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Hochwertige, in L
sung gez�chtete
Nanomaterialien, die unter Beibehal-
tung ihrer Photolumineszenz wie typi-
sche Reagentien gehandhabt werden
k
nnen, haben in j�ngster Zeit beson-
ders in der Biologie neue Anwendungen
gefunden. Die Organometallchemie lie-
ferte Synthesewege zu widerstandsf'hi-
gen, monodispersen, stark emittieren-
den Nanomaterialien wie CdSe, die an-
schließend zur elektronischen Passivie-
rung der Oberfl'che mit einer ZnS-
Schicht bedeckt werden k
nnen. Die
richtige Auswahl von Struktur, Bede-
ckungsmittel und Wachstumstempera-
tur kann Materialien mit Quantenaus-
beuten von bis zu 90% liefern. Eine
Abstimmung der emittierten Wellenl'n-
ge (und damit der beobachteten Farbe)
innerhalb des sichtbaren Spektrums ge-
lingt routinem'ßig durch die Ver'nde-
rung der Teilchengr
ße beim Wachs-
tum. Das Emissionsprofil kann durch
selektive Ausf'llungsverfahren ver-
schm'lert werden, um eine Kreuzkopp-
lung von Signalen bei Mehrfarben-An-
wendungen auszuschließen. Eine einzi-
ge Quelle kann zahlreiche Farbemissio-
nen anregen und erm
glicht damit Mul-
tiplexing (mehrere Datenstr
me aus
einer einzigen Anregungsquelle); die
Materialien sind anders als herk
mmli-
che Farbstoffe 'ußerst photostabil. We-

gen der hohen Lumineszenz-Lebens-
dauer k
nnen lebende Zellen ohne die
St
rung durch Hintergrund-Eigenfluo-
reszenz abgebildet werden.

K�rzlich berichteten Kim et al. �ber
einen entscheidenden Fortschritt beim
Krebs-Imaging.[1] Kern-Schale-Materia-
lien aus CdSe/ZnS sind hier bereits sehr
effektiv, k
nnen aber auch durch 'hnli-
che Substanzen ersetzt werden: Die als
Typ-II-Quantenpunkte (quantum dots,
QDs) bezeichneten CdTe/CdSe-Nano-
partikel weisen eine andere Energiedif-
ferenz zwischen Kern und Schale auf
und emittieren im nahen Infrarotbe-
reich. Die Teilchen wurden aus metall-
organischen Ausgangsmaterialien her-
gestellt, und das w'hrend der Synthese
abgeschiedene Bedeckungsmittel wurde
gegen einen oligomeren, wasserl
sli-
chen Phosphan-Liganden ausgetauscht.
QDs mit einem Kerndurchmesser von
10 nm im festen Zustand (bestimmt mit
Transmissions-Elektronenmikroskopie,
TEM) wiesen einen hydrodynamischen
Durchmesser zwischen 15 und 20 nm auf
– wegen dieser Eigenschaft eignen sich
die Partikel hervorragend zur Speiche-
rung inW'chter-Lymphknoten (sentinel
lymph nodes, SLNs).[1] Eine 30-min�tige
Inkubation der QDs im Serum bei 37 8C
f�hrte nur zu einer geringen Abnahme
der Emissionsintensit't; das IR-emittie-
rende Material sollte daher ein geeigne-
ter Marker sein. Die QDs wurden be-
reits bei der Kartierung des Lymphsys-
tems, einem wichtigen Verfahren bei
Krebsoperationen, eingesetzt: Nach ei-
ner intrakutanen Injektion der QDs in
die Pfote einer Maus konnten die im
nahen IR-Bereich emittierenden QDs
innerhalb von Minuten im lymphati-
schen System mithilfe eines intraopera-
tiven Imaging-Systems nachgewiesen

werden. Bei der Injektion in ein gr
ße-
res Tier (400 pmol in ein 35 kg schweres
Schwein) konnte der Chirurg die QDs
ca. 1 cm unter der Haut in Echtzeit bis
zu den W'chter-Lymphknoten verfol-
gen. Die visuelle F�hrung durch die
QD-Spur erm
glichte dem Chirurgen,
die Gr
ße aller erforderlichen Ein-
schnitte zu minimieren. Die QDs sam-
melten sich am 'ußersten Rand der
W'chter-Lymphknoten. Das Imaging
von W'chter-Lymphknoten in Echtzeit
ohne die Verwendung eines herk
mm-
lichen blauen Farbstoffs oder radioakti-
ven Markers ist ein bedeutender Durch-
bruch. Dank der Stabilit't der QDs
(verglichen mit den �blicherweise insta-
bilen IR-emittierenden Farbstoffen)
kann ein Chirurg sogar noch postopera-
tiv beliebige Stellen untersuchen, um
die erfolgreiche Entfernung der Lymph-
knoten zu gew'hrleisten. Bisher sind
QDs bereits in niedriger Dosis ange-
wendet worden, man k
nnte sie jedoch
wegen ihrer hohen Stabilit't wahr-
scheinlich auch in einer mindestens
hundertfach niedrigeren Dosis einset-
zen.

Chan und Nie sowie Bruchez et al.
ver
ffentlichten wegweisende Arbeiten
�ber das QD-Bioimaging.[2, 3] Der ent-
scheidende Schritt beim Einsatz von in
organischen L
sungsmitteln hergestell-
ten QDs ist ein erfolgreicher Phasen-
�bergang zu Wasser bei minimalem
Emissionsverlust unter Erhaltung der
bioaktiven Oberfl'che. Bruchez et al.
ließen dazu eine Siliciumdioxid-Schale
um die CdSe/ZnS-Nanopartikel wach-
sen und verkn�pften mit dieser Schale
Liganden, die f�r Kupplungsreaktionen
genutzt wurden. Die resultierenden Ma-
terialien (die weiterverarbeitet eine ma-
ximale Quantenausbeute von 21% zeig-
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ten) fungierten als Marker in Mausfi-
broplasten (Abbildung 1). Die Marker
waren deutlich photostabiler als her-

k
mmliche Farbstoffe: Bei konstanter
Anregung bioaktiver QDs �ber 4 h mit
einem 488-nm-Ar+ -Laser wurde eine
gleich bleibende Emission beobachtet,
anders als bei Rhodamin-6G-Farbstof-
fen, die innerhalb von 10 min. verblass-
ten.[2]

Chan und Nie nutzten eine einfa-
chere Methode, um CdSe/ZnS-Partikel
wasserl
slich und bioaktiv zu machen.
Ein Austausch der organischen Ligan-
den auf der QD-Oberfl'che gegen Thio-
essigs'ure in L
sung ergab l
sliche Par-
tikel mit einer angeh'ngten Carboxy-
gruppe f�r Kupplungen. Chan und Nie
beobachteten auch die rezeptorvermit-
telte Endocytose der lumineszenten Par-
tikel nach der Inkubation mit HeLa-
Zellen. In Konjugaten aus QDs und
Immunglobulin-G, die mit Bovin-Se-
rum-Albumin (BSA) und einem spezi-
fischen polyklonalen Antik
rper inku-
biert wurden, neigten die QDs zur Ag-
gregation, sobald der Antik
rper das
Fab-Fragment des Immunoglobulin G
erkannte.[3]

Die Arbeiten blieben nicht auf ein
statisches Imaging beschr'nkt: So wur-
den Phagokinetikstudien zur Motilit't
menschlicher Brustepithel-Tumorzellen
und gesunder Zellen durchgef�hrt.[4]

Wegen der Photobleichung k
nnen her-
k
mmliche Farbstoffe hierf�r nicht ver-
wendet werden; die fr�her verwende-
ten, großen Submikrometer-Goldparti-
kel hatten dagegen die Zellmotilit't
gest
rt. Daher wurden nun vor der

Plattierung der Zellen d�nne Schichten
von Siliciumdioxid-bedecktem CdSe/
ZnS auf Kollagen-beschichteten Sub-
straten abgeschieden. W'hrend eine
Zelle die Substratschicht passierte, wur-
de ihre Substrataufnahme mithilfe der
konfokalen Fluoreszenz-Mikroskopie
gemessen. In weniger als 3Stunden nah-
men die Tumorzellen Nanokristalle auf,
die sich im Cytoplasma, vermutlich in
den Vesikeln, anh'uften. Weitere Expe-
rimente zeigten, dass die Nanopartikel
auf das Cytoplasma begrenzt und nicht
in den Zellkern eingedrungen waren.
Die Wanderungswege der Tumorzellen
konnten durch das Substrat-Imaging
und anhand der Bereiche, die infolge
der Substrataufnahme frei von Nano-
kristallen waren, verfolgt werden. Ge-
sunde Zellen zeigten unter den gleichen
Bedingungen nur eine geringe Motilit't.
Dies best'tigt, dass Krebszellen nicht
nur invasiv sind, sondern auch wesent-
lich beweglicher als gesunde Zellen.

In einer der ersten In-vivo-Studien
mit QDs wurden mit Thioessigs'ure
bedeckte CdSe/ZnS-Partikel eingesetzt,
die mit thiolierten Peptiden zur Passi-
vierung der QD-Oberfl'che inkubiert
wurden.[5] Drei Peptide wurden verwen-
det: CGFECVRQCPERC (GFE) (bin-
det an eine Membran-Dipeptidase der
Endothelzellen in Blutgef'ßen der Lun-
ge), F3 (bindet an Blutgef'ße und Tu-
morzellen in bestimmten Tumoren) und
LyP-1 (bindet an lymphatische Gef'ße
und Tumorzellen in bestimmten Tumo-
ren). Lediglich die an F3 gekuppelten
QDs neigten zur Aggregation – dieser
wurde durch Copassivierung mit thio-
liertem Polyethylenglycol (PEG) entge-
gengewirkt. Bekanntermaßen minimiert
dies die molekularen Wechselwirkun-
gen, erh
ht die kolloidale Stabilit't und
inhibiert die Bildung unspezifischer Bin-
dungen. Die QDs wurden in die
Schwanzvenen von spezifisch xeno-
transplantierten M'usen injiziert, und
nach einer Einwirkungsdauer von bis zu
20 Minuten wurde eine Gewebeprobe
entnommen. Wie angenommen fand
man mit GFE passivierte QDs in den
Lungen und mit F3 und LyP-1 bedeckte
QDs in den Zieltumoren. Das subzellu-
l're Fluoreszenzmuster deutete darauf
hin, dass die QDs in die Zellen inkor-
poriert worden waren. GFE-bedeckte
QDs waren in Tumoren nicht nachweis-
bar. Die QDs konnten nicht in Gehirn,

Herz, Niere oder Haut nachgewiesen
werden, sie wurden aber – unabh'ngig
vom verwendeten Peptid – in Leber und
Milz beobachtet (solange sie nicht mit
PEG copassiviert waren, was die Coad-
sorption um 95% verringerte).[5]

Es gibt nach wie vor Hindernisse bei
der Anwendung spezifisch bedeckter
QDs als Biomarker: So f�hrt der einfa-
che, von Chan und Nie[2] beschriebene
Austausch des Bedeckungsmittels nur
zu einem Material mit verringerter
Emissionsleistung und geringer kolloi-
daler Stabilit't. Das von Bruchez et al.[3]

beschriebene Absetzen von Siliciumdi-
oxid auf den Partikeln ergibt zwar ein
stabiles Material, ist jedoch schwierig
durchzuf�hren, schlecht steuerbar und
zeitaufw'ndig. Zudem weist das resul-
tierende Material eine niedrigere Quan-
tenausbeute auf. Ein gr
ßeres Problem
der nach beidenMethoden hergestellten
QD-Biomarker ist ihre Neigung zur
Aggregation und unspezifischen Ab-
sorption nach der Aufnahme in die
Zellen. L
sungsans'tze sind die Anla-
gerung kleiner, polymerer Spezies an
die Oberfl'che von Siliciumdioxid-be-
deckten QDs oder die Nutzung elektro-
statischer Wechselwirkungen zur Ad-
sorption eines Proteins als verbr�cken-
des Agens an der QD-Oberfl'che.

Zur Herstellung bioaktiver QDs oh-
ne nachteilige Eigenschaften, z.B. die
unspezifische Bindung, verkapselten
Dubertret et al. die Nanopartikel in
Phospholipidmicellen, deren 'ußere
Schicht Biomolek�le abst
ßt.[6] An die-
se Außenschicht wurde DNA gekuppelt,
was eine Bindungsstelle zur Biokonju-
gation durch Hybridisierung lieferte.
Idealerweise sollten die QDs etwas gr
-
ßer als das Micellinnere sein, um die
Micelle zu stabilisieren. Sind die Teil-
chen zu klein, ist die Stabilit't der
Micelle beeintr'chtigt, und mehrere
QDs k
nnen eine einzelne Kavit't ein-
nehmen. Einfache QD-Micellen wurden
in Xenopus-Embryos injiziert und bei
In-vivo-Studien eingesetzt. Die Micel-
len schienen zellautonom zu sein, wirk-
ten nur schwach toxisch auf die Zellen
und waren in vivo vier Tage stabil, ohne
zu aggregieren. Sie wurden erfolgreich
zur Markierung zahlreicher Zellarten
eingesetzt und blieben trotz Pigmentie-
rung undHintergrund-Fluoreszenz w'h-
rend der embryonalen Entwicklung lu-
mineszent.

Abbildung 1. Mit QDs markierter Maus-3T3-
Fibroplast.[2] Die roten Partikel markieren die
F-Actinfilamente, wAhrend die gr=nen Partikel
den Zellkern fArben.
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CdSe/ZnS, das mit Octylamin-mo-
difizierter Polyacryls'ure bedeckt war,
wurde auch beim In-vivo-Imaging von
Tiefengewebe und der Blutflusskon-
trolle verwendet.[7] Die Zweiphoto-
nen-Wirkungsquerschnitte (ein Maß
f�r die Helligkeit des Imaging) betru-
gen bis zu 47000 Goeppert-
Mayer(GM)-Einheiten. Dies liegt um
eine Gr
ßenordnung h
her als bei or-
ganischen Molek�len, die f�r 'hnliche
biologische Funktionen entwickelt
wurden, und nahe am f�r CdSe-QDs
gesch'tzten theoretischen Maximum
von 50000 GM. Die QDs waren mona-
telang stabil, und der Wirkungsquer-
schnitt blieb konstant, allerdings bei
einem großen Anteil nicht fluoreszie-
render QDs. Es wurden keine Anzei-
chen von „Blinking“ (Fluktuation der
Strahlungsintensit't) beobachtet; wahr-
scheinlich mittelt sich dieses Ph'nomen
heraus und ist kein Problem f�r das
Nanopartikel-Imaging. Die Gr
ße von
QDs 'hnelt der von fluoreszenten Dex-
tranen, was sie ideal f�r die Angiogra-
phie erscheinen l'sst. Zur Untersuchung
von Haut und adip
sem Gewebe, die
jeweils stark streuen und sehr unter-
schiedliche Brechungsindices haben,
wurden intraven
se Injektionen bei le-
bendenM'usen durchgef�hrt. Das Blut-
gef'ßsystem war bis zu einer Tiefe von
250 mm durch die unversehrte Haut hin-
durch deutlich wahrnehmbar. Gegen-
�ber Abbildungen mit 'hnlichen Ima-
ging-Substanzen wie fluoreszenten
Dextranen zeigen QD-Bilder wegen
des großen Wirkungsquerschnitts bei
geringerer Leistung deutlich mehr De-
tails (siehe Abbildungen 2A und D).
Abbildung 2 zeigt Bilder, die unter-
schiedliche Strukturen hervorheben
(die blaue Farbe stammt von der Eigen-
fluoreszenz von Kollagen). Die M'use
wiesen keine durch den cadmiumhalti-
gen Marker verursachten Krankheits-
symptome auf. Derzeit finden weitere
Studien zur Eignung schwermetallhalti-
ger Marker statt.

Weitere bedeutende Fortschritte
sind das Imaging des Krebsmarkers
Her2[8] und die Entwicklung QD-dotier-

ter Polystyrolk�gelchen, die f�r Assays
entworfen wurden (Abbildung 3).[9] Die
K�gelchen sind besonders bemerkens-
wert, da sie ohne einen Oberfl'chen-
austausch in den Kugelkern aufgenom-

men werden und daher ihre Lumines-
zenz behalten. Da dieser Vorgang gut
steuerbar ist, konnte ein auf QD-St'ben
beruhender Assay entwickelt werden.

Die Fortschritte auf diesem Gebiet
sind also zahlreich, aber auch R�ck-
schl'ge sind zu verzeichnen: So erwies
sich bei Toxizit'tsuntersuchungen von

CdSe-QDs an prim'ren, Me-
tallothionein-reichen Hepa-
tocyten, die als Modell f�r
die Leber fungierten, dass
QDs unter bestimmten Be-
dingungen cytotoxisch sind.
Diese Eigenschaft wurde der
Freisetzung von Cd2+-Ionen
durch Oxidation zugeschrie-
ben,[10] allerdings sind noch
weitere Toxizit'tsstudien er-
forderlich. Dennoch ist der
Einsatz von QDs f�r das Ima-
ging hochinteressant, und das
Potenzial dieser Methode ist
noch lange nicht ausge-
sch
pft.
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Abbildung 2. Imaging des Tiefengewebes eines GefAßsys-
tems.[7] A) CdSe-QDs in Kapillaren an der Hautbasis
(100 mm tief), B) Linienscan zur Messung der Blutge-
schwindigkeit, C) VergrEßerung von Bild (B), D) fluoreszen-
te Dextrane unter gleichen Bedingungen wie bei Bild (A),
E) Bild von adipEsem, das Ovarium umgebendem Gewebe,
F) Kapillarstruktur von adipEsem Gewebe (250 mm tief).
Maßstab: A, B, D=20 mm; C=10 mm; E, F=50 mm.

Abbildung 3. Mikrok=gelchen mit unterschied-
lichem Gehalt an CdSe/ZnS-QDs.[9]
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