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Goldkolloide werden in Chemie, Biologie, Technik und Medizin Aus dem Inhalt

hdiufig eingesetzt. Heute kann man diese Materialien reproduzierbar

herstellen, mit einer scheinbar unbegrenzten Zahl an funktionellen 1. Einfiihrung 3333
Gruppen chemisch modifizieren und —in bestimmten Fiillen — bis hinab .00 und Transferrin 3353
zur Ebene einzelner Atome charakterisieren. Dieser Aufsatz behandelt

neuere Entwicklungen hinsichtlich Synthese und Biokonjugation von 3. Amine 3355
Goldnanokonjugaten sowie deren Verwendung in Zellen. Es gibt heute _ i

viele Beispiele fiir hochempfindliche und selektive Assays auf der Basis 4. Oligonucleotide 3357
von Goldkonjugaten. In den letzten Jahren war der Fokus auf den 5. Peptide 3360
Einsatz solcher Materialien in der Therapie gerichtet. Strukturen, die

als genregulierende Agentien, Wirkstofftransporter, Bildgebungsagen- 6. Antikérper 33061
tien und lichtempfindliche Therapeutika fungieren, wurden entwickelt i

und in Verbindung mit Zellen und vielen schwichenden Krankheiten 7- Lipide 3362
erforscht. Diese Strukturen wurden nicht einfach als Alternativen zu 8. Zusammenfassung und
molekularen Systemen gewdhlt, sondern weil ihre neuen physikalischen Ausblick 3363

und chemischen Eigenschaften ihnen in zelluldren und medizinischen

Anwendungen erhebliche Vorteile verschaffen.

1. Einfiihrung

Goldnanopartikel (AuNPs) haben eine lange Geschichte
in der Chemie, die bis ins antike Rom zuriickreicht, wo sie
zum Férben von Glésern fiir dekorative Zwecke verwendet
wurden. Das moderne Zeitalter der AuNP-Synthese begann
vor iiber 150 Jahren mit der Arbeit von Michael Faraday, der
wahrscheinlich als erster beobachtete, dass sich kolloidale
Goldlosungen in einigen Eigenschaften von Gold als Fest-
korper unterscheiden."? In der zweiten Hiilfte des vergan-
genen Jahrhunderts wurden zuverlidssige Synthesemethoden
fiir AuNPs mit Kugelform oder anderen Formen entwickelt.”!
Diese Strukturen weisen besondere Merkmale auf: grofen-
und formabhingige optische und elektronische Eigenschaften
sowie ein hohes Oberfliche/Volumen-Verhéltnis. AuSerdem
konnen die Oberflichen leicht mit Liganden modifiziert
werden, die Thiol-, Phosphan- und Aminfunktionen mit Af-
finitét zu Goldoberflichen enthalten.”! Uber solche funktio-
nellen Gruppen konnen auch Oligonucleotide, Proteine und
Antikorper an die AuNPs gekniipft werden. Die Realisierung
solcher Goldnanokonjugate hat zahlreiche Untersuchungen
ermoglicht; dazu gehoren die programmierte Materialan-
ordnung und Kiristallisation,™*! die Bildung von Nanoparti-
kel-Dimeren und -Trimeren auf DNA-Templaten,”” Bio-
elektronik”*! und Nachweismethoden."" Die Anwendun-
gen von Goldnanokonjugaten in Biodetektion und Biodia-
gnostik sind an anderer Stelle besprochen worden.!>4

Basierend auf Goldnanokonjugaten und deren Eigen-
schaften haben sich in den letzten Jahren aufregende Ent-
wicklungen mit enormem Potenzial fiir die Biologie und
Medizin ergeben. Diese Untersuchungen représentieren eine
neue Ausrichtung, fernab der gingigen Verwendung der
Goldnanokonjugate als Marker fiir die Elektronenmikro-
skopie.l'”! Aktuelle Untersuchungen von uns und anderen
Arbeitsgruppen haben bewiesen, dass Goldnanokonjugate,
deren Oberflichen mit geeigneten Resten funktionalisiert
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sind, leicht in lebende Zellen ein-

dringen konnen. Diese Entwicklun-
gen haben ein neues Gebiet in der Nanopartikelforschung
begriindet, das eine breitere Verwendung von Goldnano-
konjugaten in der Zellbiologie vorsieht und die Aussicht auf
Verwendung als Therapeutika einschlief3t.

In diesem Beitrag beschreiben wir den neuesten Stand der
Forschung zu Goldnanokonjugaten fiir zelluldre und thera-
peutische Anwendungen. Weil die chemische Beschaffenheit
der Oberfliche die Eigenschaften und Funktionen entschei-
dend beeinflusst, haben wir diese Ubersicht hinsichtlich der
Art der Oberflichenfunktionalisierung in Abschnitte iiber
Citrat-, Amin-, Nucleinsdure-, Peptid-, Antikorper- und
Lipid-Liganden untergliedert (Tabelle 1). In jedem Abschnitt
besprechen wir die Synthese, physikalische und chemische
Eigenschaften sowie Untersuchungen und Anwendungen im
Zusammenhang mit Zellen. Abschnitt 8 behandelt zusétzlich
Chancen und verweist auf offene Fragen. Damit wollen wir
zukiinftige Untersuchungen anregen, die zu Fortschritten in
der Chemie der Goldnanopartikel fithren konnen.

2. Citrat und Transferrin

Mit Citrat funktionalisierte Goldnanopartikel konnen
hoch monodispers und in groBem Umfang nach den Metho-
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Tabelle 1: Funktionalititen auf AuNP-Oberflichen.

Oberflichen- Anwendung Literatur

funktionalitit

Citrat Aufnahme in Zelle [18,19]

Transferrin Aufnahme in Zelle [20,21]

CTAB Aufnahme in Zelle [14,94]

Amin Gen-Transfektion [26,30,31]
Antivirale Aktivitat [34]
Wirkstofftransport [34]
Oligonucleotid-Transfektion [36]

Oligonucleotid Antisense-Genregulation [25,77,88,102]

mRNA-Nachweis [87,88]
Detektion niedermolekularer [89]
Verbindungen
RNA-Interferenz [90]
Krebszellenerkennung [93]

Peptid Kerntranslokation [23,100]
Antisense-Genregulation [102]

Antikérper Bildgebung [15,106,107,110]
Photothermische Therapie [108,109,110]

Lipid Bildgebung [112]

Cholesterinbindung [117]

den von Frens!" und Turkevich"”! hergestellt werden. Diese
Methoden ermoglichen die Synthese citratbedeckter Nano-
kiigelchen mit 5 bis 250 nm Durchmesser.!"*!”! Unter anderem
wegen dieser etablierten Synthese von Goldnanopartikeln
mit genau einstellbarer Grof3e beruhen die neueren Unter-
suchungen zur Aufnahme in Zellen auf Citrat-funktionali-
sierten Nanokonjugaten.'® In einer solchen Studie ermittel-
ten Chan et al., wie die GroBBe und Form von Partikeln deren
Zellgingigkeit beeinflussen."! Diese Arbeit zeigt, dass die
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Zeitdauer, wihrend der die Partikel in einem HelLa-Zellmo-
dell internalisiert bleiben, fiir Teilchen mit 14 bis 74 nm
Durchmesser unabhingig von der Partikelgrofie ist. Die
GroBe beeinflusst jedoch die Gesamtzahl der wihrend des
Experiments aufgenommenen Nanopartikelkonjugate. Unter
Verwendung der induktiv gekoppelten Plasma-Atomemissi-
onspektroskopie (inductively coupled plasma atomic emissi-
on spectroscopy, ICP-AES) bestimmten die Forscher den
intrazelluldren Goldgehalt, und sie stellten fest, dass citrat-
bedeckte Goldnanokonjugate mit 50 nm Durchmesser am
leichtesten von HeLa-Zellen aufgenommen werden (Abbil-
dung 1). Sie ermittelten, dass HeLa-Zellen maximal 3000,
6160 und 2988 citratstabilisierte Goldnanokonjugate mit
Durchmessern von 14, 50 bzw. 74 nm aufnehmen.

Der Mechanismus, nach dem die citratbedeckten Gold-
nanokonjugate in die Zellen eintreten, wurde untersucht.
Chan etal. konnten Transmissionselektronenmikroskopie-
Bilder aufnehmen, die zeigen, dass internalisierte ‘blof3e’
Citrat-Nanokonjugate in den Zellen hauptsichlich innerhalb
von Vesikeln lokalisiert sind.'” Sie korrelierten die Aufnah-
me in Zellen mit der nichtspezifischen Adsorption von Pro-
teinen an die citratbedeckte Nanopartikeloberfliche.

Eine Oberfliche mit negativ geladenen Citratgruppen
liefert ein geeignetes Geriist, um positiv geladene Proteine
wie Transferrin anzulagern, die den Eintritt in Zellen er-
leichtern sollten. Mithilfe von Rasterkraftmikroskopie
konnten  Transferrin-beschichtete citratfunktionalisierte
Goldnanokonjugate auf der Zelloberfliche abgebildet
werden.” Diese Bilder lassen auf eine Vesikelbildung an der
Zelloberfldache und eine Aufnahme der Nanokonjugate durch
Endocytose schliefen. Einige Experimente von Chan et al.
belegten zudem, dass mit Transferrin {iberzogene und mit
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Abbildung 1. Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen und
Messungen von Goldnanopartikeln in Zellen. A) Nanopartikelzahl pro
Vesikeldurchmesser fiir verschiedene Nanopartikelgréflen. B—F) TEM-
Bilder von 14, 30, 50, 74 bzw. 100 nm groRen Goldnanopartikeln, die
in den Vesikeln einer Hela-Zelle eingeschlossen sind. Wiedergabe
nach Lit. [19] mit Genehmigung der American Chemical Society, Copy-
right 2006.

Citrat funktionalisierte Goldnanokonjugate iiber eine Cla-
thrin-vermittelte Endocytose in Zellen eintreten.?!

Bei vielen Untersuchungen mit Zellen werden citratbe-
deckte AuNPs als Synthesevorstufen fiir kovalente Konjugate
mit zusitzlichen Funktionen genutzt, da sich erwiesen hat,
dass eine weitere Derivatisierung das Aufnahmevermoégen
erhoht,? die intrazellulidre Lokalisierung verandert™ 2! oder
eine Funktion vermittelt, die eine zelluldire Antwort hervor-
rufen kann.?>2°
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Citratbedeckte Partikel sind im Allgemeinen keine idea-
len Strukturen fiir Internalisierungsstudien und Untersu-
chungen in Zellen. Sie neigen unter bestimmten Bedingungen
zur Aggregation, und es kann schwierig sein, mit ihnen zu
arbeiten. In den néchsten Abschnitten beschreiben wir die
wichtigsten Klassen von Goldnanokonjugaten mit Liganden,
die fiir Zellexperimente entworfen wurden.

3. Amine

Neben den Methoden von Turkevich und Frens wurden
alternative Synthesen fiir Goldnanopartikel entwickelt. Die
Brust-Schiffrin-Methode ermoglicht die Synthese mono-
disperser Goldnanopartikel mit 1-3 nm Durchmesser,””! die
durch eine Monoschicht aus Alkanthiolaten stabilisiert sind.
Durch Substitutionen kann die Zusammensetzung der Mo-
noschicht so verandert werden, dass sie spezifische Funktio-
nalitdten fiir die beabsichtigte Verwendung der Nanopartikel
enthilt.”® Entsprechend wurden fiir verschiedene biologische
Anwendungen Goldnanokonjugate entworfen, die mit einer
Monoschicht von Alkanthiolat-Molekiilen mit Amin-End-
gruppen funktionalisiert sind (in der Folge als ,,Amin-funk-
tionalisiert* bezeichnet).

3.1. Gentransfektion

Die Beeinflussung biologischer Systeme auf genetischer
Ebene ist eines der grundlegenden Konzepte der Experi-
mentalbiologie und stellt die Entwicklung neuer Therapien in
Aussicht.”) Demzufolge wird fortwiihrend nach der besten
Methode zur Steuerung der Genexpression gesucht. Wegen
ihrer einfachen Synthese und der groBen chemischen Varia-
tionsbreite wurden Amin-funktionalisierte Nanopartikel
eingesetzt, um genetisches Material in Zellmodelle zu trans-
ferieren.*"

Die Amingruppen auf der Oberfldche sind bei physiolo-
gischem pH-Wert positiv geladen, und daher wechselwirken
Amin-funktionalisierte Nanokonjugate elektrostatisch mit
negativ geladenen Nucleinsiduren. Studien von Rotello et al.
haben gezeigt, dass 2-nm-Goldnanopartikel, die mit einer
gemischten Monoschicht aus quaternisierten Aminen und
ungeladenen Oberflichengruppen funktionalisiert sind,
DNA-Plasmide binden und effizient in 293T-Zellen trans-
portieren konnen.”® Tatsichlich konnen die Nanokonjugate
diese Zellen effizienter transfizieren als das héufig verwen-
dete Transfektionsmittel Polyethylenimin (PEIL, 60 kDa), ein
kationisches Polymer. Die Forscher stellten auch fest, dass die
Leistungsfahigkeit der Nanopartikel-vermittelten Gentrans-
fektion durch das Verhiltnis von positiv geladenen quater-
nisierten Amin- zu negativ geladenen Phosphatgruppen auf
der DNA beeinflusst wird sowie durch die relative Menge und
Lénge der oberflichengebundenen ungeladenen Thiolkette.
Auf diesen Beobachtungen aufbauend, zeigten sie, dass mit
Lysinresten funktionalisierte Goldnanopartikel einen han-
delsiiblichen Vektor beim Transport von DNA-Plasmiden um
den Faktor 28 iibertreffen.”"
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Die Eignung Amin-funktionalisierter Nanokonjugate fiir
den Gentransport wurde auch von Klibanov et al. nachge-
wiesen.’ In ihrer Studie wurden Kombinationen aus Thiol-
modifiziertem PEI (2 kDa) und Dodecyl-PEI (2 kDa) wih-
rend der AuNP-Synthese als Tenside oder Komplexierungs-
mittel eingesetzt. Uber die PEI-Konzentration lieB sich ein
Durchmesser der funktionalisierten Nanopartikel im Bereich
von 2.3-4.1 nm einstellen. Die resultierenden Nanokonjugate
transportieren Plasmid-DNA wirksamer in COS-7-Zellen als
PEI allein.

3.2. Wirkstofftransport

Ortsspezifischer Transport, Stabilitdt und programmierte
Freisetzung eines Wirkstoffs an physiologische Zielstrukturen
sind die Hauptanforderungen an molekulare und makromo-
lekulare Therapeutika.® Die anpassbare Oberflichenstruk-
tur von Goldnanokonjugaten erdffnet die Moglichkeiten,
mehrere Wirkstoffe aufzunehmen sowie Molekiile auf der
Oberflidche eines einzigen Nanoteilchens gezielt auszuwihlen
und zu schiitzen, wodurch der Transport und die Wirksamkeit
der als Fracht gebundenen Therapeutika verbessert werden
sollen. Solche neuartigen Nanokonjugate mit AuNPs als
Kernstrukturen wurden entworfen und synthetisiert.’ Feld-
heim et al. haben kiirzlich gezeigt, wie multivalente AuNPs,
die mit Derivaten eines wichtigen HIV-Antagonisten funk-
tionalisiert sind, die Virenbildung in einem Zellmodell hochst
wirksam unterdriicken.!

Rotello et al. haben ein 2 nm grofles kationisches Gold-
nanokonjugat entwickelt, das mit Thiol-modifizierten Alkyl-
aminen funktionalisiert ist. Diese Liganden enthalten pho-
tochemisch aktivierbare o-Nitrobenzylester-Gruppen, die
durch Bestrahlung im Nah-UV-Bereich gespalten werden
konnen (Abbildung 2).5% Dadurch wird das positiv geladene
Alkylamin freigesetzt, und es entsteht ein negativ geladenes
Carboxylat-funktionalisiertes Nanoteilchen. Diese Ladungs-
umkehr ist ein wirksames Mittel, um eine negativ geladene
Fracht, z.B. ein Oligonucleotid, von der Nanopartikelober-
flaiche zu losen. Solche kationischen Nanopartikel mit pho-
tochemisch spaltbaren Linkern inhibieren die Transkription
der gebundenen Oligonucleotide; die Transkriptionsaktivitét
kann jedoch im Anschluss an die Spaltungsreaktion wieder
erlangt werden. Zudem wurde das FEindringen der gebunde-
nen Oligonucleotide in MEF-Zellen nachgewiesen. Fluores-
zenzexperimente zeigen, dass die gebundene DNA nach der
lichtinduzierten Spaltung von der Nanopartikeloberfldche in
die Zelle abgegeben wird, wo sie dann im Zellkern lokalisiert
ist. Eine dhnliche Strategie wurde fiir Krebsmedikamente
entwickelt.*")

Eine andere Studie von Rotello et al. demonstriert eine
alternative Methode zur Freisetzung von Molekiilen aus
derartigen Wirkstofftransportern. Goldnanopartikel mit
einer gemischten Monoschicht aus Alkylthiol-Liganden mit
Amin-Endgruppen und Fluorophormarkierungen werden
entweder von HepG2- oder MEF-Zellen aufgenommen. In
Zellen mit einer erhohten intrazelluldren Konzentration des
Thiolgruppen enthaltenden Peptids Glutathion fiihrt die
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Zellkern

a  positiv geladene Funktion -

negativ geladene Funktion

o durch Bestrahlung spaltbare Gruppe

B)
Au

NP-TCOOH

Abbildung 2. A) DNA-Freisetzung aus dem durch Licht spaltbaren
AuNP-Komplex (NP-PC) nach UV-Bestrahlung innerhalb der Zelle.
B) Lichtinduzierte Umwandlung an der Oberfliche von NP-PC. Nach
Lit. [35].

Verdrangung durch Substitution zur passiven Freisetzung der
Liganden aus dem Nanokonjugat.?”!

3.3. Stabilitdt

Neben der Bereitstellung funktioneller Gruppen tragen
Liganden an der Oberfliche auch zur Stabilitdt der AuNPs
bei. Diese Stabilitdt ist wichtig im Hinblick auf eine Ver-
wendung der Nanokonjugate als Therapeutika, weil sie im
Zellinneren und im Blutkreislauf bestédndig sein miissen. In
einer Studie von Rotello et al. wurde der Effekt der Ober-
flichenladung auf die Stabilitit Amin-funktionalisierter
Goldnanopartikel untersucht. Sie verwendeten 2 nm groBe
Goldnanopartikel, die mit Kombinationen aus positiv gela-
denen Ammonium-, negativ geladenen Carboxylat- und
fluoreszierenden Liganden funktionalisiert waren. Verschie-
dene Thiol-Spezies wurden auf ihre Eignung getestet, an der
Nanopartikeloberfliche gebundene Liganden zu verdréngen.
Dabei stellte sich heraus, dass eine Erhohung der positiven
Ladung auf der Nanopartikeloberfliche einen schnelleren
Austausch der Liganden bewirkt, wihrend bei stiarker negativ
geladenen Nanokonjugaten kein messbarer Ligandenaus-
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tausch auftritt.”™ Dieser Befund ist in Einklang mit einer
Studie unserer Arbeitsgruppe zur Stabilitdt von 13 nm grof3en
Oligonucleotid-Goldnanopartikel-Konjugaten, die ergab,
dass negativ geladene thiolierte Oligonucleotidliganden im
Zellinneren oder durch niedermolekulare Verbindungen wie
Glutathion nicht leicht verdringt werden.!

4. Oligonucleotide

Uber das letzte Jahrzehnt haben andere Arbeitsgruppen
und wir DNA-funktionalisierte Goldnanokonjugate (DNA-
AuNPs) synthetisiert, charakterisiert und verwendet.” Diese
Nanomaterialien bestehen aus einem Goldnanopartikel-
Kern, der mit einer dichten Schale aus synthetischen Oli-
gonucleotiden funktionalisiert ist. DNA-AuNPs zeigen ko-
operative Eigenschaften, die aus ihren multivalenten Ober-
flichen resultieren,™*) und diese Eigenschaften wurden z. B.
zur programmierbaren Kristallisation % und fiir enzymfreie
biodiagnostische Assays genutzt.”*¥ Die optischen, kataly-
tischen und Bindungseigenschaften von DNA-AuNPs sind fiir
vielfiltige kolorimetrische,!'***" elektronische,” Scanner-P
und Raman-basierte®™ Nachweisstrategien verwendet
worden, von denen einige kiirzlich kommerzialisiert und von
der US-amerikanischen Food and Drug Administration zu-
gelassen wurden.P!

4.1. Synthese

Dicht mit synthetischen Oligonucleotiden funktionali-
sierte Nanokonjugate werden durch Mischen von Oligonu-
cleotiden mit Alkanthiol-Endgruppen und citratbedeckten
AuNPs synthetisiert. Die Oligonucleotid-Liganden verdrédn-
gen das Citrat von den AuNPs unter Bildung einer Gold-
Thiol-Bindung. Zur Reaktionsmischung wird NaCl zugefiigt,
um die Ladungsabstofung abzuschirmen. Dadurch kénnen
mehr Oligonucleotide chemisch an die Nanopartikeloberfli-
che binden, und es kann sich eine dichte Oligonucleotid-
Monoschicht bilden (Abbildung3). AuNPs mit 15nm
Durchmesser konnen an ihrer Oberflache etwa 250 Oligo-
nucleotid-Molekiile chemisorbieren, sodass multivalente
Strukturen entstehen.™ Die Methoden zur Funktionalisie-
rung von Partikeln mit 2 bis 250 nm Durchmesser wurden
optimiert.’**) Die resultierenden multivalenten Materialien
haben neue Eigenschaften, die bei Oligonucleotiden oder
AuNPs alleine nicht auftreten.

4.2. Eigenschaften

FEine ungewohnliche, aber mittlerweile gut verstandene
Eigenschaft von DNA-AuNPs ist ihr Vermogen, komple-
mentire Nucleinsiuren mit hoher Affinitit zu binden.
Multivalente Teilchen zeigen um zwei Grofenordnungen
hohere Bindungskonstanten als die analogen molekularen
Oligonucleotide mit gleicher Sequenz.[*! Experimentelle
Daten und theoretische Modelle haben gezeigt, dass diese
Eigenschaft wahrscheinlich auf die dichte Packung und die
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Abbildung 3. Synthese eines Oligonucleotid-Goldnanokonjugats: Oligo-
nucleotide mit Alkanthiol-Endgruppen werden zu citratstabilisierten
AuNPs gegeben und ersetzen die Citratliganden unter Bildung von
Gold-Thiol-Bindungen. AnschlieRend zugegebenes Salz schirmt die
AbstofRung zwischen den Stringen ab und fiihrt zu einer dichten
Monoschicht aus Oligonucleotiden.

hohe lokale Konzentration der Oligonucleotide auf der
Goldoberfliche zuriickzufiihren ist.“*" Zusitzlich sind die
Oligonucleotide auf der AuNP-Oberfliche einander nahe
genug, sodass die Gegenionen, die mit einem Oligonucleotid
assoziiert sind, auch auf die negativen Ladungen benachbar-
ter Oligonucleotide abschirmend wirken. Diese zusétzliche
Ladungsabschirmung stabilisiert den Oligonucleotid-Dop-
pelstrang, sodass fiir DNA-AuNPs hohere effektive Bin-
dungskonstanten ermittelt werden als fiir die molekularen
Oligonucleotide. Im Einklang mit dieser Beobachtung zeigen
grofere Partikel, die mehr DNA pro Partikel, aber weniger
DNA pro Fliacheneinheit aufweisen, Affinitdten, die mit dem
molekularen System vergleichbar und niedriger als die von
Goldnanokonjugat-Strukturen sind.’® Es konnte nachge-
wiesen werden, dass die hohere Bindungskonstante der
DNA-AuNP zur besseren intrazellularen Bindung der Ziel-
molekiile fiihrt und dadurch die Effizienz der Antisense-
Genregulierung erhoht (siche Abschnitt 4.4.1).1%)

Bei biologischen Untersuchungen werden Nucleinsduren
héufig durch enzymatische Hydrolyse abgebaut und somit
inaktiviert.®>® Ein weiteres Kennzeichen von DNA-AuNPs
ist die Bestidndigkeit gegeniiber dem Abbau durch Enzyme
wie DNase 1. Fiir diese verbesserte Stabilitit wurden zwei
Ursachen vorgeschlagen: Die dichte Packung der DNA auf
der Partikeloberfldche konnte einerseits die Enzymbindung
sterisch behindern, sodass die unzugéngliche, partikelgebun-
dene DNA durch das Enzym nicht angegriffen und gespalten
wiirde. Andererseits konnte die mit der dicht gepackten DNA
verbundene hohe lokale Ionenkonzentration die Enzymak-
tivitit hemmen; beispielsweise ist bekannt, dass hohe Na*-
Konzentrationen die Aktivitit von Enzymen verringern.*!6?
Um zu klédren, welche dieser beiden Moglichkeiten zutrifft,
wurden kiirzlich Experimente durchgefiihrt.®! Bei Salzkon-
zentrationen, die die enzymatische Aktivitit nicht beeinflus-
sen, werden molekulare DNA und DNA-AuNPs #hnlich
schnell enzymatisch abgebaut, bei Salzkonzentrationen, die
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die enzymatische Aktivitdt beeinflussen, sinkt die Abbauge-
schwindigkeit fiir DNA-AuNPs jedoch betréchtlich vergli-
chen mit derjenigen fiir molekulare DNA. Demzufolge ist die
lokale Na*-Konzentration entscheidend fiir die erhohte Sta-
bilitit der DNA. Die Bestidndigkeit der DNA-AuNPs ge-
geniiber einem enzymatischen Abbau ist eine bemerkens-
werte Eigenschaft, die diese Strukturen zu vielversprechen-
den Kandidaten fiir die Einschleusung von Nucleinsduren in
Zellen macht, wo der Oligonucleotid-Abbau bisher ein
Hauptproblem darstellte.

4.3. Aufnahme in Zellen

Die vielleicht iiberraschendste Eigenschaft von DNA-
AuNPs ist ihre Fahigkeit, in zahlreiche Zelltypen einzutreten.
Diese leichte Aufnahme in Zellen wurde nicht erwartet, weil
die Strukturen von einer dichten Hiille aus polyanionischer
DNA umgeben sind (ca. 100 DNA-Molekiile auf der Ober-
flache jedes 13 nm groBen Goldpartikels), wiahrend Strategi-
en zur Internalisierung von Oligonucleotiden in Zellen {ibli-
cherweise erfordern, dass DNA-Molekiile mit positiv gela-
denen Agentien komplexiert werden. Die meisten Forscher
wiirden tatsdchlich prognostiziert haben, dass die Nanopar-
tikel wegen ihrer hohen negativen Ladung nicht in Zellen
eindringen.”! Bemerkenswert ist, dass bei allen bisher un-
tersuchten Zelltypen (das sind iiber 30 Zelllinien, Primér- und
Nervenzellen; siche Tabelle 2) die DNA-AuNPs direkt dem
Kulturmedium zugefiigt werden konnen und anschlieSend in
groBer Zahl von den Zellen aufgenommen werden (Abbil-
dung 4). Obwohl die Zahl an aufgenommenen Partikeln bei
einer Quantifizierung durch ICP-MS abhéngig von Zelltyp,
Konzentration und Inkubationszeit variierte, zeigte sich doch,

Tabelle 2: Zelltypen, die multivalente DNA-Goldnanokonjugate aufneh-
men. Die Internalisierung wurde massenspektrometrisch und durch
zellassoziierte Fluoreszenzmessungen bestimmt.

Zelltyp Bezeichnung oder Quelle
Brust SKBR3, MDA-MB-321, AU-565
Gehirn U87, LN229

Blase HT-1376, 5637, T24
Dickdarm LS513

Hals Hela, SiHa

Haut C166, KB, MCF, 10 A
Niere MDCK

Blut Sup T1, Jurkat

Leukamie K562

Leber HepG2

Niere 293T

Eierstock CHO

Makrophage RAW 264.7

Neuronen des Hippocampus primér, Ratte

Astrocyten primar, Ratte

Gliazellen primir, Ratte

Blase primir, Mensch
Erythrocyten primar, Maus

Periphere einkernige Blutzelle
T-Zellen

primir, Maus
primir, Mensch

Beta-Zellen primar, Maus
Haut primir, Maus
www.angewandte.de
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Abbildung 4. Fluoreszenzmikroskopische Abbildungen von C166-
EGFP-Zellen nach 48 h Inkubation mit Goldnanokonjugaten, die mit
doppelt fluorophormarkierten Oligonucleotiden (3'-Cy3 und 5'-Cy5.5)
funktionalisiert sind, zeigen nur die Fluoreszenz von Cy5.5 (706—

717 nm, links oben). Im Emissionsbereich von Cy3 (565-615 nm) wird
praktisch keine Fluoreszenz beobachtet (rechts oben). Transmissions-
und Uberlagerungsbilder sind im unteren linken bzw. rechten Qua-
dranten gezeigt. Die Pfeile kennzeichnen die Lage der Zelle. Wieder-
gabe nach Lit. [25] mit Genehmigung der American Association for the
Advancement of Science, Copyright 2006.

dass diese Internalisierung eine allgemeine Eigenschaft von
DNA-AuNPs ist. Die Dichte der DNA auf der Partikelober-
fliche erwies sich als das entscheidende Kriterium fiir die
DNA-AuNP-Aufnahme. Bei DNA-Oberflichenbeladungen
iiber ca. 18 pmolcm™ kénnen mehr als eine Million DNA-
AuNPs pro Zelle aufgenommen werden.”! Die Bedeutung
der multivalenten Oligonucleotid-Anordnung fiir die Auf-
nahme durch die Zellen bestitigt ein Vergleich der DNA-
AuNPs mit anderen AuNP-Typen. Unter fast identischen
Bedingungen nehmen HeLa-Zellen beispielsweise nur einige
Tausend citratbedeckte Goldpartikel auf"! aber iiber eine
Million DNA-AuNPs.®! Fluoreszenzspektroskopische Studi-
en zeigen, dass die thiolierten Oligonucleotide nach der
Aufnahme in die Zelle an den AuNPs gebunden bleiben
(Abbildung 4).

Angesichts dieser iiberraschenden Fihigkeit der DNA-
AuNPs, in Zellen einzudringen, ist der Aufnahmemechanis-
mus von grofem Interesse. Die biophysikalische Charakteri-
sierung von DNA-AuNPs nach der Behandlung mit einem
serumhaltigen Medium zeigt Anderungen in Ladung und
GroBe der Nanokonjugate. Unter Zellkulturbedingungen
haben die Nanopartikel eine groBere positive Ladung und
grofBere Durchmesser (bestimmt durch Messung des Zeta-
Potentials und der Lichtstreuung), was durch die Adsorption
von Proteinen verursacht wird.®™ Die Wechselwirkung von
multivalenten Nanopartikelkonjugaten mit Proteinen liefert
einen moglichen Mechanismus fiir die Erkennung und nach-
folgende Internalisierung dieser stark negativ geladenen
Teilchen; die Einzelheiten hierzu werden noch intensiv un-
tersucht.
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4.4. Anwendungen in Zellen

Nucleinsdure-basierte Methoden zur Detektion und
Steuerung der Genexpression haben die grundlegenden Stu-
dien zu Genrouten und -funktionen wesentlich beeinflusst.”!
Methoden zur Steuerung der Genexpression umfassen die
Verwendung von Antisense-Oligonucleotiden® und kleiner
interferierender RNA (siRNA),"! die durch Watson-Crick-
Paarung an Messenger-RNA (mRNA) binden koénnen.
Nachdem die Moglichkeit einer ,,Gentherapie“ auf der
Grundlage von Nucleinsduren vor iiber 20 Jahren erkannt
wurde, haben sich bei der Entwicklung Probleme hinsichtlich
des Eintritts in die Zellen, des Transports intakter Oligonu-
cleotide und der Wirksamkeit ergeben.® Um die Nuclein-
sauren in die Zellen einzuschleusen, wurden verschiedene
Transfektionsreagentien entwickelt, z.B. kationische Lipide
und Polymere,® modifizierte Viren,” Dendrimere, Li-
posome!”™ und Nanopartikel.?*”! Allerdings begrenzen To-
xizitdt und unspezifische Effekte dieser Agentien die Menge
an Oligonucleotiden, die sicher angeliefert werden kann. Ein
ideales Genregulationssystem sollte — vom Standpunkt der
gegenwirtigen Forschung aus gesehen — grofe Aufnahme-
effizienz iiber alle Zelltypen, hohe Stabilitit in Zellen, grof3e
Bindungsaffinitét fiir die Ziel-Nucleinsduren und sehr geringe
Toxizitdt aufweisen. Vor kurzem wurden DNA-AuNPs als
Agentien eingefiihrt, die einige Probleme bei der Anwendung
von Nucleinsiuren in Zellen verringern.®

4.4.1. Antisense-Genregulation

Wir nahmen an, dass DNA-AuNPs wegen ihrer verbes-
serten Bindungseigenschaften wie starke ,,Schwdmme* fiir
mRNA wirken und die Translation in Proteine verhindern
konnten. Als Beweis fiir diese Vermutung entwickelten wir
DNA-AuNPs, die an mRNA-Sequenzen binden, die fiir das
verstdrkt griin fluoreszierende Protein (eGFP) codieren, das
in Maus-Endothelzellen exprimiert wird. Die Nanopartikel
wurden mit einer Antisense-Sequenz versehen, die komple-
mentér zu einer inneren codierenden Region der mRNA fiir
eGFP ist.” Quantitative Messungen der Expression durch
Fluoreszenzassays zeigen, dass diese Partikel die im direkten
Vergleich verwendete lipidkomplexierte DNA iibertreffen.
Erste Experimente zeigten einen Riickgang um ungeféhr
20%, und durch weitere Optimierung der experimentellen
Parameter und Konjugatstruktur konnte eine Genabschal-
tung von mehr als 75 % erzielt werden (Abbildung 5).

Nunmehr wurden iiber zehn Jahren Arbeit zur Synthese
und Charakterisierung von DNA-AuNPs aufgewendet. Die
Funktionalisierung der AuNPs ist aber nicht auf DNA-artige
Oligomere beschridnkt, sondern sie konnen auch mit maf3ge-
schneiderten Oligonucleotiden codiert werden, die ihnen
verbesserte Eigenschaften verleihen — von einer erhohten
Spezifitit fiir die Zielstruktur bis hin zu einer katalytischen
Umsetzung in der biologischen Umgebung."*™! Vor kurzem
wurden Nanopartikelkonjugate mit verbriickten Nucleinsdu-
ren (locked nucleic acids, LNAs) synthetisiert und unter-
sucht.®*” LNAs enthalten verbriickte Zuckergruppen in
ihren Riickgraten, wodurch die Bindungsaffinitdt und die
Stabilitit der Doppelstringe zunehmen.”®! AuNPs, die dicht
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Abbildung 5. A) Typische Western-Blots zeigen die Expression von
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) in Hela-Zellen,
die mit Goldnanokonjugaten unterschiedlicher Zusammensetzung in
verschiedenen Konzentrationen behandelt wurden. Die GAPDH-Expres-
sion wird in Abhingigkeit von der Dosis und der Sequenz vermindert.
o-Tubulin wird als Ladekontrolle gezeigt. B) Relative Abnahme der
GAPDH-Expression in HelLa-Zellen. a-Tubulin wurde als Ladekontrolle
und fiir die nachfolgende Normierung des GAPDH-, Knockdowns* ver-
wendet. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von wenigs-
tens drei Western-Blots. Wiedergabe nach Lit. [102] mit Genehmigung
der National Academy of Sciences, Copyright 2008.

mit LNAs funktionalisiert sind, bilden bemerkenswert stabile
Doppelstrange mit komplementidren Nucleinséduren und sind
unter biologischen Bedingungen einfach zu handhaben und
zu verdndern. Bei Anwendungen in Zellen ergeben LNA-
modifizierte AuNPs einen effektiveren Gen-,,Knockdown*
als analoge DNA-modifizierte AuNPs.””

4.4.2. Intrazelluldre Detektion und Abbildung

Oligonucleotid-Sonden fiir den Nachweis und die Visua-
lisierung intrazellularer RNA - einschlieBlich jener, die zur
In-situ-Fiarbung verwendet werden,”®  molecular bea-
cons“*1# und Sonden fiir den resonanten Fluoreszenzener-
gietransfer (FRET)®* _ sind wichtige Hilfsmittel, um die
biologische Aktivitéit in lebenden Systemen zu quantifizieren.
Zellen nehmen molekulare Sonden jedoch nicht ohne wei-
teres auf, was die Verwendung von Transfektionsreagentien
oder Mikroinjektionen erforderlich macht. Solche Bildge-
bungsagentien mit Oligonucleotid-Struktur konnen eine be-
grenzte Stabilitét infolge Nuclease-Abbaus aufweisen, was zu
einem grof3en Hintergrundsignal fithrt und den spezifischen
Nachweis der Zielstrukturen erschwert.

Um diese FEinschrinkungen zu iiberwinden, wurden
Strukturen wie chemisch modifizierte ,,molecular beacons*[*”
oder entsprechende Peptid-Konjugate entwickelt.*! Unsere
Arbeitsgruppe synthetisierte vor kurzem ,Nanofackeln®
(nano-flares), die sich die Eigenschaften von DNA-AuNPs
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zunutze machen, als neuartige Sonden fiir die intrazelluldre
Detektion.”®! Nanofackeln sind Oligonucleotid-funktiona-
lisierte Goldnanopartikel, die mit kurzen Fluorophor-mar-
kierten Komplementérstrangen hybridisiert sind. Sie wurden
so konzipiert, dass sie ein intrazelluldres Fluoreszenzsignal
liefern, das mit der Konzentration eines bestimmten Nucle-
insdure- oder anderen Zielmolekiils korreliert. Ist kein Ziel-
molekiil vorhanden, befindet sich der Fluorophor nahe an der
Nanopartikeloberfldche, und seine Fluoreszenz ist geloscht.
Durch Binden des Zielmolekiils wird der Fluorophor freige-
setzt, und es wird ein Signal erzeugt, das in einer lebenden
Zelle gemessen werden kann. Nanofackeln kénnen ver-
schiedene Zelltypen aufgrund des Expressionsprofils unter-
scheiden und liefern in Echtzeit ein halbquantitatives Bild der
Genexpression in einer lebenden Probe (Abbildung 6).

DNA-funktionalisiertes

N rtikel
anopartikel  yirzer

Doppel- : S
strang mit Ziel- c i3
1'% fl\narkierung Nucleinsaure 1'& angerer
(mRNA) Doppel-
—_— 000N, Strang

®

Fluoreszenz

Fluoreszenz ist

geldscht

]

a
0'.3@,_)

N
mit MRNA

ohne mRNA

Abbildung 6. Nanofackeln sind Goldnanokonjugate mit Oligonucle-
otidsequenzen, die komplementir zu einer spezifischen Ziel-Nuclein-
siure (Messenger-RNA) sind und mit kurzen fluoreszierenden Sequen-
zen hybridisiert sind. In Abwesenheit des Zielmolekiils leuchten die
Nanofackeln nicht, weil ihre Fluoreszenz durch die Goldnanopartikel
geldscht wird. In Gegenwart des Zielmolekiils wird die kurze fluores-
zierende Sequenz der Fackel durch Bildung eines lingeren (energe-
tisch giinstigeren) Doppelstrangs verdrangt. Das Ergebnis ist ein Fluo-
reszenzsignal innerhalb der Zelle, das das Vorliegen der Zielverbin-
dung anzeigt. Unten: Fluoreszenzmikroskopiebilder von entsprechen-
den Zellen, Mafstab: 20 um. Wiedergabe nach Lit. [87] mit Genehmi-
gung der American Chemical Society, Copyright 2007.

Weil diese Nanopartikel dicht mit Oligonucleotiden
funktionalisiert sind, werden mehrere Probleme umgangen,
die gewoOhnlich mit dem Nachweis intrazellulirer RNA ver-
bunden sind: die Schwierigkeit beim Zelleintritt, die Toxizitét
und die mangelnde Stabilitéit in Zellen. Die Sonden benétigen
weder eine Mikroinjektion noch Hilfsreagentien, um in
Zellen einzudringen, und sie sind resistenter als molekulare
Nucleinsduren gegeniiber enzymatischem Abbau, wodurch
das Hintergrundsignal verringert und das Detektionsvermo-
gen verbessert wird.
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4.4.3. RNA-Interferenz

Ergédnzend wird auch an Konjugaten geforscht, die mit
einer Schicht von RNA-Liganden funktionalisiert sind und an
dem wichtigen RNA-Interferenz(RNAi)-Weg eingreifen. Wir
haben kiirzlich RNA-AuNPs synthetisiert und anschliefend
ohne Einsatz von Transfektionsreagentien in Zellen einge-
fiihrt.” Bei der herkémmlichen RNAi verwendet man mo-
lekulare RNAs, die extrem kurze Halbwertszeiten (Abbau
durch RNasen) und deshalb eine beschriankte Wirksamkeit
aufweisen.”*? Bei RNA-Gold-Nanokonjugaten schiitzt das
Vorliegen als dichte Monoschicht die oberflichenimmobili-
sierte RNA vor nichtspezifischem Abbau sowohl in Zellkul-
turmedien als auch im Zellinneren. Diese Strukturen sind in
serumhaltigen Medien sechsfach stabiler als molekulare
RNA, und diese erhohte Stabilitidt beruht nicht auf chemi-
schen Modifizierungen der RNA-Molekiilstruktur. Wir haben
ferner gezeigt, dass die RNA-Gold-Nanokonjugate eine be-
standigere Genstummschaltung ergeben. Wegen ihrer ver-
besserten Stabilitdt und der guten Aufnahme in Zellen sollten
diese Strukturen zukiinftig in der Grundlagenforschung sowie
bei der therapeutischen Anwendung von RNAI eine wichtige
Rolle spielen.

4.4.4. Detektion von Zellen

Uber die intrazelluldiren Anwendungen hinaus haben Tan
et al. auch einen kolorimetrischen Nachweis fiir Krebszellen
auf der Grundlage von DNA-AuNPs entwickelt. AuNPs
wurden mit einer Monoschicht aus spezifischen Aptameren
funktionalisiert, um eine hohe Affinitit fiir Oberflichenre-
zeptoren zu erreichen, die durch eine Krebszelllinie (CCRF-
CEM) exprimiert werden.”™ Die Aptamer-funktionalisierten
Nanokonjugate sammeln sich auf den Zelloberflichen, was
zur Wechselwirkung ihrer Oberfldchenplasmonenresonanzen
und zu einer Rotverschiebung in den Extinktionsspektren
fithrt und damit direkt die Bindung an die Zielstruktur an-
zeigt. Wegen der grofen Extinktion der AuNPs konnen
Krebszellen mit dem bloBen Auge oder mit einem Spektro-
meter erkannt werden, wodurch teure Geréte iiberfliissig
werden. Die Methode ist moglicherweise brauchbar fiir die
Diagnose von Krebs und anderen Krankheiten.

5. Peptide

Bei den zielfiihrenden Teilen von Proteinen handelt es
sich hédufig um kurze Oligopeptidabschnitte. Peptidische
Kernlokalisationssignale wurden beispielsweise eingesetzt,
um die intrazelluldre Lokalisation zu dndern und die Wirk-
samkeit konjugierter Biomolekiile zu steigern.™ Solche Si-
gnalsequenzen bestehen héufig aus einem Strang positiv ge-
ladener Aminosduren wie Arginin und Alanin, die beim
Transport durch die Kernhiille mit Importin A wechselwir-
ken.” Sequenzen, die sich vom HIV-Tat-Protein (CY-
GRKKRRQRRR) und der Integrin-Bindungsdomine
(CKKKKKKGGRGDMFG) ableiten, wurden umfassend
untersucht, um exogene Proteine und kiinstliche Materialien
in den Kern zu transportieren.*> )
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5.1. Peptid-Nanokonjugate

Unlangst wurden Beispiele fiir Peptid-Goldnanopartikel-
Konjugate beschrieben: Feldheim, Franzen et al. verkniipften
Peptide mit Goldnanopartikeln durch Anheften an Rinder-
serumalbumin (BSA) und anschlieBende elektrostatische
Assoziation.”!®! Die resultierenden Nanokonjugate treten
in Kultur in den Kern von HepG2-Zellen ein. Bemerkens-
werterweise konnen die Nanokonjugate nur dann in den Kern
dieser Zellen eindringen, wenn sie mit Peptiden funktionali-
siert sind, die sowohl rezeptorvermittelte Endocytose (RME)
als auch ein Kernlokalisationssignal (NLS) enthalten (Ab-
bildung 7). Dieselben Forscher untersuchten mit Peptiden
und Polyethylenglycol (PEG) modifizierte AuNPs auf ihre
Zellgéngigkeit hin. Interessant ist, dass sogar Teilchen mit
groBen PEG-Molekiilen (Molekulargewicht von 5000) in der
Monoschicht aktiv internalisiert werden.'"”) Diese Studien
weisen auf Moglichkeiten beim Design multifunktionaler
Konjugate hin.

Abbildung 7. Aufnahmen von Nanopartikel-Peptid-Komplexen, die 2 h
mit HepG2-Zellen inkubiert waren. Komplexiert waren: A) das Kern-
lokalisationspeptid, B) das Peptid fiir die Rezeptor-vermittelte Endo-
cytose, C) das adenovirale Faserprotein und D) sowohl das Kernlokali-
sationspeptid als auch das Peptid fiir die Rezeptor-vermittelte Endocy-
tose. Wiedergabe nach Lit. [23] mit Genehmigung der American Che-
mical Society, Copyright 2003.

5.2. Peptid/DNA-Goldnanopartikel-Konjugate

Wir haben Goldnanokonjugate synthetisiert, die mit An-
tisense-Oligonucleotiden und NLS- oder HIV-Tat-Peptiden
funktionalisiert sind."”” Unsere Synthesestrategie nutzt
thiolierte Oligonucleotide und Peptide mit endstdndigen
Cystein-Resten zur Funktionalisierung der AuNP-Oberfli-
che. Da die Oligopeptide und Oligonucleotide entgegenge-
setzt geladen sind, muss Salz zugegeben werden, um die
Biomolekiile wihrend der Synthese gegeneinander abzu-
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schirmen. Beim Test in Zellkulturen wurden die entstandenen
Konjugate in die Zellen aufgenommen und waren dann in der
perinukledren Region lokalisiert. Folglich sind diese Teilchen
sehr wirksam bei der Genstummschaltung (> 75 % Abnahme
bei der Expression des Zielproteins).

5.3. Multifunktionale und Mehrkomponenten-DNA-
Nanokonjugate

Die Vielseitigkeit von Nanokonjugaten kann durch den
Einbau mehrerer funktioneller Gruppen in jedes Konstrukt
gesteigert werden, oder indem sie mit mehreren Funktionen
entworfen werden. Unsere Arbeitsgruppe hat unldngst ge-
zeigt, dass Nanofackeln (siche Abschnitt 4.4.2) sowohl fiir
den intrazelluliren mRNA-Nachweis als auch fiir den Gen-
,Knockdown“ angepasst werden konnen.® Diese Nanofa-
ckeln dringen in die Zelle ein und binden mRNA an einer
Stelle, die fiir den Gen-,,Knockdown® geeignet ist. Dadurch
verringern sie die relative Haufigkeit der mRNA, wihrend sie
gleichzeitig eine Fluoreszenz emittieren und dadurch die
Gen-Regulation im Inneren der Zelle anzeigen. Auf diesem
Weg ist es moglich, die Folgen einer Verdnderung am zellu-
laren System in Echtzeit zu beobachten. Zudem kann man
mit der Nanofackel-Methode im Prinzip alle Arten zellsor-
tierender genetischer Screenings aufbauen.

Um die gute Aufnahme von DNA-AuNPs in Zellen zu
nutzen, wurden weitere therapeutische Nanokonstrukte ent-
worfen. Zum Beispiel sind Pt"-Komplexe fiir die Chemo-
therapie untersucht worden, um die Nebenwirkungen von
Cisplatin zu reduzieren. Arbeiten der Gruppen von Lippard
und Mirkin haben gezeigt, dass AuNPs mit Oligonucleotiden
und Cisplatin-Vorstufen modifiziert werden konnen. Diese
Konstrukte transportieren wie ihre kanonischen DNA-Ge-
genstiicke den Wirkstoff effizient zu den Zellen.'?”! Als Cis-
platin-Vorstufe dient ein Pt"-Komplex, der in den sauren
Endosomen der Zelle reduziert und als aktives Cisplatin
entlassen wird. Zusidtzlich konnen weitere funktionelle
Gruppen (in diesem Fall eine Carbonsdurefunktion) an der
Cisplatin-Vorstufe angebracht werden, um eine einfache
Konjugation an die Oligonucleotide iiber Amidbindungen zu
ermoglichen. In zukiinftigen Arbeiten sollte die Regulierung
der Genexpression zur Chemosensibilisierung der Zellen
wihrend der Wirkstoffverabreichung untersucht werden.
Solche Mehrkomponenten-Konjugate sollten die erforderli-
che Menge an Chemotherapeutikum reduzieren und die
systemische Toxizitdt verringern.

6. Antikorper

Mit Antikorpern markierte Goldnanokonjugate werden
in der Immunhistochemie seit fast 40 Jahren eingesetzt.!">! Vor
kurzem gab es jedoch wegen der Entwicklung von Goldna-
nokonjugaten fiir Studien an lebenden Zellen einen erneuten
Aufschwung. Die Herstellungsmethoden fiir Antikorper-
Gold-Nanokonjugate umfassen Adsorption,'” N-Hydroxy-
succinimid(NHS)-Ester-Chemie"™ und Oligonucleotid-ge-
richtete Immobilisierung."™ Antikorper konnen an AuNPs
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iiber hydrophobe und ionische Wechselwirkungen adsorbie-
ren oder iiber native Thiolgruppen in ihrer Struktur chemi-
sorbieren.!”! Die Stabilitit der nach dieser Methode syn-
thetisierten Konjugate ist jedoch begrenzt, weil die Proteine
leicht desorbieren.'™ Um stabilere Strukturen zu bilden,
konnen AuNPs, die mit NHS-Ester-haltigen Monoschichten
funktionalisiert sind, mit den primdren Aminogruppen der
Antikorper zur Reaktion gebracht werden. Alternativ
konnen DNA-AuNPs mit Antikérpern hybridisiert werden,
die an komplementire Oligonucleotide konjugiert sind.!%!

6.1. Bildgebung

AuNPs wurden mit Antikorpern, die spezifisch sind fiir
Krebs-assozierte Proteine, modifiziert und verwendet, um
Krebszellen abzubilden. In einem Beispiel wurden Konjugate
mit Antikorpern des Rezeptors fiir den epithelialen Wachs-
tumsfaktor (EGFR) mit Mundepithelzellen inkubiert. Licht-
mikroskopische Experimente zeigen, dass die Konjugate mit
sechsmal groferer Affinitdt an krebsartige Zellen binden als
an Kontrollzellen; damit konnte die Methode niitzlich sein
zum Nachweis von Krebszellen."”

6.2. Photothermische Therapie

Mit Antikorpern konjugierte Goldnanostibchen!'®! und
-nanoschalen,'” die auf Krebszellen abzielen, sind als pho-
tothermische Therapiemittel entwickelt worden. So wurden
Nanoschalen, die mit Antikorpern gegen den humanen epi-
dermalen Wachstumsfaktorrezeptor 2 (HER2) konjugiert
waren, mit Krebszellen inkubiert, die HER2-Rezeptoren
tiberexprimieren. Diese Zellen wurden dann mit Nahinfrarot-
Licht einer Frequenz bestrahlt, die die Oberflichenplasmo-
nen der Nanoschale anregt. Die Lichtabsorption fiihrt zur
Erhitzung und dadurch zum Zelltod."'”) Wegen mangelnder
Bindung an die Zelloberflachen zeigen mit Kontroll-Anti-
korpern konjugierte Nanoschalen diese Wirkung nicht.
Solche Konjugate werden auch als Materialien entwickelt, die
eine photothermische Therapie mit der Fihigkeit zur Bild-
gebung im Nah-IR-Bereich verbinden '

7. Lipide

Seit kurzem gehoren Lipide neben Oligonucleotiden,
Peptiden und Antikorpern zu den Biomolekiilen, die zur
Modifizierung von AuNPs verwendet werden. Unsere und
andere Arbeitsgruppen haben biomimetische Nanostruktu-
ren mit Lipoproteinen hoher Dichte (HDL) durch Adsorp-
tion von Lipiden und Proteinen an der Oberflaiche von
AuNPs synthetisiert.'') Dabei werden thiolierte Lipide oder
Alkanthiole neben Apolipoprotein A1 (APOA1), einer Ei-
weilkomponente von HDL, auf der Oberfldche der AuNPs
adsorbiert. Als nichstes wird ein zweites Lipid auf der AuNP-
Oberfliache durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen
den Lipidenden und den thiolierten Spezies adsorbiert. Vor
diesen Studien waren keine einfachen Synthesemethoden fiir
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HDL mit vorgegebener Grof3e, Form und Zusammensetzung
beschrieben worden. Da immer deutlicher wird, dass diese
Parameter die physiologischen Eigenschaften der HDLs be-
einflussen, konnten solche Strukturen als Therapeutika und
Bildgebungsagentien niitzlich sein.!%!12!

7.1. Therapeutika

Natiirliches HDL ist entscheidend am Transport von
Cholesterin aus Makrophagen in atherosklerotischen Plaques
und an der Ausscheidung aus dem Korper beteiligt, und die
Steigerung des HDL-Spiegels konnte einen Ansatz bieten,
Atherosklerose vorzubeugen oder zu behandeln. In diesem
Zusammenhang synthetisierte unsere Arbeitsgrupppe HDL-
AuNPs, deren Grofle sowie Protein- und Lipidgehalt dhnlich
dem von natiirlichem HDL sind (Abbildung 8). Mithilfe
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Abbildung 8. Synthese kugelférmiger HDL-Nanopartikel mit Templat

unter Verwendung von Peptiden mit Thiol-Endgruppen und dem Pro-
tein (APOAT1). Wiedergabe nach Lit. [111] mit Genehmigung der Ame-
rican Chemical Society, Copyright 2009.

dieser Nanostrukturen kann die Stidrke der Wechselwirkun-
gen zwischen HDL und Cholesterin bestimmt werden. Bei
der ersten Verwendung dieser Konjugate zeigten wir, dass
HDL-AuNPs ein fluoreszierendes Cholesterin-Analogon mit
hoher Affinitit (K;=4 nm) binden."!! Unseres Wissens ist
dies die erste gemessene Bindungskonstante fiir irgendeine
Form von HDL und ein Cholesterin-Derivat, sodass nunmehr
ein Vergleichswert vorliegt, anhand dessen die Bindungsfa-
higkeit zukiinftiger Konstrukte und ihr Potenzial als neue
Therapeutika zu bewerten sind.

7.2. Bildgebung

Neben dem Cholesterin-Transport wurden AuNP-HDL-
Mimetika auch zur Abbildung von Makrophagen in vivo
eingesetzt.!''” Die Makrophagendichte ist ein Indikator fiir
geféahrliche atherosklerotische Plaques und somit ein wichti-
ges Ziel fiir die Bildgebung. Méuse mit cholesterinreicher
Diit stellen ein etabliertes Modell fiir Atherosklerose dar.
Nach der Injektion von HDL-AuNPs zeigten tomographische
Bilder der Mausaorta eine Anhdufung der Nanopartikel, was
darauf hindeutet, dass diese HDL-AuNPs zur Abbildung bei
Atherosklerose verwendet werden konnten.
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8. Zusammenfassung und Ausblick

Goldnanokonjugate haben sich in grundlegenden zell-
biologischen Anwendungen schon als niitzlich erwiesen. Wie
bei allen Nanomaterialien weil man auf der molekularen
Ebene noch nicht viel iiber die Wechselwirkungen zwischen
Goldnanokonjugaten und Zellen, und die Designkriterien,
die schlielich zu einer therapeutischen Verwendung fithren
konnen, werden noch formuliert. In diesem Abschnitt dis-
kutieren wir Herausforderungen, die unserer Meinung nach
zur Weiterentwicklung von Goldnanokonjugaten in nutzbare
Therapeutika fiihren werden.

8.1. Mechanismen der Aufnahme in Zellen

Mehrere Arbeitsgruppen haben inzwischen die Interna-
lisierung von Goldnanokonjugaten in iiblichen Zelllinien-
Modellen bestitigt. Wegen ihrer unterschiedlichen Oberfla-
chenzusammensetzung, Grofe und Form wird sich der Auf-
nahmemechanismus bei den verschiedenen Klassen von
Goldnanokonjugaten wahrscheinlich unterscheiden. Tat-
sdchlich kann man sogar die Beschichtung von AuNPs mo-
difizieren, um das Aufnahmevermogen einer Zelle fiir ein
AuNP anzupassen.”?*!3l Mit positiv geladenen Aminen oder
Peptiden funktionalisierte AuNPs wechselwirken wahr-
scheinlich iiber diese positiven Reste mit der negativ gela-
denen Zelloberfliche.”® Bei Antikorper-Konjugaten oder
denen, die peptidische Internalisierungssignale enthalten,
spielen wahrscheinlich Wechselwirkungen mit spezifischen
Zelloberflichen-Antigenen eine Rolle.” Negativ geladene
Goldnanokonjugate folgen noch einem anderen Aufnahme-
weg. Untersuchungen durch unsere und andere Arbeits-
gruppen deuten darauf hin, dass die Aufnahme durch die
Zelle mit einer Wechselwirkung zwischen Proteinen und der
Nanopartikeloberfliche einhergehen kénnte.**) Die Iden-
tifizierung der Proteine, die es den negativ geladenen Gold-
nanokonjugaten erméglichen, in die Zelle einzudringen, ge-
staltet sich als schwierige Aufgabe.

8.2. Zielerkennung

Mithilfe von Goldnanokonjugaten lassen sich auf hochst
wirksame Weise Substanzen in Zellen einschleusen. Wir
haben beschrieben, dass es auf der Grundlage der einzigar-
tigen Eigenschaften dieser Materialien moglich ist, multiva-
lente Arzneimittel und Antisense-Wirkstoffe zu entwerfen.
Diese Wirkstoffe konnen verwendet werden, um zellulidre
Funktionen zu steuern, die Genexpression zu regulieren und
intrazelluldre Analyte effizienter als molekulare Systeme zu
detektieren, was teilweise auf Verbundeigenschaften und eine
nachgewiesene Fahigkeiten zur Aufnahme in verschiedenar-
tige Zellen zuriickzufithren ist. Fiir die Weiterentwicklung
solcher Materialien in Therapeutika ist es wichtig, spezifische
Zellen und letztlich Gewebe oder Organe gezielt ansteuern
zu konnen. Strategien fiir den gezielten Transport konnen auf
Biomolekiilen wie Antikorpern,'® Aptameren,'' Pepti-
den™ oder niedermolekularen Liganden beruhen.™
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Fiir Zielfiihrungsstrategien miissen multifunktionale Par-
tikel entwickelt werden, die gezielt Oligonucleotide oder
andere Wirkstoffe in Zellen transportieren. Zum Beispiel
sollten Antikorper, die die Oberflichenrezeptoren der ent-
sprechenden Zielzellen erkennen, eine zellspezifische Auf-
nahme bewirken und die nichtspezifische Aufnahme be-
grenzen, aber sie diirfen auch die Aktivitdt und die ge-
wiinschten Eigenschaften der Nanokonjugate nicht beein-
triachtigen. Bei multivalenten DNA-AuNPs miissen Reste wie
Antikorper so angeheftet werden, dass der DNA-Funktio-
nalisierungsgrad und die Eigenschaften, die aus der dichten
Anordnung der DNA resultieren, nicht eingeschréankt
werden. Obwohl dies nicht einfach ist, sind schon cofunktio-
nalisierte AuNPs synthetisiert worden, die Peptide einbauen,
ohne dass Auswirkungen auf die Bindung an komplementire
Nucleinsiuren auftreten.'” Diese Befunde sind vielverspre-
chende Schritte auf dem Weg zu zielgerichteten multivalen-
ten Nanokonjugat-Therapeutika.

8.3. Toxizitdt

Etliche Forschungsgruppen haben die Toxizitit von
Goldnanokonjugaten verschiedener Arten und GréBen un-
tersucht. Obwohl die Ergebnisse dieser Studien differieren,
konnen mehrere wichtige Schliisse gezogen werden. Am
wichtigsten ist vielleicht, dass die Toxizitdt von Goldnano-
konjugaten von der chemischen Zusammensetzung der
Oberflachenliganden abhéngt. Tatsédchlich ist es héufig die
Oberflachengruppe selbst, die zur Toxizitét fithrt. Es wurde
beispielsweise urspriinglich angenommen, dass mit Cetyltri-
methylammoniumbromid (CTAB) funktionalisierte Goldna-
nokonjugate toxisch wirken; anschlieBend wurde aber fest-
gestellt, dass die Partikel nicht cytotoxisch waren, wenn
iiberschiissiger Ligand durch Waschen entfernt wurde.!
Weitere Untersuchungen ergaben, dass die Toxizitit eines
Liganden wie CTAB durch Komplexierung mit einem AuNP
reduziert wird,[''! was vermutlich eine Folge der verinderten
zelluldren Lokalisation ist. Rotello et al. haben ferner gezeigt,
wie die chemische Funktionalitdt und die Ladung von Na-
nokonjugat-Oberfldchenliganden die Toxizitdt beeinflussen.
Amin-funktionalisierte Partikel waren nur schwach toxisch,
und Carbonsédure-funktionalisierte Partikel wirkten unter
allen untersuchten Bedingungen nicht toxisch.!'”

Einige neuere Studien haben sich auf die Toxizit4t von
citratbedeckten Nanokonjugaten konzentriert. Eine Studie
mit humanen Hautfibroblasten ergab, dass die Zellprolifera-
tion, -ausbreitung und -adhésion durch citratbedeckte Na-
nokonjugate verlangsamt werden.'"¥! Die Autoren bewiesen,
dass Actin-Stress die Ursache fiir diese Effekte ist. Eine
zweite, unabhéngige Studie beschreibt auch vermindertes
Zellwachstum in Gegenwart citratbedeckter Nanokonjugate,
und in diesem Fall gibt es Hinweise darauf, dass dies die Folge
einer oxidativen Schidigung ist.'"”! Ahnliche Ergebnisse
wurden mit dhnlichen Partikeln in Myelom-Zellen beschrie-
ben.'” Obwohl in diesen Fillen keine akute und starke To-
xizitdt beobachtet wurde, erfordern die ungiinstigen Effekte
der citratbedeckten Nanokonjugate weitere Aufmerksam-
keit.
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Faszinierende neuere Untersuchungen demonstrieren,
dass auch die GrofBle eines Konjugats seine Toxizitdt be-
stimmt. Simon, Jahnen-Dechent etal. untersuchten eine
Gruppe Phosphan-funktionalisierter AuNPs mit Durchmes-
sern zwischen 0.8 und 15 nm. Sie entdeckten, dass 1.4 nm
grof3e Partikel toxisch waren, wihrend 15 nm groBe Partikel —
selbst bei bis zu 100-fach hoheren Konzentrationen — nicht
toxisch wirkten.'”!) Im Fall der Partikel mit 1.4 nm Durch-
messer gibt es Hinweise, dass die Toxizitdt durch Nekrose
entsteht, jedoch zeigen weder Partikel mit 1.2 nm Durch-
messer noch solche mit 1.8 nm Durchmesser diesen Effekt.
Chan et al. haben kiirzlich die Zellantwort auf Herceptin-
bedeckte Goldnanopartikel von 2-100 nm GrofB3e erforscht
und ermittelt, dass 40 und 50 nm grof3e Partikel die grofite
Wirkung auf die Signalfunktionen der Zelle ausiiben.!'”? Dies
sind wichtige Befunde, die ndher untersucht werden miissen.
Fiir einen genauen Vergleich miisste man Partikel unter-
schiedlicher GroBen bei festgelegter chemischer Funktiona-
litdt der Oberfldchen unter Verwendung einer gemeinsamen
Synthesestrategie gezielt herstellen.

Goldnanostébchen und -nanoschalen wurden kiirzlich in
Mausmodellen getestet. Halas, West et al. haben die Wirk-
samkeit PEG-beschichteter Nanoschalen, die in Tumore
eines Mausmodells injiziert wurden, in einer photothermi-
schen Therapie evaluiert. Die Tumore konnten durch Be-
handlung mit Licht entfernt werden, und die Tiere blieben
iiber 90 Tage hin gesund, was auf eine geringe In-vivo-Toxi-
zitat der Nanokonjugate hindeutet.'”! Eine Arbeitsgruppe,
die die Verwendung CTAB-funktionalisierter Goldnano-
stibchen fiir Bildgebungsverfahren priifte, fand heraus, dass
die Partikel nach der Injektion in die Schwanzvene rasch aus
dem Blut ausgeschieden wurden.™ Bei #hnlichen Nano-
stibchen wurde festgestellt, dass sie nach 72 h in der Leber
akkumuliert sind.'*! Wurde allerdings die Oberflichengrup-
pe gegen PEG ausgetauscht, so waren die meisten Partikel
nach 72 h abtransportiert, und nur wenige blieben in der
Leber zuriick. Diese ersten Tierversuche sind vielverspre-
chend und sollten zu zukiinftigen Untersuchungen anregen,
um die Bioverteilung von Goldnanokonjugaten in Abhén-
gigkeit von Grofle, Form und den chemischen Eigenschaften
der Liganden aufzuklédren.

Bis jetzt wurde keine Cytotoxizitdt bei DNA-AuNPs be-
obachtet.”! Es ist wiederum wichtig zu bemerken, dass diese
Nanokonjugate eine einzigartige Grofle, Ladung und Ober-
flaichenfunktionalitdt aufweisen, und dass sich ihre Eigen-
schaften aus der Verbindung von DNA und AuNP ergeben.
Fiir diese Materialien wird ein umfassendes toxikologisches
Screening benotigt, um herauszufinden, welche Komponen-
ten der Struktur die biologische Antwort hervorrufen. Erste
Studien in unserer Arbeitsgruppe zur angeborenen Immun-
antwort (charakterisiert durch die Interferon-Produktion)
lieBen eine vergleichsweise geringe, durch DNA-AuNPs ver-
ursachte Produktion von fB-Interferon-B erkennen (gegen-
iiber analoger molekularer DNA).'*! Weitere Untersuchun-
gen sind erforderlich, um Anderungen im Genexpressions-
profil zu erforschen, die sich mit der Einfiihrung dieser
Strukturen ergeben konnten. In-vitro-Assays und Untersu-
chungen zur Bioverteilung und In-vivo-Toxizitdt sind im
Gange. Obwohl multivalente DNA-AuNPs ihren Nutzen in
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Zellkulturansitzen schon bewiesen haben, sind solche Tier-
versuche erforderlich, um die Chancen fiir die Entwicklung
der Nanomaterialien in nutzbare Therapeutika abzuschétzen.

8.4. Schlussfolgerungen

Wihrend die Eigenschaften von Goldkolloiden iiber ein
Jahrhundert untersucht wurden, ist ihre Anwendung in le-
benden Zellen erst vor einigen Jahren bekannt geworden.
Diese Untersuchungen haben gezeigt, dass multivalente und/
oder zusammengesetzte Nanomaterialien hinsichtlich Auf-
nahme und Wirksamkeit in Zellmodellen gegeniiber mole-
kularen Systemen klare Vorteile bieten konnen. Mehr noch
haben diese Studien das grundlegende Konzept der Nano-
technologie bestitigt, dass Zusammensetzung, Oberfldachen-
derivatisierung, Ladung, Groe und Form fiir die Eigen-
schaften der Materialien maf3geblich sind, und diesen die
einzigartige Féhigkeit verleihen konnen, mit einem biologi-
schen System wie einer Zelle zu wechselwirken. Die hervor-
gehobenen Klassen von Goldnanokonjugaten bilden eine
kleine Auswahl moglicher zusammengesetzter Materialien.
Die Betrachtung dieser Klassen fiihrt zu der Schlussfolge-
rung, dass jedes Nanomaterial einzeln untersucht und be-
wertet werden muss. Dies veranschaulichen Studien, in denen
sich die Oberflichenfunktionalitdt wiederholt als Schliissel-
parameter hinsichtlich der Toxizitdt von Nanopartikeln er-
wiesen hat. Wenn man aus den frithen Arbeiten mit CTAB-
funktionalisierten Nanokonjugaten geschlossen hitte, dass
alle Goldnanokonjugate toxisch wirken, dann hétte man in-
teressante Gelegenheiten versdaumt, zum Beispiel die Ver-
wendung von DNA-AuNPs fiir die Genregulation®! oder von
Amin-funktionalisierten Konjugaten fiir den Wirkstofftrans-
port,* wo die Toxizitiit geringer war als bei Polymer-Trans-
portsystemen.”” Daher ermutigen wir Forscher, Nanokonju-
gate zu untersuchen und zu bewerten, aber — wo immer
moglich — Verallgemeinerungen zu vermeiden.

Die Herstellung und Verwendung funktionalisierter
Goldnanokonjugate bleibt ein aktives Forschungsgebiet, das
bedeutende Entdeckungen und neue Herausforderungen
bereithilt, die nicht nur Chemiker, sondern auch Material-
wissenschaftler, Biologen, Ingenieure und Mediziner in ihren
Bann ziehen. Die bisherigen Arbeiten geben nur einen
flichtigen Eindruck von den vielféltigen Anwendungsmog-
lichkeiten fiir Goldnanopartikel in Biologie und Medizin.
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