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Die Nanowissenschaften haben beinahe jedes Teilgebiet der
Naturwissenschaft beeinflusst — die Materialwissenschaften,
die Chemie, die Physik, die Biologie wie auch die Medizin.
Einige der vielversprechendsten Anwendungen anorgani-
scher Nanopartikel finden sich in der Biologie und Biome-
dizin,l¥ z. B. die Verwendung von Nanopartikeln als Marker
fiir DNA- und Proteindetektion, als Sonden fiir die Magnet-
resonanztomographie und Dynamikstudien in biologischen
Systemen sowie als Tracer zur Lokalisierung von Marker-
proteinen. Ein entscheidender Aspekt bei der Entwicklung
anorganischer Nanopartikel fiir biologische Anwendungen ist
die Stabilitdt bio-funktionalisierter Nanopartikel in biologi-
schen Medien."? Diese hat direkten Einfluss auf die Emp-
findlichkeit, Selektivitdt und nichtspezifischen Eigenschaften
von Nanopartikel-Biosensoren. Ein Meilenstein der Ent-
wicklung stabiler Nanopartikel fiir biologische Anwendungen
waren Arbeiten iiber Goldnanopartikel, die mit thioltermi-
nierter DNA funktionalisiert sind.l"' Kiirzlich konnten nun
Cao et al. vielversprechende Fortschritte in Bezug auf die
Nanopartikel-Stabilitit erzielen.”!

Bereits vor 2000 Jahren fanden Nanopartikel (z.B. kol-
loidales Gold) im antiken China und Agypten fiir kiinstleri-
sche und medizinische Zwecke Verwendung.®! | Losliches®,
kolloidales Gold war bereits um das 5. Jahrhundert v. Chr.
herum bekannt.”! Zu Beginn der 1950er Jahre revolutionierte
die Strukturbestimmung der DNA-Doppelhelix die Biologie
— die Geburtsstunde der modernen Molekularbiologie. Eine
Motivation fiir die Anwendung von Nanopartikeln in der
Biologie war die Tatsache, dass die Transmissionselektro-
nenmikroskopie (TEM) nach dem 2. Weltkrieg eine populdre
Technik wurde: Molekularbiologen konnten mit ihrer Hilfe
Zellstrukturen und Zellbestandteile mit hoher Auflosung
(wenige nm) beobachten. Ein grofies Problem allerdings war
der geringe Kontrast unmarkierter biologischer Gewebe, der
auf die schwache Elektronenstreuung durch die leichten
Elemente C, H, N und O zuriickzufiihren ist. (Die Fihigkeit
von Atomen zur Streuung von Elektronen hingt von der
Elektron-Kern-Wechselwirkung ab und ist durch die Glei-
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chung o «x Z? gegeben; der Streuquerschnitt o als MaB fiir die
Streueigenschaft eines Atoms ist also proportional zum
Quadrat der Ordnungszahl Z eines Atoms.)

Um den geringen Kontrast bei der TEM zu kompensie-
ren, wurden Fiarbemethoden auf Basis von Schwermetallen
wie Wolfram, Quecksilber, Uran, Blei und Osmium entwi-
ckelt. Porter et al. untersuchten 1945 Zellen mit TEM nach
Anfirbung des Gewebes mit Osmiumtetroxid.’! Die ge-
nannten Farbetechniken werden auch heute noch eingesetzt;
ein grofer Nachteil der Verwendung schwermetallderivati-
sierter Biomolekiile in der konventionellen TEM ist aller-
dings, dass die Signale der Elektronenstreuung noch nicht
stark genug sind, um Einzelmolekiile zu unterscheiden. Auch
mit der moderneren Methode der Raster-Transmissionselek-
tronenmikroskopie =~ (STEM-Z-Kontrast-Bildgebung, ca.
0.1 nm Auflosung nach Korrektur der sphéarischen Aberrati-
on) ist dies bisher nicht moglich. Dementsprechend ist die
Abbildung von Ultrastrukturen bis hinab zu Einzelmolekiilen
in biologischen Systemen bis heute problematisch.

In den 1970er Jahren riickte die Kolloidwissenschaft in das
Blickfeld der Forscher. Es waren vermutlich erstmals Faulk
und Taylor, die 1971 kolloidales Gold als Immunsonde mit
hoher Elektronendichte einsetzten.”! Romano et al. entwi-
ckelten 1974 Antikorper-Gold-Konjugate.®! Erwihnenswert
ist, dass Singer bereits um 1959 Ferritin (ein Protein mit einer
zentralen Eisen(IIT)hydroxid-Phosphat-Micelle mit einem
Durchmesser von ca. 10 nm) verwendet hatte, um Antikorper
zu markieren.”! Dennoch begannen erst in den 1970er Jahren
umfangreiche Forschungen zur Entwicklung praktikabler
chemischer Verfahren fiir die Synthese wasserloslicher Na-
nopartikelmarker mit hoher Elektronendichte.'>'? Diese
Nanopartikel ergeben eine hohere TEM-Auflésung von zel-
luldren Ultrastrukturen, z.B. bei der Detektion einzelner
Proteinuntereinheiten eines Viruskapsids. In den 1980er
Jahren gewannen Antikorper-Gold-Konjugate dank ihrer
Anwendung in der Histochemie, Immuncytochemie und Im-
munpathologie an Bedeutung.">'*) Auch wurden neue Tech-
niken fiir die Immuncytochemie entwickelt, bei der Goldna-
nopartikel verschiedener GroBe eingesetzt werden, um Pro-
ben mehrfach zu markieren.'"" Durch die Entwicklung klei-
ner Goldnanopartikel (z.B. Nanogold mit einem Durchmes-
ser von 1.4 nm und damit wesentlich kleiner als ein IgG-
Molekiil mit einer Groe von 5—10 nm) wurde die Zuging-
lichkeit von Antigenbindungsstellen fiir Antikorper-Gold-
Konjugate wesentlich verbessert.!'”)
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Die Konjugation von Antikorpern, Lektinen oder ande-
ren Proteinen mit Goldnanopartikeln beruhte bisher meistens
auf nicht-spezifischen (z.B. Adsorption) oder nicht-kovalen-
ten (z.B. elektrostatischen) Wechselwirkungen zwischen der
Partikeloberfliche und dem Biomolekiil,”® weshalb die
Stabilitdt dieser Nanopartikelsonden gering war. Die Stabi-
litdt ist bei biologischen Untersuchungen unter rauen Be-
dingungen entscheidend, z.B. bei der Verfolgung von Bio-
molekiilen und bei Dynamikstudien iiber ldngere Zeitraume,
bei hohen Salzkonzentrationen sowie in Gegenwart von re-
aktiven Molekiilen wie Dithiothreitol, einem kleinen, unge-
ladenen Molekiil, das zwei Thiolgruppen trdgt und zum
Schutz von Proteinen vor Oxidation verwendet wird.

Mirkin, Alivisatos et al. synthetisierten 1996 Nanoparti-
kel, die mit thiolterminierten DNA-Oligonucleotiden funk-
tionalisiert sind (Abbildung 1A).l%!7) Diese Konjugate er-
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Y
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Abbildung 1. Strategien zur Stabilisierung von Nanopartikeln fiir biolo-
gische Anwendungen. A) Thiolterminierte Liganden (z.B. DNA). B) Hy-
drophobe Wechselwirkungen. C) Eine vielseitige Strategie zur Herstel-
lung hochstabiler, wasserloslicher anorganischer Nanopartikel.

moglichen die hochempfindliche Detektion komplementirer
DNA-Molekiile, bei der die Goldnanopartikel als Reporter
fungieren.'”! Seither wurde eine Reihe von Detektionsme-
thoden auf Basis kovalent biofunktionalisierter Goldnano-
partikel fiir den Proteinnachweis, die medizinische Diagnos-
tik, die Genexpression etc. entwickelt.'! Auf diese Weise
funktionalisierte Nanopartikel sind hochstabil ¥l Sie kénnen
sehr hohen Salzkonzentrationen standhalten (z.B. 2m NaCl)
— anders als kolloidales Gold (z.B. mit Citrat stabilisierte
Goldkolloide), das schon in Gegenwart geringer Salzkon-
zentrationen (ca. 10mMm NaCl) instabil ist —, sie sind duBerst
hitzebestindig (z.B. beim Sieden), und sie konnen bis zu ei-
nem gewissen Grad dem Angriff von Molekiilen wie Dithio-
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threitol oder Molekiilen mit SH-, Phosphin- und NH,-Grup-
pen widerstehen. [

Die Herstellung DNA-funktionalisierter Goldnanoparti-
kel ist ein Meilenstein in der Entwicklung stabiler Nanopar-
tikel fiir biologische Anwendungen. Bei der Stabilisierung der
Goldnanopartikel sind hauptsédchlich zwei Mechanismen von
Bedeutung: a) Thiole haben eine hohe Affinitit fiir Gold,
wodurch sich die Partikeloberfldche mit einer dichten Hiille
aus thiolterminierter DNA modifizieren lasst. b) Das DNA-
Riickgrat trdgt wegen seiner Phosphatgruppen negative La-
dungen, wodurch sich um das Nanopartikel eine Schicht ne-
gativer Ladung bildet, die eine Anndherung geladener Mo-
lekiile sowie anderer Nanopartikel verhindert. Dadurch 14sst
sich die Aggregation der Nanopartikel verhindern, sogar bei
hohen Salzkonzentrationen und hohen Temperaturen.!'®!!
Trotz der enormen Stabilitit DNA-funktionalisierter Gold-
nanopartikel sind sie nur eingeschrinkt verwendbar. Zum
Beispiel sind sie noch immer etwas anfillig fiir Dithiothrei-
tol;'®! hinzu kommt, dass die Thiolmethode nur fiir metalli-
sche Nanopartikel genutzt werden kann, nicht aber fiir
Quantenpunkte und Nanopartikel, die auf Metalloxiden wie
Fe,0, basieren.**l

Quantenpunkte sind eine neue, vielversprechende Art
von Fluoreszenzmarkern fiir Biomolekiile.”! Seitdem die
Herstellung qualitativ hochwertiger Quantenpunkte moglich
ist,'”! haben diese Nanomaterialien viel Aufmerksamkeit
gefunden. Quantenpunkte haben mehrere Vorteile gegen-
iiber herkommlichen Farbstoffen: Die Stdrke ihrer Photolu-
mineszenz ist einstellbar, sie haben einen breiten Anre-
gungswellenldngenbereich, hohe Quantenausbeuten (mehr
als 50%) und sind chemisch stabil. Aufgrund dieser Eigen-
schaften sind Quantenpunkte gegeniiber anderen Markern,
wie organischen Fluorophoren (z.B. Cy-Fluorophore) oder
fluoreszenten Proteinen (z.B. dem griin fluoreszierenden
Protein, GFP), iiberlegen.**! Allerdings werden diese quali-
tativ hochwertigen Quantenpunkte normalerweise in orga-
nischen Losungsmitteln hergestellt, und ihre Uberfiihrung in
wissrige Systeme, die entscheidend fiir ihre Anwendung in
biologischen Systemen ist, gestaltet sich schwierig. Ein wei-
teres Problem besteht darin, dass ihre in organischen Lo6-
sungsmitteln hohe Quantenausbeute in Wasser durch den
Verlust an Exzitonen signifikant sinkt."”! Durch Funktiona-
lisierung von Quantenpunkten mit amphiphilen Liganden
konnte man Nanokristallmicellen herstellen, in denen die
hydrophoben Bereiche der amphiphilen Liganden Van-der-
Waals-Wechselwirkungen mit den Primérliganden der Na-
nokristalloberfliche eingingen (Abbildung 1B).?” Das Pro-
blem der sinkenden Photolumineszenz konnte auf diese
Weise aber nicht vollstidndig gelost werden.

Angesichts der Einschrankungen von metallischen Na-
nopartikeln (z.B. Au) und Quantenpunkten (z. B. Cd/ZnS) ist
es von entscheidender Bedeutung, neue Verfahren zur Her-
stellung moglichst stabiler Nanopartikel zu entwickeln. Cao
et al. haben nun mithilfe einer vielseitigen Strategie Nano-
partikelhiillen (d.h. passivierende Liganden) konstruiert, die
die Stabilitdt von Nanopartikeln unter rauen Bedingungen
verbessern.! Die Strategie setzt auf die Kombination zweier
Wechselwirkungen (Abbildung 1 C): a) Koordination der Li-
ganden an die Partikeloberfliche und b) Van-der-Waals-
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Wechselwirkungen zwischen den hydrophoben Enden (Rest
R, grau) der verwendeten Tween-Derivate und den Primér-
liganden (rot) auf der Nanokristalloberfldche (eingekreister
Bereich in Abbildung 1 C). Diese Difunktionalitit erhoht die
Stabilitdt der Nanopartikel deutlich und macht diese so fiir
biologische Anwendungen unter rauen Bedingungen geeig-
net. Auf den ersten Blick mag diese Idee dem fritheren An-
satz dhneln, bei dem zwischen Primérliganden der Nanopar-
tikeloberflache und amphiphilen Liganden hydrophobe Van-
der-Waals-Wechselwirkungen eingegangen werden.” Bei
dem neuen Ansatz aber sind die Tween-Derivate zusétzlich
an die Nanopartikeloberfldche koordiniert, was zu kompak-
teren Nanopartikeln im Vergleich mit den Nanopartikelmic-
ellen fiihrt. Daher lassen sich die neuartigen Nanopartikel
besser verarbeiten und funktionalisieren, was von Vorteil fiir
ihre Zellgiangigkeit und daher von gréter Bedeutung fiir ihre
In-vivo-Anwendung als Nanosonden ist.

Cao et al. verwendeten als Geriist maf3geschneiderte Po-
lyethylenglycol(PEG)sorbitanfettsdureester (kommerzieller
Name: Tween, Beispiel sieche Schema 1). Diese Molekiile

Tween 20 o
1. Liponsaure 3. NaBH4
2. Bernstein-
saureanhydrid
o

OH OMOH
SHRAr
HE o Y

o SHHS
o. R
o/\j; N
0
TDa-LC

Schema 1. Herstellung eines carboxyfunktionalisierten Tween-Liganden
(TDy-LC) aus Tween 20 (w+x+y+2z=20, R=Cy;Hy).

haben vier Arme, von denen einer ein langkettiger hydro-
phober Rest (R) ist. Tween kann eine unterschiedliche Zahl
von Ethylenglycoleinheiten enthalten (z.B. n =20 Einheiten
fiir Tween 20). Auf Basis dieser Tween-Geriistmolekiile ha-
ben Cao et al. neue difunktionale Liganden entwickelt. Diese
Tween-Derivate (TD,) zeigen eine starke Affinitdt zu hy-
drophoben Nanopartikeln durch Koordinationsbindungen
und hydrophobe Van-der-Waals-Wechselwirkungen. Mit
diesen neuen TD,-Liganden lésst sich das Problem iiberwin-
den, dass der Tween-Arm alleine nur schwache Van-der-
Waals-Wechselwirkungen mit den hydrophoben Liganden
der Partikeloberfliche eingehen kann. Solche Liganden
(TD,,, n=20, 40, 60, 80) wurden zur Herstellung wasserlsli-
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cher, hochstabiler Nanopartikel basierend auf Au, CdSe/ZnS
und Fe;O, verwendet. Entsprechend funktionalisierte Gold-
nanopartikel sind hochstabil innerhalb eines breiten pH-Be-
reichs (pH 1-14) und bei hohen Ionenkonzentrationen (bis zu
5 NaCl).™ Thre Stabilitiit ist sogar hoher als die von DNA-
Goldnanopartikel-Konjugaten, was duBerst vielversprechend
fiir ihre Anwendung in Biologie und Biomedizin ist.

Auch der Verlust an Quantenausbeute von Quanten-
punkten nach Transfer in wissrige Systeme kann mithilfe
dieser difunktionalen Liganden verhindert werden. Wu et al.
haben demonstriert, dass entsprechende CdSe/ZnS-Nano-
partikel nach dem Transfer in ein wéssriges System ihre hohe
Quantenausbeute(ca. 50 % ) mehr als drei Monate lang sogar
unter drastischen Bedingungen (pH 2-12.5) behalten.! Die
Stabilitdat TD,-funktionalisierter Quantenpunkte ist maf-
geblich hoher als jene von Quantenpunkten, die mit PEG-
funktionalisierten Liponsdureliganden modifiziert wurden.
Diesen fehlen die hydrophoben Wechselwirkungen innerhalb
der Nanopartikeloberfldache. Nanopartikel mit PEG-funktio-
nalisierter Polymerhiille haben einen groBen hydrodynami-
schen Durchmesser von 30-40 nm, der ihre Verwendung in
vivo wegen der geringen Mobilitét solch groer Nanopartikel
in Zellen und Geweben einschrinkt; TD,-funktionalisierte
Quantenpunke haben hingegen einen viel kleineren hydro-
dynamischen Durchmesser von weniger als 20 nm.

Ein weiterer Vorteil der Tween-Liganden ist, dass eine
Carboxygruppe in einen der TD,-Arme eingefiihrt werden
kann (siehe Schema 1). Dies wiederum erméglicht die einfa-
che Anlagerung von Biomolekiilen wie Antikorpern durch
eine milde N'-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid-
(EDC)-basierte Kupplung.!l Diese Vielseitigkeit ldsst sich
nicht mit anderen einfachen Liganden, z.B. langkettigen Al-
kanthiolen, erreichen.’ Die Modifizierbarkeit der Arme
kann den Tween-Molekiilen kooperative Eigenschaften ver-
leihen, die eine bessere Bindung von Zielmolekiilen sowie die
Einfiihrung vielzdhliger funktioneller Gruppen ermdéglichen,
die Informationen iiber die Wirkungsweise der Nanopartikel
in der Zelle liefern.

Die stabilen Nanopartikel von Cao et al. sind weniger
anfillig gegen den Abbau durch Nukleasen, weniger oder
nicht toxisch fiir Zellen und werden von diesen dank ihrer
geringen Grofle leichter aufgenommen. Denkbare Anwen-
dungen liegen unter anderem in der intrazelluldren Genre-
gulation zur Kontrolle von Proteinexpression und im Wirk-
stofftransport zu bestimmten Zelltypen oder Zellkomparti-
menten. Die Herstellung hochstabiler und moglichst kleiner
Nanopartikel, die eine gro3e Zahl an Reportergruppen ent-
halten, sowie die Durchfiihrung vielfiltiger chemischer Re-
aktionen an ihren Oberflichen werden auch in Zukunft
zentrale Themen in der Nanobiotechnologie sein. Stabile
Nanopartikel werden neue Moglichkeiten in der Nanothera-
pie und bei der Erforschung von Genfunktionen erodffnen.
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