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Die nat�rliche Immunantwort ist die erste Reaktion des Or-
ganismus auf eingedrungene Erreger. Die Entdeckung der
Toll-artigen Rezeptoren (TLRs) in einfachen Organismen
wie der Fliege Drosophila melanogaster aber auch in S$ugern
und Menschen sowie die Erkenntnis, dass diese Rezeptoren
das gemeinsame molekulare Erkennungsmuster von Mikro-
organismen und Viren sind, hat zu einem neuerlichen Boom
der Immunforschung gef�hrt.[1] S$uger verf�gen �ber mehr
als zehn verschiedene (bekannte) TLRs, die phylogenetisch
hochkonserviert sind und unterschiedliche spezifische Be-
standteile von Mikroorganismen und Viren erkennen. Die
Aktivierung der inflammatorischen Antwort durch TLRs
kann den Aufbau von Rezeptor-Signalkomplexen ein-
schließlich weiterer Transmembranproteine erfordern,
welche die Signaltransduktion beeinflussen. Die TLR-indu-
zierte inflammatorische Antwort h$ngt von einem gemein-
samen Signalweg ab, der durch Adapterproteine diktiert wird.
Die Wechselwirkung unterschiedlicher TLRs mit bestimmten
Kombinationen von Adaptermolek�len erzeugt eine Platt-
form f�r die Rekrutierung weiterer Kinasen, trans-Faktoren
und anderer Molek�le. Diese Vorg$nge f�hren im letzten
Schritt zur Genregulation.[2] Der Toll-Rezeptor 3 (TLR3)

erkennt lange doppelstr$ngige RNA (dsRNA), die ein Ne-
benprodukt der viralen Replikation ist und als Signalmolek�l
f�r virale Infektionen dient.[3] Die Aktivierung von TLR3
durch eine dsRNA – Poly(I:C) (Polyinosin-Polycytidyls$ure)
– induziert die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB
(Nuclear Factor-Kappa B) und von Interferon(IFN)-a/b.[4]

Eine der aufregenden Entwicklungen der j�ngsten Zeit
betrifft die Anwendung von magnetischen Nanopartikeln in
biologischen Systemen, etwa f�r den Wirkstofftransport oder
als Sensor in der Magnetresonanztomographie (MRT), ge-
nerell in der Biosensorik, bei der schnellen Sortierung bio-
logischer Substanzen oder in der W$rmebehandlung von
Tumoren.[5] Nanopartikel sind wegen 1) ihrer Gr@ße (1–
50 nm) und des damit verbundenen Oberfl$che-Volumen-
Verh$ltnisses, 2) der durch Gr@ße, Zusammensetzung und
Form einstellbaren physikalischen Eigenschaften, 3) dem
ungew@hnlichen Targetierungsverhalten und 4) ihres struk-
turell robustem Verhaltens interessante Untersuchungsob-
jekte. Die Gr@ße der Nanopartikel kann im Vergleich zum
gew@hnlichen Feststoff ein besonderer Vorteil sein, weil die
Bindung eines Targets einen signifikanten Einfluss auf die
chemischen und physikalischen Eigenschaften haben kann.
Der damit verbundene Modus der Signaltransduktion wird im
entsprechenden makroskopischen Feststoff nicht notwendi-
gerweise sichtbar.

Das Verst$ndnis der Wechselwirkung zwischen Nanoma-
terialien und lebenden Organismen hat nicht nur eine aka-
demische, sondern auch eine praktische Bedeutung, die uns
den Zugang zu interdisziplin$ren Forschungsfeldern er@ffnet.
Neueste Ergebnisse zeigen, dass die Konjugation von Ziel-
molek�len oder Antik@rpern mit magnetischen Nanoparti-
keln wie Fe3O4 genutzt werden kann, um Zellen in vitro
spezifisch zu adressieren.[6] Die nichtkovalente Oberfl$chen-
modifikation von Nanopartikeln hat jedoch f�r biologische
Anwendungen markante Nachteile, weil die Nanopartikel
wegen ihrer aktiven Oberfl$chenionen im In-vivo-Modell
cytotoxisch sein k@nnen.[7] Um diesem Manko abzuhelfen,
haben wir die Herstellung biokompatibler Oberfl$chenlig-
anden vorangetrieben, die als Schnittstelle zwischen Nano-
partikeln und Wirkstoffen fungieren. Sie passivieren einer-
seits die Oberfl$che der Nanopartikel durch Komplexierung,
erm@glichen aber andererseits die Anbindung spezieller
Targetmolek�le �ber spezifische Ankergruppen. Dar�ber
hinaus enthalten sie Detektormolek�le, die eine optische
Erkennung der funktionalisierten Nanopartikel erm@glichen.
Besonders augenf$llig ist letztlich die Tatsache, dass nur ein
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kleiner Teil der intraven@s verabreichten monoklonalen An-
tik@rper ihre parenchymalen Zielorte in vivo erreicht.[8]

Aufgrund ihrer magnetischen Eigenschaften lassen sich die
Eisenoxid-Nanopartikel sehr vorteilhaft zur gezielten Wirk-
stofffreisetzung am Zielort einsetzen. Dar�ber hinaus er-
m@glichen sie �ber die gebundenen Wirkstoffe auch die Er-
kennung der Zielstrukturen durch Magnetresonanztomogra-
phie (MRT).[9]

Hier stellen wir einen neuen multifunktionellen Poly-
merliganden zur Immobilisierung der dsRNA Poly(I:C) an g-
Fe2O3-Nanokristallen vor, der den mehrstufigen Funktiona-
lisierungsprozess von Nanopartikeln vereinfacht. Dieser
Ligand hat die folgenden Eigenschaften: 1) eine Dopamin-
Ankergruppe, die f�r die Funktionalisierung verschiedener
Metalloxide (z.B. Fe2O3, TiO2)

[10] geeignet ist, 2) einen Flu-
orphor (als optischen Marker) und 3) eine reaktive funktio-
nelle Gruppe, welche die Bindung verschiedener Biomole-
k�le an die anorganischen Nanopartikel erm@glicht. Poly-
(I:C) enth$lt eine endst$ndige 5’-Phosphatgruppe, die �ber
eine EDC-Kupplung (EDC: 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-
ethylcarbodiimid) zu Phosphoramidaten umgesetzt werden
kann.[11] Die biologische Aktivit$t dieser Poly(I:C)-funktio-
nalisierten magnetischen Nanopartikel konnte an Nieren-
krebszellen Caki-1 (humane renale Zelllinie) demonstriert
werden. Schema 1 illustriert den Nachweis der spezifischen
Bindung des Nanopartikel-Poly(I:C)-Komplexes an die
Zellrezeptoren.

Ferrimagnetische g-Fe2O3-Nanokristalle wurden durch
thermische Zersetung von Eisenpentacarbonyl wie andern-
orts beschrieben hergestellt.[12] Alle zugeh@rigen experimen-
tellen Details sind in den Hintergrundinformationen zusam-
mengestellt. Anschließend wurden die g-Fe2O3-Nanokristalle
mit einem mehrz$hnigen Blockcopolymerliganden funktio-
nalisiert (Schema 2), der Catecholatgruppen als Oberfl$-

chenanker f�r die Eisenoxidpartikel, einen organischen
Fluorophor zur optischen Erkennung und eine freie Amin-
funktion zur nachfolgenden Biofunktionalisierung durch
Immobilisierung der Poly(I:C)-Liganden enth$lt. Der mitt-
lere Durchmesser der Partikel ließ sich aus den TEM-Auf-
nahmen absch$tzen; zwischen funktionalisierten und nicht-
funktionalisierten Partikeln waren keine signifikanten Un-
terschiede zu erkennen (Abbildung 1a,b). Dieser Befund ist
mit der Bildung einer Polymer-Monoschicht im Einklang
(Abbildung S1, Hintergrundinformationen). Abbildung 1c
zeigt das M@ßbauer-Spektrum der nicht-funktionalisierten
Partikel bei Raumtemperatur. Da Magh$mit bei Partikel-
durchmessern < 9 nm superparamagnetisch ist, tritt im
Spektrum nur ein Quadrupol-Dublett auf. Die M@ßbauer-
Parameter bei Raumtemperatur (IS = 0.37(3) mms�1, QS =

�0.35(2) mms�1) sind im Einklang mit den Werten f�r ferri-
magnetisches Magh$mit-Volumenmaterial.[13] Wegen des h@-
heren Anteils von Oberfl$chenatomen weicht lediglich die
Quadrupol-Aufspaltung geringf�gig von den Literaturwerten
f�r das Volumenmaterial ab. Die Hysteresekurve f�r g-Fe2O3-

Nanokristalle in Abbildung 1d weist auf superparama-
gnetisches Verhalten ohne jede Hysterese bei Raum-
temperatur hin. Die Magnetisierung bei 40 kOe betr$gt
65 emug�1.

Die Untersuchungen wurden mit der kommerziell
erh$ltlichen dsRNA Poly(I:C) in Konzentrationen von
2 mgmL�1 ausgef�hrt. Poly(I:C) enth$lt endst$ndige
5’Phosphatgruppen, welche die Immobilisierung als
Phosphoramidat an polymerfunktionalisierten g-Fe2O3-
Nanokristallel durch EDC-Kupplung erm@glichen.[11,14]

Die Gelelektrophorese (Abbildung 2) zeigt in Spur 1
reines Poly(I:C) (1:10-Verd�nnung in MeIm, 0.1m,
Puffer pH 7.5) als Vergleich, in Spur 2 sind polymer-
funktionalisierte Magh$mit-Nanopartikel aufgetragen,
Spur 3 enth$lt die polymerfunktionalisierten Magh$-
mit-Nanokristalle mit gebundenem Poly(I:C).[14] Um
die Bindung zwischen dsRNA und den funktionalisier-
ten Nanokristallen nachzuweisen, wurde der Komplex
5 Minuten auf 75 8C erhitzt und anschließend auf das
Agarose-Gel aufgetragen. Das Auftreten einer Bande
(Spur 4 in Abbildung 2) belegt eindeutig die Abspal-
tung von Poly(I:C) von den polymerfunktionalisierten
g-Fe2O3-Nanokristallen.

Die hier verwendeten Zellen der Zelllinien Caki-1
stammen aus kommerziellen Quellen. Auf diese Weise

Schema 1. Modifizierung eines magnetischen Nanopartikels (MNPs) mit
einem multifunktionalen Polymer und Anbindung einer dsRNA. Das Polymer
tr6gt einen fluoreszierenden Detektorliganden und weist außerdem Amin-
funktionen auf, welche die Konjugation mit Poly(I:C) durch EDC-Kupplung zu
Phosphoramidaten ermBglichen. Die Poly(I:C)-gekuppelten Nanopartikel
wurden mit Caki-1-Zellen inkubiert, die f,r die spezifische Bindung zust6ndi-
ge TLR3-Rezeptoren an ihrer Oberfl6che aufweisen.

Schema 2. Multifunktionelles Copolymer mit 3-Hydroxytyramin(Dop-
amin)-Ankergruppen f,r die Bindung zum Metalloxid, Piperazinyl-4-
chlor-7-nitrobenzofurazan (pipNBD) als Fluorophor und einer freien
Aminfunktion f,r die Konjugation von Poly(I:C).
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kann man den Aufwand f�r ihre Trennung und Kultivierung
aus frischem Gewebe umgehen. Die Zellen wurden bis zum
Erreichen einer Konfluenz von 95–100% kultiviert. Die ex-
perimentellen Bedingungen sind an anderer Stelle beschrie-
ben.[15] Die Expression von TLR3 in den Zellen wurde durch
(reverse Transkriptase)-Polymerase-Kettenreaktion (RT-
PCR) und Immuncytochemie nachgewiesen. Die RNAwurde
aus den Zellen isoliert und ihre Integrit$t durch Standard-
Gelelektrophorese (1% Agarose) nachgewiesen. Die
Gesamt-RNA wurde direkt durch reverse Transkription in
cDNA umgeschrieben und danach mit PCR amplifiziert.
Anschließend wurden die amplifizierten PCR-Produkte

durch Gelelektrophorese (2-proz. Agarose-Gel) aufgetrennt
und durch Anf$rben mit Ethidiumbromid neben dem DNA-
L$ngenstandard dargestellt (DNA-Leiter 100 bp, Abbil-
dung 3a). Das 2-proz. Agarose-Gel zeigte erwartungsgem$ß

eine Bande bei 208 Basenpaaren. Caco-2-Zellen exprimieren,
wie k�rzlich gezeigt wurde,[16] ebenfalls TLR-Rezeptoren wie
TLR3 und TLR9. Sie wurden daher als Positivkontrolle der
hTLR3-mRNA-Expression verwendet, um die Spezifit$t der
PCR und der verwendeten Primer sicherzustellen. Durch RT-
PCR konnten wir zeigen, dass auch humane TLR3 (hTLR3)
in Caki-1-Zellen mit 208 Basenpaaren exprimiert werden.

Zur Visualisierung der TLR3-Expression an Caki-1-
Zellen wurde eine Immundetektionstechnik verwendet (Ab-
bildung 3b,c). Nach einem Blocking-Schritt wurden die
Zellen mit monoklonalen TLR3-Antik@rpern der Maus

Abbildung 1. a,b) TEM-Bilder von g-Fe2O3-Nanokristallen. Jbersichts-
bild (a) und hochaufgelBstes Bild (HRTEM) (b) der unfunktionalisier-
ten Nanokristalle. c) MBßbauer-Spektrum von Magh6mit-Nanokristal-
len bei Raumtemperatur. d) Hysteresekurve f,r Magh6mit-Nanokristal-
le bei 300 K und 10 K. m : magnetisches Moment, m0H : Induktionsfeld.

Abbildung 2. Agarose-Gel. Spur 1: Poly(I:C) (1:10-Verd,nnung in
MeIm, 0.1m, Puffer pH 7.5) als Positivkontrolle. Spur 2: polymerfunk-
tionalisierte g-Fe2O3-Nanokristalle. Spur 3: polymerfunktionalisiertes g-
Fe2O3, gekuppelt mit Poly(I:C) (EDC-Kupplung). Spur 4 (als zweite un-
abh6ngige Kontrolle): Produkt aus Spur 3 nach einer 5-min,tigen W6r-
mebehandlung bei 75 8C, bei der die Amid-Bindung zwischen dem Po-
lymer-Nanopartikel-Hybrid und Poly(I:C) gespalten wurde.

Abbildung 3. a) Expression von TLR3-mRNA in Caki-1- und Caco-2-
Zellen (208 Basenpaare). b,c) Immunfluoreszenz f,r TLR3 in Caki-1-
Zellen. b) Kontrolluntersuchung mit Pr6immunserum: kein Signal.
c) Monoklonaler TLR3-AntikBrper und die zugehBrigen Texasrot-Fluoro-
phore, konjugiert mit dem sekund6rem AntikBrper (rot). Das rote Fluo-
reszenzsignal zeigt sich an den Oberfl6chen der Caki-1-Zellen. Die
Zellkerne wurden mit 4,6-Diamino-2-phenylindol (DAPI) blau ange-
f6rbt.
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gegen hTLR3 (humaner Ursprung, volle L$nge) inkubiert.
Mit Texasrot gekuppelte Sekund$rantik@rper (Ziege-anti-
Maus-IgG) wurden mit Caki-1-Zellen inkubiert und die
Zellkerne mit 4,6-Diamino-2-phenylindol (DAPI) angef$rbt
(Abbildung 3c). Anschließend wurden die Zellen lichtmi-
kroskopisch unter Verwendung eines Reflexions-Fluores-
zenz-Zusatzes bei Emissionswellenl$ngen von 456 und
620 nm untersucht, um die DAPI-F$rbung und den sekun-
d$ren Antik@rper sichtbar zu machen. Kontrollexperimente
mit Pr$immunserum zeigten kein Signal des Antik@rpers
(Abbildung 3b). Dagegen zeigt die Immunf$rbung anhand
der roten Fluoreszenz durch den mit Texasrot konjugierten
Sekund$rantik@rper die Expression der TLR3-Rezeptoren in
den Caki-1-Zellen an. Dieser Befund ist im Einklang mit den
Ergebnissen der RT-PCR (Abbildung 3a).

Ungeachtet der Tatsache, dass TLR3 als intrazellul$re
Proteinkomplexe beschrieben wurden (w$hrend die gegen
extrazellul$re Pathogene gerichteten TLRs auf der Zell-
oberfl$che und TLR7, TLR8 sowie TLR9 in endosomalen
Kompartimenten vorliegen), wurde berichtet, dass auch
TLR3-Rezeptoren in subzellul$re Kompartimente internali-
siert werden, z.B. in Zelltypen wie den durch Umwandlung
von Monocyten entstehenden unreifen dendritischen Zellen
(iDCs).[17] TLR3 findet sich auch auf der Oberfl$che der
humanen Darmkrebs-Zelllinie T84[18] und der humanen
Lungenfibroblasten-Zelllinie MRC-5,[18] um virale und
andere intrazellul$re Erreger zu detektieren, die eine antivi-
rale Rolle bei der nat�rlichen Immunit$t spielen.[17a] Die
Anordnung dieser Rezeptoren ist jedoch noch nicht voll-
st$ndig verstanden und wird teilweise kontrovers diskutiert.

Zur Pr�fung der Proliferation von polymerfunktionali-
sierten g-Fe2O3-Nanopartikeln wurde ein XTT-Assay durch-
gef�hrt (XTT= 2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium-5-carboxanilid). Caki-1-Zellen wurden in
96er Mikrotiterplatten gem$ß dem Protokoll in Lit. [15] bei
3 L 104 Zellen pro Vertiefung kultiviert.[15] Die Zellen wurden
dazu mit den funktionalisierten g-Fe2O3-Nanopartikeln (bei
Konzentrationen von 10, 50 und 100 mgmL�1) 12 h in drei-
facher Ausfertigung inkubiert. Die Zellen wurden einmal mit
phosphatgepufferter Salzl@sung (PBS) gewaschen und ihre
Proliferation danach mithilfe des XTT-Assays bestimmt.[19]

Abbildung S4 in den Hintergrundinformationen zeigt den
Einfluss der funktionalisierten g-Fe2O3-Nanokristalle auf die
Mberlebensrate der Caki-1-Zellen. Dabei wird deutlich, dass
die polymerfunktionalisierten Nanokristalle im Vergleich zur
Kontrollprobe nahezu keinen Einfluss auf die Proliferati-
onsrate der Zellen haben. Die Zellen blieben bei Konzen-
trationen von 10 und 50 mgmL�1 ohne Schaden, erst deutlich
h@here Konzentrationen von 100 mgmL�1 f�hrten in 15% der
F$lle zum Zelltod. Da die Toxizit$t der Nanokristalle sogar
bei hohen Konzentrationen sehr gering ist, lassen sich poly-
merfunktionalisierte und -gesch�tzte g-Fe2O3-Nanokristalle
als Tr$ger f�r den Transport von Poly(I:C) einsetzen.

Die phasenkontrastmikroskopischen Bilder in Abbil-
dung 4 belegen, in welchem Ausmaß Poly(I:C)-konjugierte g-
Fe2O3-Nanopartikel an der Zellwand verankert sind. F�r
diese Untersuchungen wurden Caki-1-Zellen mit gut disper-
gierten Poly(I:C)-gekuppelten polymerfunktionalisierten
Magh$mit-Nanokristallen inkubiert (37 8C, 5% CO2, 3 h). Im

Anschluss wurden die Zellen mit DAPI angef$rbt, um die
Zellkerne blau zu markieren. Anschließend wurden die
Zellen im Fluoreszenzmikroskop bei Emissionswellenl$ngen
von 456 nm und 530 nm untersucht, wobei die DAPI-F$rbung
bzw. die fluorophorgekuppelten Magh$mit-Nanopartikel vi-
sualisiert wurden. Die gr�ne Fluoreszenz in Abbildung 4a
und b belegt die Anwesenheit der funktionalisierten Nano-
partikel als Tr$ger von Poly(I:C) an den Zelloberfl$chen, an
denen TLR3 exprimiert wird. Die zugeh@rigen Kontrollmes-
sungen wurden unter vergleichbaren Bedingungen mit poly-
merfunktionalisierten Magh$mit-Nanopartikeln ohne Poly-
(I:C) durchgef�hrt. Dabei wurden Nanopartikel weder intra-
noch extrazellul$r (an den Zellw$nden) beobachtet (Abbil-
dung S5 in den Hintergrundinformationen). Um schließlich
die spezifische Affinit$t von Poly(I:C) als Ligand f�r TLR3 zu
demonstrieren, wurden Human-Monocyten, die keine TLR3-
Rezeptoren enthalten,[20] zur Negativkontrolle verwendet.
Einkernige Zellen wurden mittels Ficoll-Hypaque-Gradien-
ten aus Humanblut gewonnen. Abbildung S6 in den Hinter-
grundinformationen belegt, dass nach Inkubation der Hu-
manzellen mit dsRNA-konjugierten Nanopartikeln keine
Anlagerung an oder in den Zellen auftrat. Die Wechselwir-
kung von Nanopartikeln und Zellen h$ngt also neben Fak-
toren wie Gr@ße und Form auch von Oberfl$chenliganden ab,
die das Verhalten gegen�ber Zellen definieren. Dies konnte
im vorliegenden Fall an g-Fe2O3-Nanokristallen gezeigt
werden, die in definierter Gr@ße hergestellt, mit einem Po-
lymer als mehrz$hniger Schutz- und Reaktionsschnittstelle
funktionalisiert und schließlich mit Poly(I:C) konjugiert
wurden. Auf diese Weise konnten hochspezifisch Zellrezep-
toren adressiert und die Endocytose unterdr�ckt werden, da
die dsRNA-gekuppelten Nanopartikel eine hohe Affinit$t zur
Zellmembran aufweisen.

Die vorliegenden Befunde er@ffnen neue M@glichkeiten
f�r die selektiven Markierung von Zellen, bei denen die
magnetischen Eigenschaften der Tr$ger, etwa f�r die Ent-
wicklung zellul$rer Therapien, von Interesse sind. Der
Transport und die ortsspezifische Freisetzung von Wirkstof-
fen kann die Toxizit$t von Therapeutika erheblich reduzieren
und so zu einer verbesserten therapeutischen Wirksamkeit
beitragen. Ein aus den sensorischen Einsatzm@glichkeiten

Abbildung 4. Caki-1-Zellen, inkubiert mit g-Fe2O3-Nanokristallen, die
mit Poly(I:C) und einem mit gr,nem NBD-Fluorophor markierten mul-
tifunktionellen Polymer funktionalisiert wurden. a) Poly(I:C)-konjugier-
te Nanokristalle binden spezifisch an TLR3, der in Caki-1-Zellen expri-
miert wird. b) Bei st6rkerer VergrBßerung zeigen sich die (gr,n mar-
kierten) Nanokristalle an den Zelloberfl6chen. Die Zellkerne wurden
mit DAPI blau angef6rbt.
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resultierendes Verst$ndnis der Vorg$nge, in denen TLRs die
erworbene Immunit$t steuern, k@nnte dar�ber hinaus The-
rapieans$tze f�r Infektionskrankheiten liefern und die Be-
handlung und Pr$vention von Allergien und Autoimmuner-
krankungen verbessern.

Eingegangen am 12. Oktober 2007,
ver$nderte Fassung am 21. Januar 2008
Online ver@ffentlicht am 15. Mai 2008
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Zellmarkierung · Zelloberfl6chenrezeptoren
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