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1. Einleitung

Der medizinische Einsatz von Nanopartikeln ist ein
wichtiger Teilbereich der Nanobiotechnologie.[1] Dank ihrer
geringen Gr�ße k�nnen Nanopartikel die Zellwand durch-
dringen und so pharmazeutische Wirkstoffe oder Biomole-
k&le in lebende Systeme einschleusen; dies kann f&r thera-
peutische Zwecke genutzt werden.[2–5] Man kennt viele Arten
von Nanopartikeln, von denen viele an biologischen Syste-
men getestet wurden und einige sich sogar in klinischen
Testphasen befinden. In diesem Aufsatz beleuchten wir den
Stand der Forschung bei der Anwendung anorganischer Na-
nopartikel als Tr2ger f&r Nucleins2uren (DNA, RNA und
Oligonucleotide) zur Beeinflussung der Genexpression von
Zellen. Da es bereits umfangreiche Arbeiten zur Anwendung
von bioorganischen Nanopartikel-Systemen (z.B. polykatio-
nische und liposomale Agentien und Dendrimere) gibt, be-
schr2nken wir uns hier auf anorganische Nanopartikel.

2. Transfektion

Die Einschleusung von DNA, RNA oder Oligonucleoti-
den in eukaryotische Zellen bezeichnet man als Transfekti-
on.[6] Diese umfasst die Aufnahme der extrazellul2ren Mole-
k&le durch die Zellmembran in das Cytoplasma und weiter in
den Zellkern. Wenn DNA in den Zellkern transportiert wird,
kann sie in das Genom der Zelle eingebaut werden und da-
durch die Produktion spezifischer Proteine anregen.[6–8] Man
unterscheidet zwischen einer transienten Transfektion, bei
der DNA nicht in das Wirtschromosom integriert wird, und
einer stabilen Transfektion, bei der eine Integration in das
Wirtschromosom und eine Weitergabe an die n2chsten Ge-
nerationen erfolgen. Als komplement2re Methode kann das
Einbringen von small-interfering RNA (siRNA) die Pro-
duktion einzelner Proteine gezielt herabregeln (Gen-
Stummschaltung oder gene silencing, antisense).[9–15] Eine
derartige, gezielte Einf&hrung genetischer Sequenzen in
Zellen ist heute ein wichtiges Instrument zur Analyse der
Struktur, Funktion und Regulation von Genen; weiterhin
bildet es die konzeptionelle Grundlage f&r die Gentherapie,

d.h. die gezielte Behandlung genetisch bedingter Krankhei-
ten.

DNA allein ist nicht in der Lage, in eine Zelle einzu-
dringen – es bedarf hierzu eines geeigneten Vektors.[16] Es gibt
eine Vielzahl von Arbeiten &ber die direkte Injektion von
DNA in verschiedene Organe, z.B. in die Skelettmuskula-
tur,[17] in die Leber,[18] in die Schilddr&se,[19] in den Herzmus-
kel,[20] ins Gehirn[21] und in urologische Organe.[22] Eine zel-
lul2re Aufnahme von Plasmid-DNA durch Injektion erfolgt
nur in sehr geringemMaße: So wurden z.B. vonMuskelzellen
weniger als 1% der injizierten Dosis aufgenommen.[17] Die
Injektion von DNA in die Schwanzvene von M2usen f&hrte
nicht zu einer Genexpression,[23] da sie im Blut schnell durch
Nucleasen abgebaut wurde.[24,25]

Die Zellmembran besteht aus einer permeablen Lipid-
Doppelschicht, die die 2ußere Begrenzung einer Zelle bildet.
Die amphiphilen Membranlipide (im Wesentlichen Phos-
pholipide) enthalten eine polare, hydrophile Kopfgruppe und
zwei hydrophobe Kohlenwasserstoffgruppen.[26,27] Weiterhin
finden sich in der Zellmembran Rezeptorproteine, Erken-
nungssequenzen und Ionenkan2le. Der Transport kleiner
Molek&le durch die Zellmembran kann &ber eine Diffusion
durch geeignete Kan2le (passiver Transport) oder mithilfe
von Transportproteinen erfolgen (aktiver Transport).[28–30] F&r
den zweiten Prozess muss Energie aufgewendet werden,
normalerweise in der Form von Adenosintriphosphat (ATP).
Die Aufnahme von Makromolek&len oder Nanopartikeln
erfolgt bei den meisten Zellen durch Endocytose, d.h. die
Penetration der Zellmembran und die Aufnahme in ein in-
trazellul2res Vesikel.[31,32] Vonarbourg et al. lieferten eine
Ibersicht &ber die Faktoren, die die Aufnahme unter-
schiedlicher Nanopartikel durch das mononucle2re Phago-
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zytensystem (Monozyten und Phagozyten) bestimmen. Iber
diesenMechanismus werden Nanopartikel typischerweise aus
dem Blut entfernt.[33]

Abbildung 1 zeigt den Weg der Aufnahme von DNA.
Zun2chst werden die Nanopartikel an die Zellmembran ad-
sorbiert und anschließend durch Endocytose in die Zelle
aufgenommen.[34,35] Auf dem Weg zum Zellkern kann die
DNA durch unterschiedliche Prozesse abgebaut werden. Ein
Abbau von DNA kann in einem Endosom geschehen, sofern
die DNA nicht aus dem Endosom ins Cytoplasma freigesetzt
wird, bevor eine Fusion mit Lysosomen erfolgt. In Lysosomen
herrscht ein pH-Wert von unter 5.[36] Im Cytoplasma kann die
DNA durch spezialisierte Enzyme (Nucleasen) abgebaut
werden. F&r eine effiziente Transfektion ist es daher wichtig,
dass die DNA diese Hindernisse &berwindet und vor intra-
zellul2rem Abbau gesch&tzt wird. Im n2chsten Schritt muss

die DNA in den Zellkern eindringen. Dies geschieht allge-
mein mithilfe von Kernporenkomplexen (nuclear pore com-
plexes, NPCs), d.h. durch große Proteine (Nucleoporine), die
sich in der aus zwei Lipiddoppelschichten bestehenden
Kernmembran befinden.[37,38] NPCs sind durchl2ssig f&r
kleine Molek&le, verhindern aber den Zugang großer Mole-
k&le. Makromolek&le, die eine Kernlokalisierungssequenz
(nuclear localization sequence, NLS) tragen, k�nnen durch
Importine erkannt und aktiv durch die Poren in den Zellkern
transportiert werden.[39,40]

Trotz umfangreicher Studien zur Aufnahme von Mole-
k&len in den Zellkern[41–43] ist immer noch nicht gekl2rt, auf
welchem Weg DNA in den Zellkern gelangt, d.h. allein oder
zusammen mit einem Nanopartikel. Eine M�glichkeit ist die
langsame Aufl�sung der Nanopartikel in den endosomalen
Vesikeln und/oder im Cytoplasma, die zur Freisetzung der
DNA f&hrt. Eine andere M�glichkeit ist, dass die mit DNA
beladenen Nanopartikel bis zur Kernmembran gelangen, von
wo aus die DNA dann in den Zellkern eindringt. Im zweiten
Fall ist ein Schutz der DNA durch das Nanopartikel vor
einem Abbau im Cytoplasma g&nstig f&r eine hohe Trans-
fektionseffizienz.

3. Methoden zum Gentransfer in lebende Zellen

Als Gentherapie bezeichnet man die Behandlung gene-
tisch bedingter Krankheiten durch eine genetische Manipu-
lation des Organismus. Daf&r bedarf es einer effizienten
Methode zum Einschleusen eines therapeutischen Gens in
Zellen.[44] Allgemein unterscheidet man virale und nichtvirale
Gentransfersysteme. In Tabelle 1 sind die g2ngigen Trans-
fektionsmethoden zusammengestellt und hinsichtlich ihrer
Vor- und Nachteile verglichen. Virale Tr2ger (die nach dem
gleichen Prinzip wie nat&rliche, infektions&bertragende Viren
funktionieren) sind sehr effizient, aber wegen des Risikos der
Rekombination, das zur Bildung replikationsf2higer Viren
f&hren kann, auch relativ gef2hrlich. Die Elektroporation ist
eine sichere, einfache und effiziente Methode, die jedoch eine
große Menge an DNA ben�tigt und auch f&r jeden Zelltyp
optimiert werden muss. Die Mikroinjektion erm�glicht nur
eine sequenzielle Transfektion einer Zelle nach der anderen,
d.h., sie ist f&r ein Organ nicht geeignet. Mit der Gene-Gun-
Technik ist eine Penetration von DNA in den oberen
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Abbildung 1. Weg von Nanopartikeln in eine Zelle und in den Zellkern.
Gr/ne Kreise: anorganisches Nanopartikel, rot: Fremd-DNA, braun:
Lipid, orange: Kernmembran, gr/n: Zell-DNA. I: Adsorption an der
Zellmembran. II : Aufnahme durch Endocytose. III/IV: Freisetzung aus
dem Endosom. V: Weg zum Zellkern. VI: Aufnahme in den Zellkern
und Genexpression. Details siehe Text.
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Schichten eines Gewebes m�glich. Kationische Verbindungen
und rekombinante Proteine wurden in klinischen Tests ein-
gesetzt; kationische Verbindungen sind aber normalerweise
giftig, und rekombinante Proteine sind aufw2ndig in der
Herstellung.

3.1. Virale Gentransfersysteme

Virale Gentransfersysteme beruhen auf der F2higkeit von
Viren, Zellen zu infizieren. Im viralen Tr2ger wird ein Seg-
ment des urspr&nglichen Gens durch ein Reportergen ersetzt.
Dies ist die 2lteste Methode f&r den Gentransfer; sie wurde
erstmals 1952 an Salmonella demonstriert.[45] Sp2ter wurden
zum Gentransfer in Zellen auch andere virale Vektoren,
unter anderem basierend auf Retroviren,[46,47] Adenoviren,[48]

Adeno-assoziierten Viren[49] und Herpes-simplex-Viren[50]

eingesetzt. Dar&ber hinaus ist dies die effizienteste Methode
zum Einbringen von DNA in Zellen, birgt allerdings erheb-
liche Risiken wie eine m�gliche Rekombination, starke Im-
munogenit2t, entz&ndliche Wirkung und Kanzerogeni-
t2t.[48,51–53]

Derzeit gibt es keine virale Methode, die einen sicheren
und effizienten Gentransfer in der Klinik erm�glichen
w&rde.[54] Aus diesem Grund bieten nichtvirale Systeme
Vorteile, auch wenn ihre Transfektionseffizienz geringer ist.
Helm et al. fassten die klinische Anwendbarkeit zur Fusion
von Wirbelk�rpern durch die Induktion der Produktion
knochenwachstumsf�rdernder Proteine (bone morphogene-
tic proteins, BMPs) zusammen.[55]

3.2. Rekombinante Proteine

Rekombinante Proteine, so genannte TAT-Proteine
(TAT= trans-activating transcriptional activator), sind ein
besonderer Typ von DNA-Vektoren, der eine Kernlokalisie-
rungssequenz enth2lt. Wie Viren k�nnen sie die Zellmem-
bran und auch die Kernmembran durchdringen, um ihr ge-
netisches Material in den Zellkern einzuschleusen. Solche

Proteine k�nnen Polylysin-Segmente,[56] Protamin[57,58] oder
Histone zur Bindung von DNA in Form eines stabilen
Komplexes enthalten und damit DNA teilweise vor dem in-
trazellul2ren Abbau durch Nucleasen sch&tzen.[58]

3.3. Elektroporation

Die Elektroporation ist eine h2ufig eingesetzte Methode,
um Plasmid-DNA in lebende Zellen einzubringen; sie wurde
1982 eingef&hrt.[59] Durch elektrische Pulse werden kurzfristig
Poren in der Zellmembran ge�ffnet, durch die DNA ins Cy-
toplasma eindringen kann. Danach schließen sich die Poren
wieder. Mit dieser Technik wurde Plasmid-DNA beispiels-
weise in Muskel-,[60] Melanom-,[61] und Leberzellen einge-
bracht.[62] Die Effizienz h2ngt dabei stark von der verwen-
deten Zelllinie ab.[60,63]

3.4. Mikroinjektion

Konzeptionell ist die Mikroinjektion von DNA in eine
Zelle die einfachste Methode der Applikation. Nachteilig ist
hier der sequenzielle Charakter, d.h. die Tatsache, dass
immer nur eine Zelle behandelt werden kann. Somit eignet
sich die Mikroinjektion weder f&r große Zellzahlen noch f&r
die In-vivo-Gentherapie.[17–24,64]

3.5. Gene gun

Die „Gene-Gun“-Technik, die auch als „biolistic particle
delivery“ bezeichnet wird, ist die j&ngste physikalische
Transfektionsmethode.[65] Sie beruht auf Gold-Nanopartikeln,
die mit DNA beladen und dann in das Zielgewebe oder in die
Zielzellen geschossen werden.[66] Dadurch gelangt die DNA
durch die Zellmembran in das Cytoplasma und gegebenen-
falls sogar bis in den Zellkern, weitgehend unter Umgehung
der Endosome und unter Vermeidung der enzymatischen
Degradation. Nachteilig ist die Tatsache, dass die Eindring-

Tabelle 1: Vergleich unterschiedlicher Gentransfersysteme.

Transfektionsmethode Vorteile Nachteile

virale Methoden[44,45,202] sehr effizient[46–50] Immunogenit�t,[48,51,52] Kanzerogenit�t,[48,51,52]

Entz/ndung[53]

physikalische
Methoden

Elektroporation[59–63,203–205] einfach durchzuf/hren, effizient Optimierung f/r jede Zelllinie erforderlich;
grGßere Mengen an DNA erforderlich

Mikroinjektion[17–24,64] exaktes Einbringen von DNA in eine Zelle eine Zelle nach der anderen, d.h. langsames,
sequenzielles Verfahren

„gene gun“[65–69] n/tzlich f/r die genetische Impfung oberfl�chliches Eindringen der DNA ins
Gewebe

chemische Methoden kationische Verbindungen[76] einfache Herstellung Toxizit�t[72,75,82]

rekombinante Proteine[56–58] hohe Biokompatibilit�t teuer
Nanopartikel aus Polymeren,
z.B. aus Polylactid[206, 207]

einfache Herstellung; GrGße kontrollier-
bar; gute Funktionalisierbarkeit

begrenzte Effizienz, manche sind toxisch

anorganische Nanopartikel[98,99] einfache Herstellung; GrGße kontrollier-
bar; gute Funktionalisierbarkeit

begrenzte Effizienz, manche sind toxisch
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tiefe der Partikel in Gewebe begrenzt ist. F&r den Skelett-
muskel der Maus wurden Eindringtiefen bis 0.5 mm gemes-
sen.[67] Haut, Leber und Muskeln wurden mit der Gene-Gun-
Technik transfiziert, wobei die Effizienz vom jeweiligen
Gewebe abhing. F&r epidermale Hautzellen wurden 10–20%
gefunden, f&r Muskelzellen dagegen nur 1–5%.[66–68] In vivo
angewendet ergeben sich typischerweise eher kurzzeitige und
begrenzte Genexpressionsraten. Dennoch sind Anwendun-
gen in Form einer genetischen Impfung denkbar.[69]

4. Chemische Methoden auf der Basis von Nanopar-
tikeln

Die chemischen Transfektionsmethoden beruhen auf
Nanopartikeln, Liposomen und Micellen, die entweder einen
Komplex oder eine Verbindung mit DNA eingehen oder
DNA einschließen k�nnen. Drei Klassen k�nnen unter-
schieden werden: kationische Verbindungen, rekombinante
Proteine und anorganische Nanopartikel. Die unterschiedli-
chen Typen von Nanopartikeln sind in Abbildung 2 darge-
stellt.

4.1. Kationische organische Molek(le und Polymere

Bei diesem Ansatz wird die elektrostatische Anziehung
zwischen den negativ geladenen Nucleins2uren und kationi-
schen Verbindungen genutzt. Dabei handelt es sich um kat-
ionische Polyelektrolyte (z.B. Polylysin[70,71] oder Polyethy-
lenimin[72–75]) sowie um Liposomen und Micellen aus katio-
nischen Tensiden (im Allgemeinen Lipide).[76] Solche Nano-
partikel-Aggregate werden von Zellen aufgenommen.[77] 1987
verwendeten Felgner et al. als Erste das kationische Lipid

Dioleoyltrimethylammoniumchlorid (DOTMA) in einem
1:1-molaren Gemisch mit dem neutralen Lipid Dioleoyl-
phosphatidylethanolamin (DOPE) zur Kondensation von
DNA f&r die Transfektion.[78] Seitdem wurde eine Vielzahl
kationischer Lipide f&r die Gentransfektion entwickelt, wobei
auch Liposomen eine große Rolle spielen.[79,80]

Eines der ersten Polymere f&r die nichtvirale Transfektion
war Poly(l-lysin) (PLL).[70,71] PLL-Partikel mit einer Gr�ße
von etwa 100 nm wurden schnell von Zellen aufgenommen,
wobei die Transfektionseffizienz aber niedrig blieb.[70] Die
Genexpression wurde durch Hinzuf&gen dirigierender Mo-
lek&le wie Chloroquin[81] oder fusogener (membranaktiver)
Peptide verbessert. Allerdings ist Poly(l-lysin) giftig und nicht
f&r den klinischen Einsatz zugelassen.[82] Als weiteres katio-
nisches Polymer wird Polyethylenimin (PEI) f&r die Trans-
fektion eingesetzt. DNA-beladene PEI-Partikel wurden bei-
spielsweise zur Transfektion in Leber-[73] und Lungengewe-
be[74] eingesetzt. Auch hier ist der wesentliche Nachteil die
Toxizit2t dieses Polymers.[72,75] Zwei h2ufig verwendete
kommerzielle Transfektionsmittel sind Polyfect und Lipo-
fectamin. Polyfect besteht aus Dendrimer-Molek&len, die
radial von einem Kern ausgehen. Positiv geladene Amino-
gruppen an den Enden der verzweigten Ketten gehen eine
Wechselwirkung mit den negativ geladenen Phosphatgruppen
von Nucleins2uren ein, sodass eine kompakte Struktur ent-
steht.[83] Lipofectamin ist ein Transfektionsmittel auf der
Basis kationischer Lipide, das f&r die Einf&hrung von DNA in
eukaryotische Zellen verwendet wird. Es kann mit hoher
Effizienz f&r viele Zelllinien eingesetzt werden, z.B. f&r
NIH 3T3, COS-1 und Fibroblasten.[84]

Die praktischen Probleme, die sich ergeben, wenn eine
synthetische Verbindung aus dem Labor in den klinischen
Einsatz &berf&hrt werden soll, wurden vonMcNeil und Perrie
im Hinblick auf kationische Liposomen diskutiert.[8] Die To-
xizit2t von kationischen Polymeren[72,75] und Liposomen[82] ist
problematisch, und ganz allgemein ist die Transfektionseffi-
zienz nichtviraler Systeme kleiner als die viraler Systeme.[7]

Einige kationische Lipid-DNA-Komplexe wurden aber be-
reits in klinischen Studien eingesetzt.[85,86] Auf diese Weise
gelang die Einf&hrung von Plasmid-DNA in Lunge,[87]

Gehirn,[88] Tumoren[89,90] und Haut.[91]

4.2. Anorganische Nanopartikel als Tr	ger von Nucleins	uren

Die Tatsache, dass Zellen leicht Nanopartikel aufnehmen,
kann zum Transport von Nucleins2uren genutzt werden.[92]

Die Chemie anorganischer Nanopartikel ist mittlerweile weit
entwickelt;[93–96] dementsprechend wurden bereits viele un-
terschiedliche anorganische Nanopartikel als Tr2ger getes-
tet.[97–99] So wurden bereits Nanopartikel aus Calciumphos-
phat, Kiesels2ure, Gold, Magnetit, Strontiumphosphat, Ma-
gnesiumphosphat, Manganphosphat und anionischen
Schichtmineralien (Hydrotalkiten) sowie Kohlenstoffnano-
r�hren (carbon nanotubes) und Quantenpunkte (quantum
dots) untersucht.

Anorganische Nanopartikel weisen zwar im Allgemeinen
nur m2ßige Transfektionseffizienzen auf, haben aber doch
einige Vorteile gegen&ber organischen Nanopartikeln: Sie

Abbildung 2. Unterschiedliche Typen von Nanopartikeln, die f/r den
Transport von Nucleins�uren in Zellen eingesetzt werden kGnnen.
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sind unempfindlich gegen mikrobiellen Abbau, leicht her-
stellbar, oft kaum toxisch und lassen sich gut lagern. Es sei
hier auch noch angemerkt, dass DNA vor einem intrazellu-
l2ren Angriff durch eine geeignete „Verpackung“ gesch&tzt
werden muss. DNA, die nur an der Oberfl2che eines Nano-
partikels adsorbiert ist, wird leicht durch Nucleasen abgebaut.
Lit. [64] gibt eine Ibersicht &ber die Voraussetzungen f&r
eine erfolgreiche Transfektion. In Tabelle 2 sind einige Ei-
genschaften anorganischer Nanopartikel im Hinblick auf ihre
biologische Anwendbarkeit zusammengestellt.

4.2.1. Metallische Nanopartikel

Die Chemie metallischer Nanopartikel ist gut erforscht,
insbesondere im Fall der Edelmetalle Gold, Silber, Palladium

und Platin.[94] Gew�hnlich werden sie durch Reduktion der
entsprechenden Metallsalze in Gegenwart geeigneter
Schutzgruppen hergestellt, die die weitere Aggregation ver-
hindern (z.B. Au55-Cluster

[100]). Gold-Nanopartikel (typische
Gr�ßen: 10–20 nm) werden leicht von Zellen aufgenom-
men.[101–104] K&rzlich zeigten Schmid et al., dass Au55-Cluster
effizient mit DNA wechselwirken k�nnen[105] und auch als
Cytostatikum eingesetzt werden k�nnen.[105] Dies ist offenbar
eine Frage der Partikelgr�ße (1.4 nm f&r Au55-Cluster), d.h.,
diese kleinen Goldcluster werden in DNA-Ketten eingela-
gert. Die Oberfl2che von Gold kann leicht mit Thiolen ko-
valent funktionalisiert werden (entsprechend den selbstor-
ganisierten Monoschichten, SAMs), und Oligonucleotide
k�nnen an die Partikeloberfl2che gebunden werden.[106]

Tabelle 2: Wichtige Eigenschaften anorganischer Nanopartikel, die f/r die Transfektion eingesetzt werden.[a]

Art des Nanopartikels chemische Zusammen-
setzung[b]

typische GrGße
[nm]

LGslichkeit[c] Kommentare

Cadmiumsulfid CdS 2–5 0.69 ngL�1 toxisch, fluoreszierend, halbleitend

Calciumphosphat Ca5(PO4)3OH
(Hydroxylapatit)

10–100 6.1 mgL�1 [d] biodegradierbar, biokompatibel; kann durch den Einbau
von Lanthanoiden fluoreszierend gemacht werden; Kat-
ionen und Anionen kGnnen ausgetauscht werden; lGslich
in saurer Umgebung

KohlenstoffnanorGhren Cn Durchmesser
einige nm,
L�nge einige mm

0 nicht biodegradierbar, hohl; kGnnen kovalent funktiona-
lisiert werden, um die LGslichkeit zu erhGhen; kGnnen mit
Molek/len beladen werden

Cobalt-Platin CoPt3 3–10 ca. 0 ferromagnetisch oder superparamagnetisch; toxisch in
ungesch/tzter Form

Gold Au 1–50 ca. 0 gute Funktionalisierbarkeit, z.B. mit Thiolen

Eisenoxid (Magnetit) Fe3O4 5–20 ca. 0 ferromagnetisch oder superparamagnetisch; sch�dlich
f/r Zellen in ungesch/tzter Form; LGslichkeit nimmt mit
fallendem pH-Wert zu

Hydrotalkite Mg6Al2(CO3)(OH)16·4H2O
(Hydrotalkit)

5200 begrenzt, erhGht
sich unterhalb
pH 5–6

sehr selektive Anionenaustauschkapazit�t; biodegradier-
bar in leicht saurer Umgebung; Kationen kGnnen ausge-
tauscht werden

Nickel Ni 5–100 ca. 0 immunogen, toxisch

Kiesels�ure SiO2·nH2O 3–100 ca. 120 mg SiO2

L�1 (f/r Kiesel-
s�ure-Partikel)

biodegradierbar; herstellbar auch in mikro- oder meso-
porGser Form (z.B. Zeolithe); leicht funktionalisierbar,
z.B. durch Chlorsilane

Silber Ag 5–100 ca. 0 bakterizide Wirkung; gelGste Silberionen (Ag+) potenziell
sch�dlich f/r Zellen

Zinkoxid ZnO 3–60 1.6–5 mgL�1 fluoreszierend, halbleitend

Zinksulfid ZnS 3–50 67 ngL�1 fluoreszierend, halbleitend

[a] Allgemein muss unterschieden werden zwischen der hier angegebenen LGslichkeit in ionischer Form und der LGslichkeit in Form einer Nano-
partikel-Dispersion (d.h. als intakte Nanopartikel). [b] Zum Teil idealisiert. [c] Die LGslichkeit wurde f/r reine FestkGrper unter Standardbedingungen
in reinemWasser (pH 7) bei 25 8C berechnet. Dabei wurden die LGslichkeitsprodukte von CdS (1.40N10�29m

2), Ca10(PO4)6(OH)2 (10
�116.8

m
18) und ZnS

(2.91·10�25m
2) verwendet. Die weiteren angegebenen LGslichkeiten wurden aus der Literatur entnommen. Die LGslichkeiten der anderen Verbin-

dungen kGnnen nicht berechnet werden, da sie von den chemischen Spezies auf der Oberfl�che des Partikels abh�ngen. In jedem Fall haben
nanoskopische Systeme eine hGhere LGslichkeit als die makroskopischen (Standard-)Phasen. Eine geeignete Oberfl�chenfunktionalisierung kann die
LGslichkeit stark ver�ndern. F/r Metalle und Legierungen h�ngt die LGslichkeit auch von der Zusammensetzung der umgebenden LGsung ab (z.B. von
ihrem Oxidationspotential). [d] Berechnet f/r stGchiometrischen Hydroxylapatit.
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Oishi et al. berichteten &ber Konstrukte aus Polymer-
Nanopartikeln und Gold-Nanopartikeln, an die Thiol-funk-
tionalisierte Oligonucleotide angebracht wurden.[107] Oli-
gonucleotid-funktionalisierte Gold-Nanopartikel wurden von
Mirkin et al. f&r Experimente zur Gen-Stummschaltung ein-
gesetzt.[108] Salem et al. berichteten &ber bimetallische Na-
nost2bchen aus Gold und Nickel als nichtvirales Transfek-
tionssystem.[109] Die Gold- und Nickelsegmente dieser Na-
nost2bchen k�nnen selektiv Plasmid-DNA und dirigierende
Liganden binden. Der Weg von Gold-Peptid-Nanopartikeln
in Zellen wurde von Tkachenko et al. untersucht.[110]

Silber wird seit vielen Jahren als Bakterizid eingesetzt,[111]

z.B. um die Bildung von Biofilmen zu verhindern. Dies wurde
in den letzten Jahren auf Silber-Nanopartikel erweitert.[112]

Diese k�nnen in unterschiedlichen Gr�ßen und Formen
hergestellt werden,[113] was wichtig ist, da die biozide Wirkung
gr�ßenabh2ngig zu sein scheint.[114] Allerdings sind im Fall
von Silber noch viele Fragen offen, z.B. nach der Dosisab-
h2ngigkeit und dem Risiko einer Bildung bakterieller Resis-
tenzen.[115]

4.2.2. Eisenoxide

Die magnetischen Eigenschaften von Eisenoxid-Nano-
partikeln (wie Magnetit, Fe3O4) k�nnen beispielsweise zur
Sortierung von Zellen, zur Dirigierung im K�rper durch ex-
terne Magnetfelder und f&r die Tumorthermotherapie ein-
gesetzt werden.[116–119] Wenn sie einem hochfrequenten ma-
gnetischen Wechselfeld ausgesetzt werden, k�nnen sie das
umgebende Gewebe durch Hyperthermie zerst�ren.[117,120]

Die F&hrung durch externe Magnetfelder im K�rper kann
beispielsweise zur Adressierung von Tumoren dienen.[121–124]

Gould et al. berichteten &ber Eisenoxidpartikel mit
Durchmessern von < 10 bis 300 nm, die als Tr2ger f&r DNA
eingesetzt wurden.[125] Cheng et al. stellten magnetische Na-
nopartikel mit einem Durchmesser von 9 nm aus Fe2+, Fe3+

und Tetramethylammoniumhydroxid her. Diese Nanoparti-
kel zeigten beim Test an COS-7-Affennierenzellen keinen
cytotoxischen Effekt bei unterschiedlichen Dosen von Ma-
gnetit.[126] Hier sei angemerkt, dass magnetische Eisenoxide
oft mit einer geeigneten Beschichtung versehen werden, um
ihre Biokompatibilit2t und ihre Funktionalisierbarkeit zu
verbessern. Kiesels2ure-beschichtete Magnetit-Nanopartikel
wurden von Bruce et al. hergestellt und mit Aminogruppen
funktionalisiert, an die wiederum kovalent Oligonucleotide
gebunden wurden (Abbildung 3).[127,128]

Eine neue Methode wurde von Farle et al. entwickelt,
nach der Magnetit erst in Kiesels2ure eingebracht wurde und
anschließend mit einer H&lle aus Gold versehen wurde. Diese
magnetischen Nanopartikel k�nnen zus2tzlich oberfl2chen-
funktionalisiert werden und danach im K�rper dirigiert
werden, z.B. in Tumorzellen.[129] Landfester und Ramirez
berichteten &ber die Einkapselung von Magnetit-Nanoparti-
keln in Polymere durch Mikroemulsionen.[130] Plank et al.
entwickelten das Konzept der Magnetofektion: Die Aufnah-
me vonDNAmit Transfektionsmitteln wird durch die Zugabe
superparamagnetischer Partikel (Magnetit oder Neodym-
Eisen-Bor) und das Anlegen eines externen Magnetfeldes
stark erh�ht (Abbildung 4).[131–133]

Die Erh�hung der Transfektionseffizienz viraler Vektoren
durch superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel (su-
perparamagnetic iron oxide nanoparticles, „SPION“) wurde
von Morishita et al. demonstriert.[134] Die Wechselwirkung
oberfl2chenmodifizierter superparamagnetischer Eisenoxid-
Nanopartikel mit Zellen wurde von Gupta et al. unter-
sucht.[135–137] Die nichtfunktionalisierten Eisenoxid-Nanopar-
tikel waren cytotoxisch (St�rung der Organisation des Cyto-
skeletts), allerdings zeigten die gleichen Nanopartikel nach
einer Oberfl2chenfunktionalisierung mit Pullulan (einem
Polysaccharid aus Hefe) keine solchen adversen Effekte mehr
– dies unterstreicht die Bedeutung der Partikeloberfl2che f&r
die biologische Wirkung. Zhang et al. wiesen nach, dass Po-
lyethylenglycol-funktionalisierte Magnetit-Nanopartikel
durch Makrophagen (RAW 264.7) in erheblich geringerem
Umfang aufgenommen wurden als nichtfunktionalisierte
Magnetit-Nanopartikel. F&r Brustkrebszellen (BT20) wurde
der umgekehrte Effekt beobachtet. Offenbar verf&gen un-
terschiedliche Zelllinien &ber eine unterschiedliche Selekti-
vit2t f&r die Hydrophilie der Partikeloberfl2che, wenn es um
die Aufnahme von Nanopartikeln geht.[138] Berry et al. un-

Abbildung 3. Transmissionselektronenmikroskopische (TEM-)Aufnah-
me von Kiesels�ure-umh/llten Magnetit-Nanopartikeln f/r die Trans-
fektion. Die Kiesels�ure-Schicht kann /ber die an der Oberfl�che vor-
handenen Silanol-Gruppen mit organischen Molek/len funktionalisiert
werden. Nachdruck mit Genehmigung von Elsevier, Lit. [128], Copy-
right 2005.

Abbildung 4. Effizienz der Antisense-Oligodesoxyribonucleotid(ODN)-
Aufnahme durch Magnetofektion (Zugabe superparamagnetischer Par-
tikel und Anwendung eines externen Magnetfeldes) mit unterschiedli-
chen Transfektionsmitteln. Vergleich der Aufnahme von (mit Cy3) fluo-
reszenzmarkierten Antisense-ODN vier Stunden nach einer 15-min/ti-
gen Standardtransfektion (schwarze Balken) und einer Magnetofektion
(weiße Balken) mit unterschiedlichen Transfektionsmitteln (PEI/Dotap-
Cholesterin, FuGENE, Effectene), gefolgt von intensivem Sp/len und
Zugabe von neuem Medium. Die Zahlen /ber den Balken geben die n-
fache Zunahme der Transfektionseffizienz durch die Magnetofektion
an. Nachdruck mit Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd.,
Lit. [133], Copyright 2003.
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tersuchten dieWirkung reiner undmit Dextran oder Albumin
funktionalisierter Eisenoxid-Nanopartikel (Durchmesser 8–
10 nm) auf Fibroblasten. Sie fanden, dass alle drei Arten von
Nanopartikeln von den Zellen leicht aufgenommen wurden
und dass die nichtfunktionalisierten sowie die Dextran-
funktionalisierten Nanopartikel zelltoxisch waren. Im Un-
terschied dazu behinderten die Albumin-beschichteten Na-
nopartikel die Zellvermehrung nicht. Auch hier ist die
Oberfl2che der Nanopartikel offenbar wichtiger als die che-
mische Zusammensetzung ihres Kerns.[139]

4.2.3. Kohlenstoffnanor*hren

Seit der Entdeckung der Kohlenstoffnanor�hren (carbon
nanotubes, CNT) durch Iijima 1991[140] steht diese Stoffklasse
wegen ihrer besonderen strukturellen, mechanischen, elek-
trischen und chemischen Eigenschaften im Zentrum vieler
Untersuchungen. Zwei Arten sind bekannt: Einwandige
Kohlenstoffnanor�hren (single-walled carbon nanotubes,
SWCNTs) und mehrwandige Kohlenstoffnanor�hren (multi-
walled carbon nanotubes, MWCNTs),[141] deren Durchmesser
einige Nanometer betr2gt und die bis zu 1 mm lang sein
k�nnen.[142,143] Ihre hervorstechende Eigenschaft ist das hohe
Verh2ltnis von L2nge zu Durchmesser. Heutzutage k�nnen
Kohlenstoffnanor�hren im Gramm-Maßstab hergestellt
werden und finden Anwendung als effiziente Biosensoren,[144]

als Substrate f&r das gerichtete Zellwachstum,[145] als Tr2ger
f&r die Adh2sion von Liposacchariden, um die Zellmembran
zu simulieren,[146] f&r die Transfektion[147] und zur kontrol-
lierten Wirkstoff-Freisetzung.[148] Da Kohlenstoffnanor�hren
praktisch unl�slich in biologischen (w2ssrigen) Medien sind,
m&ssen sie durch eine Oberfl2chenfunktionalisierung, z.B.
mit Polymeren, l�slich gemacht werden. Ihre chemische
Inertheit zusammen mit der Option zur Funktionalisierung
und zur Beladung des inneren Hohlraumes mit Biomolek&-
len[149] macht sie vielversprechend als Wirkstofftr2-
ger.[141,148,150] Da Kohlenstoffnanor�hren allerdings nicht bio-
logisch abbaubar sind, ist ihr Schicksal in der Zelle unklar,
und es muss einen geeigneten Mechanismus zu ihrer Aus-
schleusung aus der Zelle geben. Kohlenstoffnanor�hren
wirken in vitro cytotoxisch gegen unterschiedliche Zelllini-
en.[148] Interessanterweise h2ngt ihre Cytotoxizit2t gegen
Makrophagen stark von ihrer Struktur ab: Jia et al. beob-
achteten eine Abnahme der Cytotoxizit2t in der Reihe
SWNT>MWNT (mit Durchmessern von 10–20 nm)>
Quarz>C60.

[151] Daher wurde intensiv daran geforscht, die
L�slichkeit von Kohlenstoffnanor�hren zu erh�hen und ihre
Toxizit2t zu reduzieren.

Harrison und Atala fassten die Anwendung von Kohlen-
stoffnanor�hren f&r das Gewebe-Engineering zusammen und
schlossen mit den nachstehenden S2tzen, die den gegenw2r-
tigen Stand und die m�glichen Probleme auf den Punkt
bringen:[150] „While new uses of carbon nanotubes for bio-
medical applications are being developed, concerns about cy-
totoxicity may be mitigated by chemical functionalization.
However, there will be some limitations to this nanomaterial
since it is not biodegradable. Yet, it has been shown to be ex-
creted in vivo and so could be cleared from the body once it is
no longer needed.“

K&rzlich zeigten Liu et al. , dass kovalent mit siRNA
funktionalisierte Kohlenstoffnanor�hren f&r eine effiziente
Aufnahme dieser Nucleins2uren in humane T-Zellen und
prim2re Zellen eingesetzt werden k�nnen (Abbildung 5).[147]

4.2.4. Hydrotalkite/anionische Schichtmineralien

Hydrotalkite, die auch als anorganische Tonmineralien
bezeichnet werden (layered double hydroxides, LDHs; in-
organic clays; hydrotalcites), sind eine Klasse schichtartig
aufgebauter Mineralien, die positiv geladene Schichten
aufweisen. Sie haben die allgemeine Formel
MII

1�xM
III

x(OH)2(A
�)x·nH2O mit der namengebenden

Stammverbindung Hydrotalkit, Mg6Al2(OH)16CO3·4H2O.
[152]

Zwischen den Schichten sind Anionen und Wassermolek&le
eingelagert, die gegen andere Molek&le ausgetauscht werden
k�nnen.[153–155] Ihre F2higkeit zur Einlagerung von Anionen
hat Hydrotalkiten besondereAufmerksamkeit im Bereich der
biokompatiblen Nanomaterialien eingebracht. Hinzu
kommen ihre hohe Biokompatibilit2t, ihre hohe chemische
Stabilit2t und die M�glichkeit, eine zeitlich kontrollierte
Freisetzung zu erzielen. Aus diesem Grund wurden Hydro-
talkite als feste Wirtverbindungen f&r eine Reihe negativ
geladener Biomolek&le untersucht: DNA, Vitamine, Wirk-
stoffe und Zucker sind einige Beispiele.[153] Die Freiset-
zungsgeschwindigkeit organischer Molek&le aus Hydrotal-
kiten kann &ber den pH-Wert und die Ionenst2rke des um-
gebenden Mediums kontrolliert werden.[92,156] Choy et al.
berichteten &ber solche anionisch-biomolekularen Hybrid-
materialien mit eingelagerter DNA.[157] Wegen ihrer negati-
ven Ladung kann DNA fest in eine solche anorganische
Wirtverbindung eingelagert werden. Stellt man diese Hy-
bridmaterialien in Form von Nanopartikeln her, k�nnen sie
auch f&r eine hocheffiziente Transfektion verwendet
werden.[157–159] Die L�slichkeit von Hydrotalkiten h2ngt stark
von der Zusammensetzung des umgebendenMediums ab und
nimmt mit abnehmendem pH-Wert deutlich zu (siehe
Lit. [160,161] f&r Daten zur L�slichkeit). Es ist daher wahr-
scheinlich, dass Hydrotalkit-Nanopartikel in der Zelle auf-
gel�st werden (z.B. in Lysosomen, in denen ein saures Milieu
herrscht) und anschließend in ionischer (gel�ster) Form
wieder ausgeschieden werden.

Abbildung 5. KohlenstoffnanorGhren f/r den Transport von siRNA in
humane T-Zellen, funktionalisiert mit PL-PEG2000-NH2 (PL=Phospho-
lipid; nichtkovalente Bindung; PEG2000=Polyethylenglycol
(M=2000)), gefolgt von einer kovalenten Anbindung von Thiol-siRNA
/ber Disulfidbr/cken. Nachdruck mit Genehmigung aus Lit. [147].
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4.2.5. Kiesels	ure

Die Herstellung von (Poly-)Kiesels2ure-Nanopartikeln
(SiO2·nH2O) durch Sol-Gel-Verfahren ist mittlerweile ein
g2ngiges Verfahren.[162] Silanolgruppen an der Oberfl2che
erm�glichen eine gute Funktionalisierung, z.B. &ber eine
Reaktion mit funktionalisierten Chlorsilanen. Diese gute
Funktionalisierbarkeit, zusammen mit der hohen Biokom-
patibilit2t der Polykiesels2ure, lieferte den Anreiz f&r zahl-
reiche Arbeiten zum Einsatz von Kiesels2ure-Nanopartikeln
als Tr2gern f&r Wirkstoffe und f&r die Transfektion. So be-
richteten Chen et al. &ber den erfolgreichen Transport von
DNA in Zellen. Mit Natriumchlorid modifizierte Kiesels2u-
re-Nanopartikel mit einem Durchmesser von 10–100 nm
zeigten eine hohe Transfektionseffizienz von 70%, ohne
dabei cytotoxisch zu wirken. Die Verabreichung solcher Na-
nopartikel an M2use hatte keine pathologischen Auswirkun-
gen.[163] Radu et al. berichteten &ber ein Gentransfersystem,
bei dem Polyamidoamin-Dendrimere kovalent an die Ober-
fl2che mesopor�ser Kiesels2ure-Partikel gebunden werden.
Diese Nanopartikel mit einem Durchmesser von 250 nm
bilden einen Komplex mit Plasmid-DNA. Die Einf&hrung
dieser Nanopartikel in neuronale Gliazellen, humane zervi-
kale Krebszellen und Ovarienzellen des Chinesischen
Hamsters (Chinese hamster ovarian cells, CHO) ergibt eine
h�here Transfektionseffizienz als bei Verwendung kommer-
zieller Transfektionsmittel.[164] Dieses Konzept ist besonders
interessant, da die mesopor�sen Nanopartikel sowohl als
Tr2ger f&r Nucleins2uren (an der Oberfl2che) wie auch als
Tr2ger f&r Farbstoffmolek&le (in den Mesoporen) fungieren
k�nnen. Die Farbstoffe k�nnen dabei eingesetzt werden, um –
z.B. fluoreszenzmikroskopisch – denWeg der Nanopartikel in
der Zelle zu verfolgen. Die Autoren fanden die Nanopartikel
im Cytoplasma, nicht aber im Zellkern, was die Barrierewir-
kung der Kernmembran unterstreicht (Abbildung 6).

Luo et al.[165] berichteten, dass nichtfunktionalisierte
Kiesels2ure-Nanopartikel als Mediatoren f&r die Aufnahme
von DNA in Zellen wirken k�nnen, indem sie an die Zell-
oberfl2che adsorbiert werden.[166] Ausgehend von dieser Be-
obachtung wurde ein modulares System entwickelt, in dem
Kiesels2ure-Nanopartikel (Durchmesser ca. 225 nm) in Ge-
genwart eines Transfektionsmittels die Konzentration von

DNA an der Zelloberfl2che erh�hen. Als entscheidender
Schritt wurde dabei die Sedimentation der Nanopartikel auf
den Zellen ausgemacht. Die Transfektionseffizienz stieg um
einen Faktor zehn an. F&r sich alleine waren die Kiesels2ure-
Nanopartikel nicht zur Transfektion bef2higt.[167] Die Sedi-
mentation anderer anorganischer Partikel oder Polymerpar-
tikel zusammen mit DNA auf die Zelloberfl2che f&hrte
ebenfalls zu einer guten Transfektionseffizienz, vergleichbar
mit derjenigen kommerzieller Transfektionsmittel. Es wurde
ein Zusammenhang zwischen Transfektionseffizienz und Se-
dimentationsgeschwindigkeit gefunden, d.h., sehr kleine oder
wenig dichte Nanopartikel zeigten keinen Effekt. Die che-
mische Zusammensetzung der Nanopartikel war nicht von
Bedeutung, d.h., es handelt sich um eine Art „mechanischen“
Effekt, bei dem die Nanopartikel einen Druck auf die Zell-
oberfl2che aus&ben, der zur erh�hten Aufnahme von DNA
f&hrt.[168]

4.2.6. Calciumphosphat

Calciumphosphat ist das anorganische Biomineral in
vielen Hartgeweben, z.B. in Knochen, Z2hnen und Sehnen;
dort kommt es als carbonathaltiger Hydroxylapatit vor.
Außer im Fall von Zahnschmelz handelt es sich dabei immer
um Nanopartikel.[169–171] Wegen seiner Biokompatibilit2t gibt
es keine Bedenken hinsichtlich einer inh2rent vorhandenen
Zelltoxizit2t; allerdings k�nnen Calciumphosphate nach der
Aufnahme in eine Zelle den (normalerweise sehr geringen)
intrazellul2ren Calciumspiegel erh�hen, was unter Umst2n-
den letale Effekte f&r die Zelle zur Folge h2tte. Daher kann
man postulieren, dass Calciumphosphat-Nanopartikel, die
von einer Zelle aufgenommen wurden, wieder aus der Zelle
ausgeschleust werden m&ssen (in Partikel- oder in ionischer
Form), bevor sie sich im Cytoplasma aufl�sen und dort den
Calciumspiegel erh�hen k�nnen.

1973 entwickelten Graham und van der Eb eine einfache
Calciumphosphat-Transfektionsmethode.[172] Diese auch
heute noch eingesetzte Methode besteht aus den folgenden
Schritten: Zun2chst wird eine L�sung von Calciumchlorid mit
einer L�sung von DNAvermischt. Die folgende Zugabe einer
Phosphat-gepufferten Kochsalz- oder N2hrl�sung f&hrt zur
Ausf2llung kleiner Nano- und Mikropartikel aus Calcium-
phosphat und DNA. Diese Dispersion wird auf eine Zell-
suspension gegeben, und die Zellen nehmen die Nanopartikel
mitsamt der DNA auf. Der Grund f&r die gute Wechselwir-
kung zwischen Calciumphosphat und DNA ist vermutlich die
Affinit2t der Phosphat-Gruppen der Nucleins2uren zur
Oberfl2che des Calciumphosphats (Abbildung 7).

Die F2llungsbedingungen der Calciumphosphat-Methode
sind entscheidend f&r die Transfektionseffizienz. Die we-
sentlichen Parameter sind der pH-Wert, die Konzentrationen
von CaCl2 und DNA, die Temperatur und die Zeit zwischen
Ausf2llung und Transfektion.[172] Die Transfektionseffizienz
h2ngt außerdem stark von der Art der zu transfizierenden
Zellen ab.[172] H2ufig ist die Reproduzierbarkeit schlecht.
Orrantia und Chang verfolgten den Weg von 32P-markierter
DNA in einer Zelle und schlossen daraus, dass die Morpho-
logie der Calciumphosphat-Kolloide (im Wesentlichen die
Partikelgr�ße) und der Schutz vor Nucleins2ure abbauenden

Abbildung 6. Farbstoffbeladene mesoporGse Silicatpartikel (schwarz),
die mit DNA funktionalisiert wurden und von Ovarienzellen des chine-
sischen Hamsters aufgenommen wurden (TEM-Bild). Nachdruck mit
Genehmigung der American Chemical Society, Lit. [164], Copyright
2004.
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Enzymen eine entscheidende Rolle f&r die Transfektionsef-
fizienz spielen.[173] Loyter et al. hoben ebenfalls die Bedeu-
tung der Gr�ße der Nanopartikel hervor, nachdem sie
Transfektionsstudien mit 3H-markierter DNA durchgef&hrt
hatten.[34] Aus chemischer Sicht ist es verst2ndlich, dass dieser
Transfektionsprozess von vielen Einflussgr�ßen abh2ngt, die
alle die Keimbildung und das folgende Kristallwachstum der
Calciumphosphat-DNA-Aggregate beeinflussen. Mit der
Zeit wachsen unzureichend von DNAumh&llte Nanokristalle
durch Ostwald-Reifung zu Mikrokristallen heran, die nicht
mehr in der Lage sind, die Zellmembran zu durchdringen und
eine Transfektion hervorzurufen.

Diesen Iberlegungen folgend haben sich mehrere
Gruppen damit besch2ftigt, gezielt Calciumphosphat-Nano-
partikel f&r die Transfektion herzustellen. Dies wurde auch
dadurch angeregt, dass Calciumphosphate allgemein &ber
eine hohe Biokompatibilit2t und eine gute Biodegradierbar-
keit verf&gen. Maitra bezeichnete sie sogar als „nichtvirale
Vektoren der zweiten Generation f&r die Gentherapie“
(second-generation non-viral vectors in gene therapy).[174]

Eine Transfektion gelang mit DNA-beladenen Calcium-
phosphat-Nanopartikeln, die mit Rinderserumalbumin
(BSA) funktionalisiert waren (Partikeldurchmesser 23.5–
34.5 nm).[175] Blockcopolymer-Calciumphosphat-Aggregate
wurden von Kakizawa et al. hergestellt und f&r die Zell-
transfektion eingesetzt; dabei wurde besonders die hohe
Biokompatibilit2t dieses Systems hervorgehoben.[176–178]

Olton et al. stellten monodisperse Calciumphosphat-Nano-
partikel mit einem ungew�hnlich hohen Ca/P-Verh2ltnis von
110–300 und einem typischen Durchmesser von 25–50 nm
durch F2llung in Gegenwart von DNA her, die eine hohe
Transfektionseffizienz ergaben.[179] Hierzu merken wir an,
dass das Ca/P-Verh2ltnis in kristallinen Calciumphosphaten
typischerweise um 1.5 liegt,[170] d.h., in diesem Fall ist es
unklar, aus welcher chemischen Substanz diese Nanopartikel
bestehen (der R�ntgenbeugung zufolge liegt Hydroxylapatit
vor). Andere Erdalkaliphosphat-Nanopartikel haben 2hnli-
che Eigenschaften. Bhakta et al. stellten DNA-funktionali-
sierte Magnesiumphosphat- und Manganphosphat-Nanopar-

tikel mit Durchmessern von 100–130 nm her.[180] Brash et al.
berichteten &ber die Herstellung und Charakterisierung von
Strontiumphosphat-Nanopartikeln und ihre Anwendung
sowohl f&r die transiente als auch f&r eine stabile Transfek-
tion.[181]

Im Hinblick auf die Biokompatibilit2t von Calciumphos-
phat-Nanopartikeln berichteten Liu et al. &ber eine apopto-
tische Wirkung nichtfunktionalisierter Calciumphosphat-Na-
nopartikel mit einem Durchmesser von ca. 50 nm auf eine
Hepatom-Zelllinie im Konzentrationsbereich von 50–
200 mgL�1.[182] In diesem Fall bleibt allerdings die Frage nach
der tats2chlichen Gr�ße der untersuchten Nanopartikel
offen, da in Abwesenheit einer Oberfl2chenfunktionalisie-
rung mit einem Kristallwachstum zu rechnen ist. Die apo-
ptotische Wirkung auf die Zellen k�nnte von einer Erh�hung
des intrazellul2ren Calciumspiegels herr&hren. Europium-
dotierte Calciumphosphat-Nanopartikel fluoreszieren aus-
reichend, um eine Verfolgung ihres Weges in Pankreaszellen
zu erm�glichen.[183–185] Mit Terbium (gr&ne Fluoreszenz) und
Europium (rote Fluoreszenz) dotierte Calciumphosphat-Na-
nopartikel wurden mit DNA kolloidal stabilisiert. Diese
Partikel wurden gut von Zellen aufgenommen und waren in
ihrem Inneren gen&gend kristallin, um ein deutliches Fluo-
reszenzsignal zu ergeben.[186] Die Anreicherung von DNA-
stabilisierten Calciumphosphat-Nanopartikeln, die mit rot
fluoreszierendem Tetramethylrhodaminisothiocyanat(TRI-
TC)-BSA markiert waren, erm�glichte die Verfolgung der
Nanopartikel in die Zelle und in den Zellkern (Abbil-
dung 8).[187] Eine Methode zur Herstellung funktionalisierter
Calciumphosphat-Nanopartikel besteht aus einer schnellen
F2llung, der sich unmittelbar eine Oberfl2chenfunktionali-
sierung mit DNA[188] oder Oligonucleotiden[189] anschließt.

Abbildung 7. Modell f/r die Wechselwirkung zwischen der Oberfl�che
eines Calciumphosphat-Nanopartikels und einer Nucleins�ure.

Abbildung 8. Transmissionslichtmikroskopie (obere Reihe), Fluores-
zenzmikroskopie (mittlere Reihe) und Pberlagerung beider Aufnahmen
(untere Reihe) von Transfektionsexperimenten mit menschlichen Na-
belschnur-Endothelzellen (T-HUVEC). In der Lichtmikroskopie (oben)
sind die Zellen und ihre Zellkerne sichtbar. In der mittleren Reihe er-
scheinen Calciumphosphat/DNA/TRITC-BSA-Nanopartikel als helle
rote Punkte. Pfeile zeigen die Anbindung der Nanopartikel an die Zell-
oberfl�che nach 2 h (a), die Aufnahme ins Cytoplasma nach 8 h (b)
und die Akkumulation an der Kernmembran nach 48 h (c). Nach 48 h
sind die transfizierten Zellen durch die Expression von enhanced
green-fluorescent protein (EGFP) gr/n gef�rbt. Die in die Zelle aufge-
nommenen rot fluoreszierenden Nanopartikel sind auch deutlich sicht-
bar (d).

Transfektion
Angewandte

Chemie

1411Angew. Chem. 2008, 120, 1402 – 1416 � 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


Derartige Partikel haben typische Durchmesser von 80 nm
und bilden eine stabile kolloidale Dispersion.

Wie in Abschnitt 2 beschrieben, besteht ein Haupthin-
dernis f&r eine Transfektion darin, dass die in den Nanopar-
tikeln enthaltene DNA in der Zelle abgebaut wird, bevor sie
den Zellkern erreichen kann. Mehrere Arbeiten befassen sich
mit dem Weg von Calciumphosphat-DNA-Aggregaten in der
Zelle. Strain und Wyllie fanden weniger als 7% der zugege-
benen DNA im Cytoplasma und weniger als 4% im Zellkern.
Nur 0.5% der DNA war unzersetzt und noch aktiv.[190] Um
dem zu begegnen, haben wir mehrschalige Nanopartikel
hergestellt (Abbildung 9), in denen DNA sowohl im Inneren

gesch&tzt ist als auch außen als Schutzschicht gegen Aggre-
gation und Ausf2llung dient.[191] Auf diese Weise ließ sich die
Transfektionseffizienz erheblich verbessern.[192] Das gleiche
Konzept ließ sich auf Gen-Stummschaltungsexperimente mit
HeLA-EGFP-Zellen anwenden, bei denen die gr&ne Fluo-
reszenz effizient durch mehrschalige siRNA-funktionalisierte
Calciumphosphat-Nanopartikel inhibiert wurde.[189]

4.2.7. Quantenpunkte

Als Quantenpunkte bezeichnet man kleine Nanopartikel
mit typischen Durchmessern von einigen Nanometern (meist
weniger als 10 nm), die aus II-VI- oder III-V-Halbleitern
bestehen (z.B. CdS, CdSe, ZnS, ZnSe, ZnO, GaAs, InAs;
manchmal auch in einer Kern-Schale-Struktur).[193] Diese sind
durch geeignete Molek&le vor der Aggregation gesch&tzt und
k�nnen auch noch weiter funktionalisiert werden. Interessant
sind ihre optischen Eigenschaften: So zeigen sie eine sehr
effiziente Fluoreszenz aufgrund von Quantum-Confinement-
Effekten und eine hohe Stabilit2t gegen photochemisches
Ausbleichen. Dies hat zu vielf2ltigen Anwendungen in der
biomedizinischen Bildgebung gef&hrt.[194,195] Daneben
wurden Quantenpunkte aber auch f&r Transfektionsexperi-
mente eingesetzt. Tan et al. stellten Chitosan-Nanopartikel
(Durchmesser ca. 40 nm) mit eingebauten fluoreszierenden
CdSe/ZnS-Quantenpunkten her und demonstrierten ihre
Anwendbarkeit f&r die siRNA-Interferenz. Eine hohe Effi-
zienz bei der Gen-Stummschaltung wurde nach einer Funk-
tionalisierung der Partikeloberfl2che mit geeigneten Anti-
k�rpern (HER2) beobachtet. Diese Antik�rper sprechen

spezifische Rezeptoren auf der Zelloberfl2che an (Abbil-
dung 10).[196]

Akerman et al. zeigten, wie die Beschichtung von ZnS/
CdSe-Quantenpunkten mit spezifischen Peptiden f&r eine

gezielte Ansteuerung von unterschiedlichen Zellen und Or-
ganen, sowohl in vitro als auch in vivo, eingesetzt werden
kann.[197] Srinivasan et al. bauten CdSe/ZnS-Quantenpunkte
in ein funktionalisiertes Block-Copolymer ein und banden
DNA an die Partikeloberfl2che. Die Fluoreszenz der Quan-
tenpunkte erm�glichte es, den Weg der DNA in der Zelle
w2hrend der Transfektion zu verfolgen.[198] Nikolic et al.
zeigten, wie unterschiedliche Nanopartikel (CdSe/CdS, Fe3O4

und CoPt3) mit Amin-funktionalisiertem Polyethylenoxid
umh&llt und damit wasserl�slich gemacht werden konnten.[199]

Die Toxizit2t vieler II-VI- und III-V-Halbleiter-Quan-
tenpunkte (wie CdSe, CdTe) ist ein ernstes Problem f&r eine
biologische Anwendung. Aryal et al. zeigten, dass es zwei
m�gliche Ursachen f&r die Toxizit2t von Quantenpunkten
gibt: Die Gegenwart von Oberfl2chenkationen (wie Cd2+)
und die Bildung photochemisch erzeugter Radikale.[200] Die in
der Zelle vorkommenden Metallothioneine (eine Klasse
spezieller Cystein-reicher Proteine) k�nnen Cadmium von
der Oberfl2che eines Nanopartikels durch Komplexierung
binden und damit mobilisieren. Dies f&hrt zu einer erh�hten
Aufl�sungsgeschwindigkeit und einer h�heren Toxizit2t. Zur
L�sung dieses Problems schlugen die Autoren vor, die
Quantenpunktoberfl2che zu verkapseln (z.B. durch Kiesel-
s2ure) oder Verbindungen anzukuppeln, die st2rkere Kom-
plexe mit Cadmium bilden als Metallothioneine.[200] Grund-
s2tzlich l2sst sich aber konstatieren, dass das langfristige
Schicksal von toxischen Quantenpunkten in einer Zelle
unklar ist, auch wenn die Oberfl2che kinetisch gegen eine
Aufl�sung stabilisiert wird. Allerdings ist ebenfalls zu be-
denken, dass die absolute Stoffmenge in solchen Quanten-
punkten sehr klein ist, d.h., die effektive Konzentration an
toxischen Schwermetallen ist verh2ltnism2ßig gering.

Ein Weg zur Erh�hung der Biokompatibilit2t und zur
weitgehenden Behebung der toxischen Wirkung auf Zellen

Abbildung 9. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Calcium-
phosphat/DNA/BSA-Nanopartikeln (links). Transmissionselektronen-
mikroskopische Aufnahme von Calciumphosphat/Oligonucleotid-Na-
nopartikeln (rechts).

Abbildung 10. Gr/n fluoreszierende Chitosan/CdSe/ZnS-Nanopartikel,
deren Oberfl�che mit AntikGrpern funktionalisiert wurde, die die Zell-
membran erkennen (HER2-AntikGrper). Die Kerne der SKBR3-Zellen
wurden mit 4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) blau gef�rbt. VergrG-
ßerung 40x. Nachdruck mit Genehmigung von Elsevier, Lit. [196], Co-
pyright 2007.
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wurde von Zhang et al. vorgeschlagen. In einer umfangrei-
chen Analyse wurde die Genexpression von Fibroblasten
untersucht, nachdem diese Kiesels2ure-umh&llten Quanten-
punkten ausgesetzt worden waren. Die Oberfl2che von CdSe/
ZnS-Quantenpunkten wurde mit Kiesels2ure belegt und an-
schließend mit Polyethylenglycol funktionalisiert. Solcherart
umh&llte Nanopartikel waren nicht sch2dlich f&r die unter-
suchten Zellen, was sich auch durch die Genexpression be-
legen ließ: Die Gene, die bei einer Schwermetallexposition
hochreguliert werden, wurden durch diese umh&llten Nano-
partikel nicht beeinflusst.[201]

5. Zusammenfassung

Viele verschiedene Arten von Nanopartikeln k�nnen mit
Nucleins2uren (DNA oder RNA) beladen werden. Bei einer
Aufnahme von Nanopartikeln durch Endocytose in Zellen
spielt die chemische Natur der Nanopartikel (wenn &ber-
haupt) nur eine geringe Rolle. Die Obergrenze f&r eine effi-
ziente Aufnahme in Zellen liegt bei einem Durchmesser von
etwa 100 nm. Viel wichtiger als die chemische Natur des
„Kerns“ der Nanopartikel ist ihre Oberfl2chenbeschaffen-
heit, die die Aufnahme in Zellen und die kurz- und mittel-
fristige zellul2re Antwort beeinflusst. Eine Funktionalisie-
rung der Oberfl2che er�ffnet daher weitreichende Steue-
rungsm�glichkeiten. Die Beschaffenheit des Kerns ist eher
von Bedeutung f&r die langfristige biologische Abbaubarkeit
und Biokompatibilit2t. F&r eine Transfektion ist es wichtig,
die Nucleins2uren vor einem Abbau in der Zelle, z.B. durch
Nucleasen, zu sch&tzen, damit sie ihre genetische Information
&bertragen k�nnen. Sowohl magnetische als auch mechani-
sche Faktoren k�nnen die Aufnahme von Nanopartikeln
g&nstig beeinflussen. W2hrend es f&r eine Transfektion mit
DNA notwendig ist, dass die DNA in den Zellkern aufge-
nommen wird, ist dies f&r Gen-Stummschaltungsexperimente
nicht erforderlich. Hier reicht es, dass siRNA in das Cyto-
plasma gelangt. Daher sind die optimalen Tr2ger f&r beide
F2lle unterschiedlich zu gestalten.

F&r eine klinische Anwendung in der Gentherapie ist eine
hohe Transfektionsrate sicherlich der entscheidende Faktor.
Allerdings d&rfen auch die Aspekte der Biokompatibilit2t,
der langfristigen Biodegradation und der lokalen Applikation
nicht vernachl2ssigt werden. Anorganische Nanopartikel
eignen sich sehr gut zur Realisierung von Systemen mit de-
finierter Partikelgr�ße, Oberfl2chenfunktionalisierung und
Biokompatibilit2t. Auch ein Schutz der Nucleins2uren durch
den Einbau in ein Partikel ist m�glich. Da die Nanostruktur
anorganischer Nanopartikel durch Ver2nderung der Ober-
fl2che und auch durch die Beladung nanopor�ser Substruk-
turen einstellbar ist, sollten sich hier in der Zukunft weitere
Anwendungen ergeben. Stichworte sind dabei die Abschir-
mung toxischer Bestandteile (wie Cadmium), der Schutz von
Nucleins2uren gegen einen Abbau in der Zelle und eine
Feineinstellung von hydrophilen und hydrophoben Oberfl2-
cheneigenschaften. Wir sind der Ansicht, dass ein besseres
Verst2ndnis des Schicksals von Nanopartikeln in der Zelle
sowie der Wechselwirkung zwischen organischen und anor-
ganischen Komponenten entscheidend dazu beitragen wird,

in der Zukunft mit einem optimierten System in klinische
Anwendungen zu gehen.

Wie danken unseren Kooperationspartnern auf diesem Gebiet,
insbesondere Prof. R. Heumann (Bochum), f3r viele frucht-
bare Diskussionen. Unsere Arbeiten wurden von der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft unterst3tzt.
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