MSA-
Molekulen, bei denen die Protonen der Carboxylgruppen teilweise durch

Natrium ersetzt sind.
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Die einzelnen Signalserien konnten den in Abb. 80 aufgefihrten Summenformeln
durch Kombination von moglichen Ag-MSA-Clustern unter Bericksichtigung der
Isotopie von Silber und der moglichen Substitution von Saureprotonen durch Natrium
zugeordnet werden. Eine Detailaufnahme der Signalgruppe von
[AgoMSAgNa,-Hx.1)]** zeigt sehr deutlich die Substitution von Protonen der
Carboxylatgruppe durch Natrium (siehe Abb. 81). Die Abstande der einzelnen
Maxima liegen um 11 Masseneinheiten auseinander, was bei doppelter Ladung
einem Am von 22 und somit eines Austausches von H (m/z 1) durch Na (m/z 23)
entspricht. Es ist zu erkennen, dass die Verteilung der Substitution einer

Normalverteilung folgt.
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Abb. 81 Detailausschnitt aus Abb. 80. Einzelnen Natriumaddukte des Clusters
AgoMSAs sind erkennbar. Im Inlet ist das Isotopenmuster von Silber zu

erkennen.
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Schaut man sich eine Vergroflerung des Signals einer einzelnen Spezies an (siehe
Inlet Abb. 81), so wird das Isotopenmuster sichtbar, welches mit dem theoretisch
berechneten!’”® (siche Abb. 82) iibereinstimmt. Das Hauptpattern beruht auf der
Verteilung des Silbers, welches zwei stabile Isotope besitzt ('*’Ag zu 51,839 % und
1%9Ag zu 48,161 %). Durch die zweifache Ladung betrégt der Abstand zwischen den
Hauptsignalen eine Masseneinheit. Dazwischen, also auf halben Massen, befinden
sich die durch das Kohlenstoffisotop '*C hervorgerufenen Signale. Das natiirliche
Vorkommen betragt nur 1,07 %, allerdings befinden sich im Molekul 32 Kohlenstoff-
atome, was die GroRRe der Signale erklart. Die Auflosung des Massenspektrometers

genugte nicht, um diese Signale vollstandig aufzulésen.
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Abb. 82 Errechnetes Isotopenmuster fiir das lon AgeCs203,SgH39Nas?".

Bei der Analyse der Probe Aukein verhielt es sich ahnlich wie auch schon bei den
Silbernanopartikeln. Es war nicht moglich, ein intaktes Nanopartikel zu detektieren.
Auch hier waren nur Fragmente zu beobachten, mit dem Unterschied, dass diese
kleiner als beim Silber waren und eine lonisation nur im negativen Modus des

Massenspektrometers moglich war. In Abb. 83 ist das Spektrum der Probe zu sehen.
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Abb. 83 Negatives ESI-MS Spektrum der Probe Augein

Aufgrund des monoisotopischen Vorkommens von Gold ist das Spektrum einfacher
strukturiert. Jedoch wird eine zweifelsfreie Identifikation der einzelnen Signale durch
das Fehlen eines Isotopenmusters erschwert und kann nur durch MS-MS-
Experimente bestatigt werden.

Das Signal auf der Masse m/z 1383 entspricht [AusMSAs-H]” und durch
Akkumulation dieses lons in der lonenfalle des ESI-MS mit anschliefender
Energieeinkopplung von 15 V, konnte das Molekll fragmentiert werden (siehe
Abb. 84).
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Abb. 84 Negatives MS/MS-Spektrum des lons 1383. Der sukzessive Verlust von
Wasser (Am = 18) und MSA (Am = 150) und der Bruch zwischen Schwefel
und Kohlenstoff (Am = 116) ist erkennbar.

HO HO
0] (0]
S OH S OH
/ —/
Au Au
0] (0]

C,H;0, C,H,0,S

117.1 Da 149.1 Da

Der Verlust von Am = 150 kommt zustande, weil zu dem abgespaltenen MSA-
Molekul noch ein Proton verloren geht, so dass die Ladung des resultierenden lons
wieder einfach negativ wird. Im Fall von Am = 116 wird ein Proton angelagert, damit

die einfach negative Ladung des lons erhalten bleibt.
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In untenstehender Tabelle sind die Fragmentationen des lons 1383 aufgelistet.

m/z Molekul Bemerkung

1383 [AusMSA4-H]”

1365 [AusgMSA4-H-H,O]™  Verlust von Wasser

1267 [AUMSASST Sirr:JecrrT\] h(AjgtA-IIE\;/:g?euij? zwischen S und C in
1151 [AusMSA,SSH]™ Zweiter Bruch in einem MSA-Molekll

1117 [AusMSA,S-H]™ Verlust eines ganzen MSA-Moleklls von 1267
1035 [AusMSA(SH),S]” Dritter Bruch in einem MSA-Molekdil

In Abb. 83 sind des weiteren Natriumaddukte von [AusMSA4-H] zu erkennen (1405
und 1427) mit einem Am = 22. [AusMSAs3-H] bei 1037, [AusMSA;]" bei 841 und
[AUMSA;]" bei 495 sind weitere einfach negativ geladene Cluster. Als doppelt
geladene Spezies tritt [AusMSA,-2H]* mit seinen Natriumaddukte bei 691, 702 und
713 auf und [AuzMSA;-H]* bei 420.

Allen detektierten Cluster ist gemein, dass das Gold einwertig vorliegt. Dies kann flr
alle oben aufgefuhrten Cluster Uberpruft und verifiziert werden. Fur die Komplexe aus

Kapitel 4.2.2.4.2 konnte das gleiche Ergebnis gefunden werden.

Nach den erhaltenen Ergebnissen kann man sagen, dass ESI-MS nicht die optimale
Methode ist, um Silber- oder Gold-MSA-Nanopartikel zu charakterisieren. Es konnten
keine intakten Partikel detektiert werden. Die beobachteten Signale stellen kleinere
Cluster dar, die sich wahrscheinlich wahrend des lonisationsprozesses als solche
von der Partikeloberflache gelést haben. Sie lassen keine Aussage Uber die

ursprungliche GréRRe des Partikels zu.
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4.2.4 TEM-Aufnahmen

Um die Verlasslichkeit der durch die HPLC-Methode erhaltenen Ergebnisse
bezlglich der GroRe der Citrat stabilisierten Nanopartikel zu prifen, wurden TEM-
Aufnahmen des Standardclusters mit 20 nm Durchmesser und der zwei
synthetisierten Proben C und D mit jeweils 16 nm und 22 nm Durchmesser gemacht.
In Abb. 85 ist das 20 nm Standardcluster zu sehen und der ermittelte Durchmesser
von 19,2 £+ 2,1 nm stimmt mit den Angaben des Herstellers (20 nm + 15 %) im

Rahmen der Fehlergrenzen uberein.

Abb. 85 TEM-Aufnahme des gekauften Standardclusters mit nominell 20 nm
Partikeldurchmesser
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Abb. 86 TEM-Aufnahme der Probe D
mit einem Durchmesser von
21nm (durch HPLC)

Abb. 87 Zoom einer TEM-Aufnahme
der Probe D

In Abb. 86 und Abb. 87 ist das Bild der Probe D zu sehen, welcher nach Auswertung
der Aufnahme ein Partikeldurchmesser von 21,9 + 2,5 nm zugeordnet werden kann,
was auch gut mit dem durch die SEC-Analyse erhaltenen Ergebnis von 21,3 nm

Ubereinstimmt.

Abb. 88 TEM-Aufnahme der Probe C



Diskussion 153

In Abb. 88 ist Probe C zu sehen, bei der der Durchmesser zu 15,9 + 1,9 nm bestimmt
werden konnte. Auch hier ergibt sich eine gute Ubereinstimmung mit den HPLC-
Werten.

Auch die Aufnahme des 5nm-Standards in Abb. 89 zeigt mit 4,6 + 1,1 nm eine gute
Ubereinstimmung mit dem theoretischen Wert von 5 nm.

Im Gegensatz zu den Au-Citrat-Partikeln konnten bei den Au-MSA-Partikeln keine
einzelnen Partikel aufgenommen werden. Wie in Abb. 90 zu sehen ist, liegen die
Partikel dicht zusammen. Die Auswertung der GroRe wurde dadurch erschwert, da
die physische Grenze der einzelnen Partikel nicht zweifelsfrei erkannt werden kann
und die Messung des Durchmessers nicht bei allen Partikeln zu einem eindeutigen
Ergebnis fuhrt. Die Partikel zeigen eine weitgehend homogene GréRenverteilung,
weshalb der durchschnittliche Durchmesser durch Auswertung einzelner weniger

Partikel auf 3,1 + 0,4 nm bestimmt werden konnte.
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Abb. 90 hochaufgeldste TEM-Aufnahme der Probe Augein
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4.3 Gelelektrophoretische Trennung von Proteinen

Nachdem verschiedene Nanocluster mit Hilfe der GE-ICP-MS-Kopplung untersucht
und deren migratives Verhalten im Gel studiert wurde, muss verifiziert werden, dass
auch diese Analysentechnik fur die Untersuchung der zu markierenden Zielmolekule
geeignet ist. Hierzu wird im Vergleich zwischen der traditionellen Plattengel-
elektrophorese und der Réhrchengelelektrophorese eine prinzipielle Ubertragbarkeit
von Trennergebnissen aufgezeigt und die Detektion von einzelnen Proteinen aus
einem Proteingemisch unter Nutzung der in ihnen naturlich vorkommenden Atome

Phosphor und Schwefel beschrieben.

Die elektrophoretische Trennung von Proteingemischen auf Gelplatten ist eine weit
verbreitete Routinetechnik und findet sich in nahezu jedem bioanalytischen
Laboratorium wieder. Die wohl typischste und zugleich effektivste Variante ist die
sogenannte 2D-Gelelektrophorese. Hierbei werden die Proteine nach einer
isoelektrischen Fokussierung (Auftrennung aufgrund der unterschiedlichen
isoelektrischen Punkte der einzelnen Proteine) auf einem IPG-Streifen (immobilized
pH gradient) auf ein SDS-PA-Gel (sodium dodecylsulfate polyacrylamid) geblottet
und dort bei einer zweiten elektrophoretischen Trennung nach ihrer Gro3e getrennt.
Die Trennleistung ist sehr hoch, jedoch bereitet die Quantifizierung der einzelnen
Proteine stellenweise Probleme. In der Regel werden die Gelplatten mit einer
Anfarbeldsung versetzt, um die Proteine im Gel zu fixieren und sichtbar zu machen.
Die Intensitat der Farbung von Proteinen ist jedoch proteinspezifisch und solche, die
nur in geringsten Konzentrationen vorhanden sind (so genannte low abundant
proteins) konnen auf diese Weise oft gar nicht erfasst werden. Fur weiterfUhrende
Untersuchungen bezlglich der Struktur oder auch zur Quantifizierung der Proteine
mussen die einzelnen Spots aufwendig aus dem Gel herausprapariert werden, und
die Gefahr einer Kontamination oder Degradation ist nicht auszuschlie3en.

Eine direkte Analyse, sei sie quantitativen oder qualitativen Charakters, im Anschluss
an die Trennung im Gel ohne weitere Arbeitsschritte, die die Proteine in ihrer Art
verandern oder ihrer Menge vermindern koénnte, ware eine willkommene und in
bestimmten Fallen sogar unabdingbare Alternative zu der etablierten GE auf Platten.

Die in Kapitel 3.4.2 vorgestellte Rohrchengel-elektrophorese ist in der Lage, die
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Analytmolekule nach ihrer Trennung ohne weitere Arbeitsschritte, da online
koppelbar, einem geeigneten Detektor zuzufiihren. Die oben aufgeflihrte 2D-
Gelelektrophorese stellt eine zwar effektive aber auch komplizierte Variante dar, die
als solche nicht unmittelbar auf ein eindimensionales Réhrchen Gbertragbar ist. Zum
Studium der Machbarkeit gelelektrophoretischer Trennungen im Rdhrchen und dem
Vergleich mit der traditionellen Plattengelelektrophorese, wurde die einfachste
Version, eine 1D-Trennung in einem nativen Agarosegel gewahlt. Der Vergleich der
Trennexperimente von denselben Proteinlosungen unter vergleichbaren
Bedingungen im Réhrchen und auf der Platte soll die prinzipielle Aquivalenz der

beiden Methoden und die Ubertragbarkeit untereinander aufzeigen.

4.3.1 Plattengel

Zur Uberpriifung der Vergleichbarkeit der herkdmmlichen auf Gelplatten
durchgefuhrten Gelelektrophorese mit der im Rahmen dieser Arbeit benutzten GE-
ICP-MS-Kopplung wurden die Ergebnisse der Trennung der Proteine o- und -

Casein verglichen.

Abb. 91 Gelelektrophoretische Trennung von a-Casein (Linien 1 und 3) und
B-Casein (Linien 2 und 4, Linie 5 ist eine Mischung aus beiden) unter

nativen Bedingungen. Anfarbung mit Coomassie-Blau



Diskussion 157

Die Proteine wurden auf einer herkdmmlichen Gelplatte elektrophoretisch getrennt
und mit Coomassie-Blau angefarbt. Die Ergebnisse sollten sich von denen der
Rohrchentrennung nicht unterscheiden, da ansonsten eine Veranderung bzw.

Storung des Trennmechanismus vorliegen wurde.

Das in Abb. 91 abgebildete Gel zeigt die Trennung von o- und p-Casein unter
nativen Bedingungen. Es handelte sich bei dem Gel um 5 %ige Agarose (NuSieve) in
50 mmolL”’ Tris/Boratpuffer bei pH = 8,8. Das Gel wurde wie in Kapitel 3.5.1.1
beschrieben hergestellt und angefarbt. Die Lauffront von Bromphenolblau befand
sich nach Beendigung der Trennung bei 100 mm. In den Reihen 1 und 3 ist a-
Casein, in den Reihen 2 und 4 pB-Casein und in Reihe 5 eine Mischung aus beiden zu
sehen. Die Konzentrationen betrugen 10 mgmL™ fiir Reihe 1 und 2, 1 mgmL™ fiir
Reihe 3 und 4 und 5 mgmL™ fiir Reihe 5.

Neben den Hauptbanden bei 55 mm flr a-Casein und 45 mm flur g-Casein sind noch
weitere zu erkennen, die, worauf die schwachere Farbung hinweist, in einer deutlich
geringeren Konzentration in der Proteinlosung vorkommen. Es handelt sich hierbei
um Verunreinigungen oder Abbauprodukten der Proteine. Die Bande bei 55 mm in
Reihe 2 liegt auf derselben HOhe wie die Hauptbande von a-Casein, was vermuten

lasst, dass es sich hierbei um a-Casein handelt.

Zusammenfassend lasst sich herausstellen, dass dieses einfache Proteinsystem gut
trennbar ist und scharf abgegrenzte Proteinbanden ergibt. Beide Proteine sind in der
Literatur eingehend beschrieben und enthalten fur die ICP-MS detektierbare Atome
(Phosphor und Schwefel). Sie sind deshalb geeignet zum Vergleich beider

gelelektrophoretischer Trennsysteme.

4.3.2 GE-Kopplung

Um zu zeigen, dass die gelelektrophoretische Trennung im RoOhrchen mit
anschlieliender direkter Detektion im Prinzip funktioniert und somit auf Proteine
allgemein und Proteinkonjugate im Speziellen angewandt werden kann, wurden die

beiden Caseine erst einzeln und dann als Mischung der Gelelektrophorese
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unterworfen. Als Detektor diente ein UV/Vis-Detektor, der die Absorption des
Eluenten bei einer Wellenlange von 214 nm mal3.

In Abb. 92 ist ein Elektropherogramm einer Probe aus Bromphenolblau (1) und o-
Casein (2) zu sehen. Bromphenolblau erscheint als ein weitgehend symmetrisches

Signal und a-Casein zeigt am Signalende eine leicht tailende Schulter.
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Abb. 92 Elektropherogramm einer Mischung aus Bromphenolblau (1) und a-Casein

(2); Detektion bei L = 214 nm

Unter den gleichen Bedingungen wurde eine Mischung aus Bromphenolblau (1) und
B-Casein (3) analysiert (siehe Abb. 93). Die Signalformen sind ahnlich denen in
Abb. 92: (1) symmetrisch und (3) mit leichtem Tailing. Zudem ist noch ein weiteres
Signal (2a) zu erkennen, was auf eine Verunreinigung der Proteinprobe hindeutet

und aufgrund der gleichen Migrationszeit a-Casein sein kdnnte.
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Abb. 93 Elektropherogramm einer Mischung aus Bromphenolblau (1) und
B-Casein (3),
Detektion bei A = 214 nm
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einer Mischung aus Bromphenolblau (1),

a-Casein (2) und B-Casein (3); Detektion bei A = 214 nm
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In Abb. 94 schlieBlich ist die Separation der beiden Caseine zu sehen. Beide
Verbindungen konnten innerhalb von 40 min vollstandig voneinander getrennt

werden.

Die in den Abbildungen Abb. 92 bis Abb. 94 gezeigten Messungen wurden unter den
in Tab. 14 beschriebenen Bedingungen durchgefihrt. Die Konzentration der
Proteinldsung betrug 0,7 mgmL™" und das Aufgabevolumen 3 pL, was bedeutet, dass

eine absolute Menge von 2,1 ug Protein aufgegeben wurde.

Die gleichen Proteine wurden auch mit der ICP-MS als Detektor unter leicht
geanderten geanderten Separationsbedingungen (siehe Tab. 15) untersucht,
wodurch auf Grund der Elementspezifitat des Detektors das atomare Verhaltnis von
Phosphor und Schwefel, und somit durch Kenntnis der Anzahl der schwefelhaltigen

Aminosauren auch der Phosphorylierungsgrad, bestimmt werden konnte.
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Abb. 95 Elektropherogramm einer Mischung aus Bromphenolblau (C) und

a-Casein (D). (B) konnte als Phosphat identifiziert werden.
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Abb. 96 Elektropherogramm einer Mischung aus Bromphenolblau (C) und
B-Casein (E). Neben Phosphat (B) konnte auch Sulfat (A) identifiziert
werden. Wie in Abb. 93 ist auch hier die Verunreinigung (D’)

detektierbar.

Wie in den Elektropherogrammen mit UV-Detektion, sind auch mit dem ICP-MS die
Proteine und der Farbstoff detektierbar. Als elementselektiver Detektor ist das ICP-
MS in der Lage, zwischen den einzelnen Elementen der separierten Verbindungen
zu unterscheiden. So sieht man nach etwa 6 min einen Anstieg im Signal des Broms
und des Schwefels. Die Fraktion besteht aus Bromphenolblau, welches ein
Schwefel- und vier Bromatome enthalt'!. Ebenso kann man bei der Elution der
Caseine das Schwefel- und das Phosphorsignal beobachten, da die Proteine im

Aminosaurengerust die schwefelhaltige Aminosaure Methionin enthalten und zudem
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noch an verschiedenen Serinresten phosphoryliert sind. Des Weiteren sind im
Elektropherogramm auch noch Spezies wie Phosphat und Sulfat detektierbar, die mit
dem UV-Detektor nicht zu erkennen waren.

Aus Tab. 19 ist unter anderem die Anzahl schwefelhaltiger und phosphorylierbarer

Aminosauren der untersuchten Proteine zu entnehmen.

Tab. 19 Ausgewahlte Charakteristika von o- und B-Casein und Ovalbumin (Quelle:

Www.expasy.org)

Protein a-Casein B-Casein Ovalbumin
(bovine) (bovine) (chicken)

SWISS-PROT P02662 P02666 P01012

Eintragungsnummer

Anzahl der Aminosauren 199 209 385

Molekulargewicht 22974,8 23583,2 42750

pl 4,91 5,13 5,19

Anzahl Cys 0 0 6

Anzahl Met 5 6 16

Anzahl Ser 9 5 1,9 (801

Anzahl Tyr / Thr 10/5 4/9 10/15

Um eine Aussage uUber den Phosphorylierungsgrad eines Proteins machen zu
konnen, muss die in ihm enthaltene Anzahl von Schwefelatomen bekannt sein und
das beobachtete *’S-Signal darf einzig und alleine vom Proteinschwefel herriihren,
d.h. andere schwefelhaltige Spezies mussen effektiv vom Protein abgetrennt worden
sein. In den Elektropherogrammen sind Sulfat- und Phosphatsignale zu erkennen, so
dass eine direkte Analyse der Probenlosung ohne vorherige Trennung durch das Gel
zu falschen Ergebnissen gefuhrt hatte.

Des Weiteren muss das Verhaltnis der molaren Signalintensitaten von Schwefel und
Phosphor, also die Intensitat bei gleicher Anzahl von Atomen in der
Kalibrationslosung, bestimmt werden. Hierzu wird Uber den kontinuierlichen Eintrag
einer Mischung aus einer Schwefel- und einer Phosphorstandardlosung das
Isotopenverhaltnis *'P/*’S gemessen und, da Standardldsungen im Allgemeinen auf
eine Massenkonzentration und keine molare Konzentration zertifizieren sind, auf die

Anzahl der ins Plasma eingetragenen Atome umgerechnet. Das Verhaltnis ist in
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erster Linie abhangig von der Isotopenhaufigkeit, vom Verhalten der Spezies in der
Zerstauberkammer, von der lonisierung im Plasma, vom Verlust an Atomen durch
Clusterbildung und vom Verhalten der lonen im Interfacebereich und in der
lonenoptik (charge-space-Effekte). Der grofdte Effekt geht von den unterschiedlichen
lonisierungsenergien von 10,36 eV fiur den Schwefel und 10,486 eV fur den
Phosphor aus und erklart eine hohere Intensitat des Schwefelsignals bei gleicher
Konzentration. Die bestimmten Isotopenverhaltnisse *'P/*2S lagen zwischen 0,6 und
0,8. Diese Werte schwankten von Tag zu Tag, was an unterschiedlichen
Plasmabedingungen nach dem taglichen Tuning lag und mussten daher vor jeder

neuen Messreihe bestimmt werden.

In Abb. 97 wurde erst eine Mischung aus verdunnten Standardlosungen mit
250 ngL™" Schwefel und Phosphor und anschlieBend das zur Verdiinnung benutzte
Wasser zur Bestimmung des Blindwertes kontinuierlich ins ICP-MS eingetragen. Das
Intensititenverhaltnis R(*'P/*2S) der Probe betrug 0,774. Da im Vergleich zum
Schwefelstandard im Phosphorstandard gleicher Massenkonzentration auf Grund der
geringeren Masse von P 3,23 % mehr Atome enthalten sind, wird das gemessene
Verhaltnis R auf 0,750 korrigiert und stellt nun das Intensitatenverhaltnis von
Phosphor und Schwefel bei Eintrag aquimolarer Losungen der beiden Elemente dar.
Mit Kenntnis der molaren Intensitatenverhaltnisse kann man nun bei bekannter
Anzahl von Schwefelatomen im betreffenden Molekul die Anzahl der Phosphoratome
errechnen. Das Isotopenverhaltnis des Schwefels muss man bei diesem Vorgehen
nicht berUcksichtigen, da sich der Abzug der Schwefelisotope 33 und 34 bei der
Berechnung des Intensitatenverhaltnisses und der ,Aufschlag” bei der spateren
Ruckrechnung des gemessenen Schwefels 32 auf den Gesamtschwefel im Protein

wieder aufhebt.
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Abb. 97 Bestimmung der Signalintensitaten einer aquimolaren Losung von Schwefel
und Phosphor

In Abb. 98 ist das Elektropherogramm von Ovalbumin zu sehen. Das gekaufte
Protein war allerdings nur mit einer Reinheit von 70 % ausgewiesen, was das zweite,
als Schulter des eigentlichen Ovalbumins erscheinende Signal erklart. Es konnte
durch Variation der Trennbedingungen nicht vollstandig abgetrennt werden.
Nichtsdestotrotz kann der Phosphorylierungsgrad des Ovalbumins durch einen Fit
zweier gaulférmiger Kurven (bereinstimmend mit Literaturwerten®®! bestimmt
werden.

Das *'P-Signal koeluiert mit dem 2S-Signal, jedoch weist das Schwefelsignal eine
ausgepragte Schulter auf, was auf eine nicht Phosphor enthaltende Verunreinigung
des Proteins zuruckzufuhren ist oder von einem Degradationsprodukt herruhrt. Das
Verhaltnis R(*'P/*2S) zeigt deshalb auch keine zeitliche Konstanz und fallt mit dem
Beginn der Elution der Verunreinigung steil ab. Aufgrund des niedrigen Signals des
Phosphors weist das Verhaltnis im linearen Teil eine sehr groRe Schwankung auf,
weshalb kein verlasslicher Wert fiir R(*'P/*2S) daraus abgeleitet werden kann. Eine
Integration ist auch nicht moglich, da das Schwefelsignal des Ovalbumins mit der

Verunreinigung Uberlagert.
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Abb. 98  Elektropherogramm von Ovalbumin und das Intensititsverhaltnis *'P/*S

Fittet man jedoch das Schwefelsignal mit zwei Gau3kurven an (siehe Abb. 99), erhalt
man eine, das Originalsignal einhlllende Summenkurve und die erste Fitkurve
kommt genau mit dem Phosphorsignal zur Ubereinstimmung. Durch Integration

dieser beiden Kurven lasst sich ein Phosphorylierungsgrad des Ovalbumins zu 1,8

berechnen.
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Abb. 99 Elektropherogramm von Ovalbumin (chicken), das *'P-Signal ist 10fach
Uberhdht dargestellt, das >*2S-Signal wurde mit zwei GauRkurven

angefittet
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In Tab. 20 sind die Ergebnisse flr die untersuchten Proteine aufgelistet und beim
Vergleich mit Literaturwerten ergibt sich eine gute Ubereinstimmung.

Der von Kriiger et al.®® mittels yLC-ICP-MS bestimmte Phosphorylierungsgrad fiir
Ovalbumin von 1,9 konnte mit einem gefundenen Wert von 1,8 bestatigt werden.
Auch die Ergebnisse fur a- und p-Casein von 9,4 und 5,1 sind in guter
Ubereinstimmung mit dem von Wind et al.l®"! erarbeitetem Ergebnis von 8,7 und 5,6
(Angabe im Artikel: P/S ratio = 1,74 bzw. 0,93).

Tab. 20 Phosphorylierungsgrad verschiedener Proteine mittels GE-ICP-MS, jede

Messung wurde nur einmal durchgefihrt

Protein Signal Intensitatenverhaltnis Atomares Anzahl der
R(}'P/%S) der Verhaltnis =~ Phosphatgruppen
integrierten P/S

Peakflachen
a-Casein (D)  796355/567811 = 1,403 1,87 9,4
B-Casein (D) 36360/20640 = 1,761 2,35 nicht bestimmbar
(E) 136765/214626 = 0,637 0,85 5,1
Ovalbumin (F) 59095/963036 = 0,061 0,081 1,8

Die Genauigkeit der Ergebnisse hangen ab von

e der kompletten Abtrennung des Analyten von anderen phosphor- oder
schwefelhaltigen Verbindungen,

e der Gute der Intensitatenverhaltnisbestimmung von Phosphor und Schwefel
und

e der rechnerischen Auswertung der Elektropherogramme.

Um diese Genauigkeit zu erreichen,

e mussen die Trennbedingungen variiert und individuell auf die Proteine
angepasst werden,

e kann eine Verbindung bekannter Phosphor-Schwefel-Komposition der Probe
bei der Trennung im Gel zugegeben werden (evtl. ein Thiophosphat)

e mussen Wiederholungsmessungen gemacht werden, um die Ungenauigkeit

beim Integrieren statistisch zu minimieren.
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4.3.3 Vergleich der zwei Gelsysteme

Zusammenfassend kann man sagen, dass

sich mittels nativer Gelelektrophorese Proteine, welche sich kaum in ihrem
Molekulargewicht, jedoch in ihrem isoelektrischen Punkt und der Anzahl an
posttranslationalen  Modifizierungen unterscheiden (z. B. «a- und
B-Casein gezeigt), trennen lassen.

die Trennung im Rohrchen aufgrund der hoheren anlegbaren Spannungen
schneller ist und durch eine direkte Detektion die Zeit fur die Gelfarbung und —

entfarbung wegfallt.

Nachteile zur Plattengelelektrophorese ergeben sich durch die Tatsache, dass

die Peakverbreiterung durch die grof3en Totvolumina signifikant ist.

bei einer Analyse von Proteinen Uber einen weiten Molekulargewichtsbereich
die grollen Proteine extrem lange Migrationszeiten besitzen und deren Signal
durch Dispersionseffekte extrem breit und flach wird, so dass deren Detektion

erschwert wird.

Der groflite Vorteil des online-Systems liegt jedoch in der Kopplungsfahigkeit mit

verschiedenen Detektoren und der daraus resultierenden Vielfalt an Mdglichkeiten

zur weiteren Analyse der getrennten Spezies. Wo vorher eine arbeitsintensive

Probenpraparation aus dem Gel und die damit verbundene Gefahr der Veranderung

oder Zerstdrung der separierten Spezies stand, kdnnen jetzt ohne Arbeitsaufwand

und zeitliche Verzégerung die Spezies detektiert, charakterisiert und unter

bestimmten Umstanden auch quantifiziert werden.
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4.4 Biokonjugate

Als letzten Schritt nach der Charakterisierung von Gold- und Silberkomplexen und —
nanopartikeln und Biomolekulen in Form von Proteinen steht die Konjugatbildung
zwischen den beiden Substanzgruppen, um die Vorteile einer solchen kovalenten
Markierung nutzen zu koénnen. Die GE-ICP-MS-Kopplung hat sich als
hervorragendes Werkzeug zur Trennung und qualitativen wie auch quantitativen
Untersuchung der Einzelkomponenten bewiesen und soll nun bei den Konjugaten zur
Trennung zwischen Edukten und Produkten dienen und diese Uber die
elementspezifischen Signale von Gold und Phosphor detektieren und gegebenenfalls

quantifizieren.

Die Schwierigkeit bei der Verbindung zwischen Nanopartikel und Protein liegt jedoch
in der Kontrolle der sehr anspruchsvollen Chemie bezuglich der Reaktivitat und der
Stochiometrie. So flhrten viele Reaktionsansatze nicht zur gewlinschten Aktivierung
der Dihydroliponsaure, bzw. die Ligandenaustauschreaktion erfolgte nicht oder nur in
sehr geringem Malde (siehe Kap. 3.6).

Durch die hohe Reaktivitat der Substanzen EDC und NHS kann es wahrend der
Reaktionsfihrung zu unerwinschten und unerwarteten Nebenreaktionen kommen,
die die Kopplungssubstanzen aufbrauchen und die gewlnschte Reaktion
unterdrucken.

Es ist trotzdem gelungen, Proteinkonjugate herzustellen und diese mit der GE-ICP-

MS-Kopplung zu detektieren.

4.4.1 Modifizierte Proteine

Der in Kapitel 3.6ff beschriebene Syntheseansatz zur Bildung stabiler Konjugate
zwischen Proteinen und Nanopartikeln wurde mehrere Male durchgefuhrt und lieferte
nach einigen Versuchen ein detektierbares Konjugat. In Abb. 100 ist das
Elektropherogramm von mit dem Nanocluster Augein derivatisiertem p-Casein zu
sehen. Neben dem grolen Signal des unreagierten Nanopartikels ist bei einer

Migrationszeit von 41 min ein weiteres Signal auf der Gold- wie auch auf der
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Phosphorspur zu sehen. Hierbei handelt es sich um ein Konjugat zwischen dem
phosphorhaltigen p-Casein und dem Nanopartikel Augein. Die Migrationszeit zu
underivatisiertem B-Casein (31 min, bei identischen Trennbedingungen) ist um 10

min verschoben. Dies ist aufgrund des groReren Durchmessers des Konjugates

durchaus plausibel und entspricht den Erwartungen.
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Abb. 100 Elektropherogramm des Ansatzes zum Ligandenaustausch von
modifiziertem p-Casein auf Augein. Gelkonzentration: 6 % NuSieve,

19 mm Gellange, 50 mmolL™" Tris/Borat-Puffer, 0,1 % SDS, pH = 8,6.

Es kann kein weiteres Signal auf der Phosphorspur beobachtet werden, was auf
Protein hindeutet, welches nicht mit einer MSA-Gruppe der Partikeloberflache
ausgetauscht hat. Das Signal des unveranderten Auyein ist um ein vielfaches hoher
als erwartet, was seine Ursache in einem stark verminderten Austauschprozess
haben kann oder in einer unzureichenden Derivatisierung des Proteins. Bei letztem
Punkt musste allerdings das ursprungliche Protein noch in der Probe detektierbar

sein, was hier nicht der Fall war.
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Abb. 101  Elektropherogramm des Ansatzes zum Ligandenaustausch von
modifiziertem Ovalbumin auf Augein- Gelkonzentration:
6 % NuSieve, 19 mm Gellange, 50 mmolL™" Tris/Borat-Puffer,
0,1 % SDS, pH = 8,6.

Die Derivatisierung des Ovalbumins und der Ligandenaustausch an der
Clusteroberflache funktionierte besser als bei 3-Casein, was an dem groReren Signal
des Konjugates bei 27,5 min in Abb. 101 zu erkennen ist. Auch hier ist die Koelution
von Phosphor und Gold zu beobachten, was ein eindeutiges Indiz fur eine Cluster-
Protein-Verbindung ist. Allerdings ist auch hier die Menge an unreagiertem Cluster
viel hoher als erwartet.

Der Derivatisierungs- und Austauschschritt stellte sich in den Versuchen als nicht-
trivialer Prozess heraus, der einer Optimierung durch Kontrolle der Zwischen- und
Nebenprodukte bedarf. Die Chemie zur Aktivierung des Proteins und der Kopplung
mit der Dihydroliponsaure unterliegt vielen potentiellen Stérfaktoren, die die Reaktion
hemmen oder gar unterbinden konnen. Eine detaillierte Untersuchung hinsichtlich
der Optimierung dieses Prozesses konnte im Rahmen dieser Arbeit leider nicht

durchgefuhrt werden.
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Eine Empfindlichkeitssteigerung bezlglich der Detektion der Proteine konnte bislang
auf diese Weise noch nicht erreicht werden, da der Kopplungsschritt noch
unzureichend ist. Die Signale fur Gold sind in beiden Abbildungen Abb. 100 und
Abb. 101 zwar deutlich gréler als die Phosphorsignale, jedoch hinterlasst das um ein
Vielfaches groRere Signal des Nanoclusters eine deutlich erhdhte Grundlinie mit
entsprechendem Rauschen.

Die eingesetzte Menge an Nanocluster muss minimiert und der Kopplungsschritt
effizient gestaltet werden, so dass das grol3e Potential dieses Ansatzes verwirklicht
werden kann und in einem ersten Schritt einzelne Proteine empfindlicher detektiert
und quantifiziert werden kénnen und anschlielend die gewonnen Erkenntnisse auf
Proteingemische ubertragen werden konnen. Die prinzipielle Durchfuhrbarkeit des
Ansatzes und die Eignung der analytischen Methode GE-ICP-MS konnten im

Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit ist es gelungen, der Analyse ganz unterschiedlicher
Substanzklassen, zum einen metallische Nanopartikel und zum anderen Proteine,
neue Impulse zu geben und zukinftiges Potential bei der Anwendung gekoppelter
Techniken aufzuzeigen.

Durch die Verwendung einer alten, aber neu konzipierten Analysentechnik, der
Gelelektrophorese, und deren Kopplung an einen modernen Detektor, dem ICP-MS,
kann die weit verbreitete, durch jahrzehnte lange Erfahrung gut beherrschte und in
der Bioanalytik sehr haufig verwendete Gelelektrophorese ihr enormes Potential bei
der Trennung verschiedenster Verbindungsklassen mit der exzellenten Nachweis-
starke und Elementspezifitat eines ICP-MS verbinden und dadurch mit viel weniger
Arbeitsaufwand als bisher qualitative und auch quantitative Ergebnisse produzieren,
was bisher nur mit groRem praparativem Aufwand moglich war. Die Verwendung von
Gelrohrchen im Vergleich zu Gelplatten hat keinen Einfluss auf die Trennung und
deshalb sind Erfahrungen von der klassischen Gelelektrophorese direkt Ubertragbar.
Die Kopplung an verschiedenste Detektoren, wie einen UV-VIS-Detektor, einen
organischen sowie einen anorganischen Massenspektrometer (ESI-MS und ICP-MS)
funktioniert apparativ ohne Probleme und erfordert keinen groReren Aufwand als die
Ankopplung z. B. einer HPLC. Durch Anpassung des bei der GE verwendeten
Eluenten an die Bedulrfnisse des jeweiligen Detektors ist dieser in seiner

analytischen Leistungsfahigkeit durch die Kopplung nicht beeintrachtigt.

Bei der Analyse von Nanopartikeln konnte aufgezeigt werden, dass durch die GE-
ICP-MS-Kopplung aufgrund der guten Trenneigenschaften der GE vorhandene
Spezies bzw. Fraktionen voneinander separiert werden und mit Hilfe des ICP-MS
Informationen auf atomarem Niveau gewonnen werden kénnen. So war es maoglich,
das atomare Verhaltnis der Metallatome im Kern und der Schwefelatome in der
Ligandenhulle eines Partikels zu bestimmen und damit die GroRe des Partikels

abzuschatzen. Auch konnte die Anzahl der Goldatome in einem dem Schmid-Cluster
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ahnlichen Nanopartikel (Rubigold) bestimmt werden, was vorher nur mit Hilfe von
MALDI-TOF maoglich war.

Bei der Analyse von Biomolekilen konnte auf einfache Weise der
Phosphorylierungsgrad verschiedener Proteine bestimmt werden. Die Trennung
erfolgte im Roéhrchen analog der auf einem Plattengel, jedoch konnte das Verhaltnis
von Schwefel (aus dem Aminosaurengerist) und Phosphor direkt nach der
Trennung der Proteine erfolgen, ohne dass weitere Arbeitsschritte im Sinne einer
Praparation des Gels folgen mussten. Auch bei kleinen Molekulen erzielt die
Gelelektrophorese ausgezeichnete Trennergebnisse, wie z. B. bei der Analyse

verschiedener Brom- und lodspezies!®?.

Die stochiometrische Kopplung eines Proteins an einen Nanopartikel, ohne eine der
beiden Verbindungen in einem grélReren Malle zu verandern, stellte jedoch eine
Herausforderung dar, die im Rahmen dieser Arbeit nicht vollstdndig geldst werden
konnte. Verschiedene Ansatze zur Kopplung der beiden Substanzen wurden
ausprobiert, jedoch fuhrte keine zu dem gewtunschten Ergebnis einer stdchiometrisch
vollstandigen und spezifischen Modifikation eines Proteins mit einem Nanopartikel.

Durch das Potential der GE-ICP-MS-Kopplung bei der Analyse beider Substanz-
klassen und dem Beweis der Praktikabilitat und Zuverlassigkeit der Methode ist
jedoch der Grundstein fur weitere Forschungen auf diesem Gebiet gelegt worden. Ist
eine geeignete chemische Kopplung der beiden Substanzklassen gefunden und
beherrscht, dies koénnte durch die Verwendung von modifiziertem Rubigold
funktionieren, steht auf analytischer Seite eine leistungsstarke Kombination aus
Trennung und Detektion zur Verfligung, um die Quantifizierung von Proteinen

entscheidend zu verbessern.
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5.2 Ausblick

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erfahrungen und Erkenntnisse geben Anstol},
weitere Forschungsaktivitaten in zwei Richtungen aufzunehmen.

Zum Ersten konnte gezeigt werden, dass die Kopplung der analytischen Technik
Gelelektrophorese an verschiedene zum Teil hochselektive und -sensitive
Detektoren ohne gréflRere Probleme funktioniert und einerseits neue Wege bei der
Quantifizierung gelelektrophoretischer Trennungen aufzeigt und andererseits eine
Alternative zu anderen Separationstechniken darstellen kann. Die gekoppelte
Gelelektrophorese hat unbestritten ein groRes Potential im Einsatz auf Gebieten wie
Speziation, Proteomics und Genomics. Hierzu muss allerdings der instrumentelle
Aufbau verfeinert und den in der Analytik kritischen Parametern angepasst werden.
Eine Optimierung der Elutionszone (Verminderung des Totvolumens) und der
Probenaufgabe konnten zu einer deutlichen Verbesserung der erhaltenen Signale
und einer Verringerung der Peakverbreiterung fuhren. Dann stellt die online-GE eine
wirkliche Alternative zur HPLC dar.

Zum Zweiten wurden erste Ergebnisse bei der Analyse von nanopartikularen Gold-
und Silberclustern vorgestellt. Hier muissen die erhaltenen Ergebnisse mit
alternativen Methoden wie z. B. MALDI in einen molekularen Kontext gertckt
werden. Es fehlt ein echter Nachweis Uber die molekulare Zusammensetzung der
hier synthetisierten und analysierten Cluster, der den erhaltenen Ergebnissen aus
den Chromatogrammen und Elektropherogrammen zu einer quantitativen Aussage

bezlglich der Grolke der Cluster verhelfen kann.

Nicht zuletzt haben die ersten Ergebnisse Uuber die Konjugatbildung von
Biomolekulen und Nanopartikeln eine grundsatzliche Mdglichkeit dieses Vorgehens
aufgezeigt. Hier muss jedoch noch viel Forschungsarbeit auf der praparativen Seite
geleistet werden, um Konjugate sauber, gezielt und stochiometrisch darzustellen.
Dieser Schritt erfordert einen gro3en experimentellen Aufwand und der Ansatz einer
one-pot-chemistry wird wahrscheinlich nicht zu dem gewulnschten Ziel fuhren. Die
GE-ICP-MS-Kopplung stellt aber nach erfolgreicher Synthese von Konjugaten ein

geeignetes Werkzeug bei deren Analyse dar.
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Datenblatt der kauflichen Goldnanopartikelstandards:

3050 Spruce Sireet
Saint Louis, Missouri 63103 USA
Telephone B00=325-5832 - (314) 771-5765

@ Fax (314) 286-7828
email: techserv @sial.com
sigma=aldrich,com

Productinformation

GOLD COLLOIDS AND GOLD CONJUGATES
GOLD COLLOID (see page 2)

APPEARANCE: Clear dark red liquid
EXTINCTION COEFFICIENT: Certificate of Analysis reports absorbance and gold content of product.
CONCENTRATION: Approximately 0.01% as HAUCL,

STABILITY/STORAGE:

Store at 2-8 °C for up to 18 months. Freezing may cause aggregation. Sodium azide (0.02%) has been added
as preservative. Once stabilized with protein, the solution may be supplemented with an antibacterial agent
and stored at 2-8 =C.

CERTIFICATE OF ANALYSIS: Lot specific Certificate of Analysis is available.
CHOOSING A PARTICLE SIZE:

Generally, particles <15 nm are most useful in transmission electron microscopy (TEM) and for applications
where access to the probe may be hindered by larger particles *' Particles =15 nm are more suitable for
scanning electron microscopy (SEM), light microscopy and blotting Sigma's gold colloids are all monodisperse
(the coefficient of variance of the particle size is <15% of the mean particle size). In electron microscopy,
monodisperse particles facilitate quantitation and allow for dual labeling with different particle sizes**

GENERAL GUIDELINES FOR USAGE:

The proper pH and concentration must be determined for each protein selected to complex with the gold.***
The tannic acid in the gold sol must be broken down to reduce its masking effects.?” After ligand adsorption,
final blocking of the sol may be done with polyethylene glycol (PEG), BSA or gelatin*® After stabilization of the
gold (by reacting with protein), excess ligand should be removed by centrifugation or chromatography, and
aggregates should be removed by centrifugation *4°

GOLD COLLOIDS AND GOLD CONJUGATES
DESCRIPTION:

Colloidal gold is an electron-dense, non-fading marker useful as a probe in electron microscopy (TEM and
SEM), light microscopy and blotting.®® It requires no additional processing for detection, but in some
applications the signal can be enhanced by reaction with silver **° It can be complexed with biomolecules
by strong, non-cavalent interactions.” All unconjugated gold colloids offered by Sigma contain about
0.01% HAuCI, suspended in 0.01% tannic acid with 0.04% trisodium citrate, 0.26 mM potassium
carbonate and 0.02% sodium azide as preservative; all are produced by a modified tannic acid method of
Slot and Geuze

GOLD COLLOIDS

PRODUCT NO. NAME - DESCRIPTION PARTICLE SIZE

G-1402 Gold Colloid Spec: 5 nm
Mean: 3-6 nm
{monodispersa)

G-1527 Gold Colloid Spec: 10 nm
Mean: 8-12 nm
{monodispersa)

-1652 Gold Colloid Spec: 20 nm
Mean: 17-23 nm
(monodisperse)
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