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Gold, wie auch andere Metalle, verdindern beim Verkleinern in den Nanometerbereich ihre bekannten
Eigenschaften spontan und dramatisch. Es gelten dann nicht mebr die klassischen physikalischen

Gesetze fiir makroskopische Metalle, sondern quantenmechanische Regeln. Hieraus erfolgen villig neune
Anwendungsmaéglichkeiten, die einen nicht unerbeblichen Teil der derzeitigen Nanowissenschaften prigen.
Zum Beispiel besitzt Gold anf der Nanometerskala die Fihigkeit mit DNA zu interagieren. Dariiber
hinaus zeigen Gold-Nanopartikel grofSenabhingig eine ansgeprigte Zelltoxizitit, indem sie unter anderem
Mitochondrien schidigen, was sebr schnell zum Zelltod durch Nekrose fiibrt.

Giftiges Gold

Konsequenzen der Verkleinerung

Von Giinter Schmid und Wolfgang Brandau

Gold, seit Jahrtausenden als

schonstes, edelstes und teu-
erstes Metall bekannt, war Anlass
tir Morde und Kriege. Alchemisten
versuchten tiber Jahrhunderte, Gold
aus anderen Materialien herzustellen
— natiirlich vergeblich. Es steht heute
mehr denn je im Fokus internationa-
ler Interessen als Wihrungsreserve
oder in der Schmuckindustrie. Wis-
senschaftlich hat man dem Element
Gold dagegen lange Zeit nicht allzu
grofle Aufmerksamkeit geschenkt,
da es als reaktionstriges Metall eine
nur beschrinkte chemische Viel-
falt aufweist. In Lehrbiichern sind
noch heute die Kapitel tiber Gold,
verglichen mit denen tiber andere
Metalle, meist die kiirzesten.

Im Zuge der rasanten Entwick-
lung der Nanowissenschaften und
der sich daraus ableitenden Nano-
technologie in den vergangenen ein
bis zwei Jahrzehnten steht Gold
jedoch aus verschiedenen Griinden
im Zentrum internationalen Inte-

resses und zwar nicht in seiner mas-
siven ,,schonen“ Form als resistentes
gelbes Metall, vielmehr in Form so
genannter Nanopartikel, also Teil-
chen mit nur wenigen bis mehreren
hundert Nanometern (nm) Durch-
messer.

Bevor auf die Besonderheit sol-
cher Teilchen eingegangen werden
soll, sei ein kurzer historischer
Abriss erlaubt. Die ,,goldene” Farbe
dieses einmaligen Elementes ldsst

Licht

sich heute am besten mit Hilfe der
Einsteinschen Relativititstheorie
verstehen. Der allgemein bekannte
Lsilberne® Glanz fast aller Metalle ist
in der nahezu totalen Reflexion des
sichtbaren Lichts begriindet, wie aus
der Alltaglichkeit von Spiegeln jeder-
mann bekannt ist. In dem duflerst
schweren Atomkern von Gold
(atomare Masse 197) werden die den
Atomkern umkreisenden Elektro-
nen auf so grofle Geschwindigkeiten
beschleunigt,
dass ithre Masse
stark zunimmt.
Nach Einstein
kann bekannt-

Eleltisches Fetd

(1) Die Entstehung eines oszillierenden Dipols aus Oberflichenelek-
tronen durch das elektrische Feld sichtbaren Lichts auf der Oberfla-

che einer Goldnanopartikel.

lich kein Teil-
chen Lichtge-
schwindigkeit
erreichen, da

gf:&ﬁ;iﬁ‘: " dessen Masse
dann unendlich
wiirde. Die
geschwindig-

keitsbedingte
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Massenzunahme der kernnahen
Elektronen im Goldatom fiihrt nun
zu markanten Verschiebungen von
deren Energieniveaus. Das Niveau
der d-Orbitale wird angehoben, das
der kernnahen s-Orbitale dagegen
abgesenkt. Man bezeichnet dieses
Phinomen auch als relativistischen
Effekt. Durch diesen werden nun
Anteile auftreffenden sichtbaren
Lichts vom Gold absorbiert und
nicht reflektiert. Bekanntlich sieht
unser Auge bei einem farbigen
Material immer nur den ,,Rest” des
Lichtes, der nicht absorbiert wird. Im
Falle des Goldes ist das eben die so
geschitzte gelbe Farbe. Im Ubrigen
unterliegen natiirlich auch andere
sehr schwere Elemente dem relativi-
stischen Einfluss. Nicht immer sind
jedoch die Konsequenzen mit einer
Farbinderung verbunden. Aus hier
nicht naher diskutierbaren Griin-
den konnen sich die relativistischen
Einfliisse zum Beispiel auch auf den
Schmelzpunkt auswirken. Der flis-
sige Zustand von Quecksilber bei
Raumtemperatur ist ein derartiges
Beispiel.

Was passiert beim Verkleinern?

Im Jahre 1857 machte kein
Geringerer als Michael Faraday
eine epochale Entdeckung. Er lief§
Goldchlorid in wissriger Losung mit
weiflem Phosphor reagieren, wobei
sich die gelbliche Farbe des Gold-
salzes in ein tiefes Purpurrot ver-
wandelte. Er erkannte wohl, dass der
Grund fiir die Farbe in der Bildung
kleiner Goldpartikel lag (,finely divi-
ded metallic state“). Den physika-
lischen Hintergrund dieser Erschei-
nung konnte er aber nicht wissen.
Man bezeichnet derartige Systeme
heute noch als kolloidale Losungen,
wobei der Begriff , Losung® phy-
sikalisch nicht korrekt ist, da die
farbigen Teilchen keinen moleku-
laren Charakter aufweisen, sondern
wegen ihrer Grofle im Bereich von
mehreren Dutzend Nanometern
(nm) einfallendes Licht noch streuen
(Tyndall-Effekt). In der ersten Hilfte
des 20. Jahrhunderts hat vor allem
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(2) Der Ubergang vom 3D Bulk-Metall (a) iiber den 2D- (b) und 1D-Zustand (c) zum
Quantenpunkt (0D) (d). Die elektronischen Veranderungen werden aus den energie-
abhingigen elektronischen Zustandsdichten ersichtlich. Im 3D-Zustand existiert ein
kontinuierlicher Zusammenhang, bei 2D ergibt sich eine treppenformige Abhingigkeit, bei
1D existieren bereits relativ scharf ausgeprigte Energieniveaus, wihrend im 0D-Zustand
diskrete elektronische Energieniveaus zu erkennen sind, vergleichbar mit den Zustinden
in Atomen und Molekiilen. Aus diesem Grunde werden derartige Quantenpunkte haufig

auch als grofle Atome bezeichnet.

Wilhelm Ostwald die ,,Welt der
vernachlissigten Dimensionen®, wie
er es nannte, intensiv bearbeitet und
die Grundlagen fiir unser heutiges
Verstindnis gelegt. Eine quantita-
tive Beschreibung des Phinomens
der Farbgebung kolloidaler Gold-
partikel erfolgt in der so genannten
Mie-Theorie. Diese erfasst nicht nur
die Teilchengrofle, sondern auch
deren Form sowie das die Teilchen
umgebende Medium. Diese drei
Faktoren beeinflussen die Farbe der
Goldnanopartikel, die von hellrot
tiber purpur bis blau variieren kann.
Neben dem wissenschaftlichen Inte-
resse an derartigen Goldpartikeln
besteht seit historischen Zeiten ein
Verwendungszweck: das Farben von
Glas zum so genannten Rubinglas.

Die physikalischen Grinde fir
die Farbinderungen beim Ubergang
vom metallischen (Bulk) Gold zu
Nanopartikeln erkliren sich aus der
Wechselwirkung von sichtbarem
Licht mit den Oberflichenelek-
tronen der Partikel. Diese fithrt zu
einem oszillierenden System, das,
abhingig von Grofle, Form und
umgebendem Medium, spezifische
Frequenzen des Lichts absorbiert
und die Komplementarfarbe sichtbar
werden ldsst. Der Vorgang ist sche-
matisch in Abbildung (1) gezeigt.

Aufler der Farbe dndert sich
durch die Verkleinerung in den
Nanometerbereich zum Beispiel
auch der Schmelzpunkt. Von 1064 °C
des metallischen Goldes kann sich
der Schmelzpunkt bis auf etwa
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500 °C fuir Partikel in der Groflen-
ordnung von ein bis zwei Nanome-
tern erniedrigen. Grund ist der mit
kleiner werdendem Durchmesser
steigende Anteil der Oberflichena-
tome, die koordinativ schlechter
abgesittigt und damit leichter
beweglich sind.

Es gibt aber groflenabhingige
physikalische Phinomene, die sehr
viel grundlegender und bedeutsamer
sind als Farb- oder Schmelzpunkts-
inderungen. Dies sind in erster Linie
die Anderungen der elektronischen
Verhiltnisse in Nanopartikeln. Die
allseits bekannten typischen metal-
lischen Eigenschaften wie zum
Beispiel die elektrische Leitfahigkeit
sind die Konsequenz sich uiberlap-
pender besetzter und leerer elektro-
nischer Energieniveaus (Binder), die
zur dreidimensionalen (3D) freien
Beweglichkeit der Valenzelektronen
fuhrt (Elektronengas). In einem nur
wenige Atomlagen dicken zweidi-
mensionalen (2D) Film konnen sich
die Elektronen nur noch horizontal

Clnster - Kern

gen, sondern quantenmechanischen
Regeln folgen. Diese dramatischen
Anderungen seien im Folgenden
kurz erliutert. In Abbildung (2)

ist schematisch der Ubergang von
einem 3D Bulk-Metall iiber den 2D-
und 1D-Zustand zum nulldimensio-
nalen Quantenpunkt sowie die damit
verbundenen Anderungen der elek-
tronischen Zustinde gezeigt.

Die entscheidende Frage ist nun,
wie grof} beziehungsweise klein
eine Ansammlung von Atomen
sein muss, um diese Quantisierung
zu erreichen, oder anders ausge-
driickt: wann wird ein Metall zum
Metall? Eine Antwort kann nur
experimentell erarbeitet werden, das
heiffit man muss die elektronischen
Gegebenheiten an unterschiedlich
groflen Metallpartikeln untersuchen,
um den Ubergang vom Bulk zum
Quantenpunkt (oder umgekehrt) zu
finden. In aufwindigen praparativen
Arbeiten wurden tber etwa zwei
Jahrzehnte unterschiedlich grofie
Metallpartikel synthetisiert und ihre

physikalischen Eigen-
schaften untersucht.
Dabei durfte man sich
nicht auf eine einzige

Untersuchungsmethode

w _CPi

QD st -Shitee beschranken, da jede
Ligandhille Methode nur eine Cha-

rakteristik liefert. Erst
aus der Summe mehre-
rer Untersuchungsme-

Litfahiges Subshrat

thoden lisst sich dann
eine zuverlissige Aus-

(3) Skizze einer STS-Anordnung zur Untersuchung der elek-
tronischen Eigenschaften einer einzelnen Metallnanopartikel.

bewegen, wihrend in einem eindi-
mensionalen (1D) Draht die Elektro-
nenbeweglichkeit auf eine Richtung
beschrinkt ist. SchliefSlich stelle man
sich eine Nulldimensionalitit (0D)
vor, also eine derart kleine Spezies,
dass freie elektronische Beweg-
lichkeit in keine Richtung mehr
moglich ist. Solche Partikel werden
als Quantenpunkte bezeichnet, da
sie nun nicht mehr den klassischen
physikalischen Gesetzen unterlie-

sage ableiten. Unab-
hingig von der Art der
Untersuchung ist eine
Tatsache festzuhalten:
Das elektronische Ver-
halten ist temperaturabhingig. Bei
sehr tiefen Temperaturen konnen
schon groflere Metallpartikel Quan-
tisierungseffekte zeigen, wihrend sie
beispielsweise bei Raumtemperatur
noch typische Bulk-Eigenschaften
aufweisen. Aus praktischen Griinden
ist es naheliegend, Raumtemperatur
als Bezugstemperatur zu wihlen. In
diesem Aufsatz kann natiirlich nicht
auf alle erfolgten Untersuchungen
eingegangen werden. Vielmehr soll

im Folgenden nur die modernste und
vielleicht aussagekraftigste Untersu-
chungsmethode kurz vorgestellt und
die Frage nach der entscheidenden
Teilchengrofie beantwortet werden:
Die so genannte Rastertunnelspek-
troskopie (engl. Scanning Tunneling
Spectroscopy, STS), die sich von der
bekannten Rastertunnelmikrosko-
pie (STM) ableitet. Diese Methode
erlaubt einen direkten ,,Blick ins
Innere einer Nanopartikel. Sie
beruht auf dem direkten elektrischen
Kontakt zwischen einer im Idealfall
atomar feinen Metallspitze (Tip) und
einer individuellen Partikel. Beim
Anlegen einer geeigneten Spannung
zwischen Spitze und leitfahigem
Substrat, auf dem die Partikel ruht,
ergeben sich charakteristische Strom-
Spannungskennlinien, aus denen

auf den elektronischen Zustand im
Innern des Teilchens geschlossen
werden kann. In Abbildung (3) ist
eine derartige Anordnung skizziert,
wobei klar ist, dass die Kontaktie-
rung einer derart kleinen Partikel eine
grofle experimentelle Herausforde-
rung darstellt.

Wie aus Abbildung (3) ersicht-
lich, berthrt die Spitze nicht direkt
den Kern der Partikel, sondern eine
Art Schutzschicht. Diese ist aus
mehreren Griinden erforderlich: Die
Synthese und Isolierung derartiger
Partikel ist nur mit derlei Schutzhl-
len méglich. Praktisch bestehen diese
aus geeigneten Ligandmolekiilen, die
tiber kovalente Bindungen mit den
Oberflichenatomen verbunden sind.
Fiir die STS-Untersuchungen muss
die Spitze einen gewissen Abstand
vom Metallkern haben, damit eine
Kapazitit aufgebaut werden kann.
Derart ligandstabilsierte Metallna-
nopartikel unterschiedlicher Grofle
wurden auf diese Weise untersucht.
Wie sich herausstellte, zeigte sich erst
bei einer Kerngrofle von 1,4 Nano-
metern ein Quantisierungseffekt bei
Raumtemperatur, erkenntlich an
einem stufenformigen Verlauf der
Strom-Spannungskennlinie. Nicht-
quantisierte Partikel zeigen eine
lineare Strom-Spannungskennlinie,
die dem Ohm’schen Gesetz, also
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(4a) Strom-Spannungscharakteristik von Au [P(C H,),],Cl, bei Raumtemperatur.
(4b) Eine Abfolge sich wiederholender Elektroneniiberginge.

der klassischen Physik, folgt. Sogar
geringfligig groflere Partikel von
zum Beispiel 1,8 Nanometern ver-
halten sich bei Raumtemperatur
noch klassisch. Abbildung (4) zeigt
die mittels STS-Messung erhaltene
Strom-Spannungscharakteristik einer
ligandstabilisierten Goldpartikel
der chemischen Zusammensetzung
Au,[P(C H,),] ,Cl, deren Metall-
kern aus 55 Goldatomen einen
Durchmesser von nur 1,4 Nanome-
tern besitzt.

Die Strom-Spannungskennli-
nie in Abbildung (4a) bedeutet, dass
zwischen etwa -500 mV und + 500
mV kein Strom fliefit. Der Grund
liegt darin, dass bei -500 mV ein
einzelnes Elektron durch die Ligand-
hiille in den Au55-Kern tbergeht,
dort den Ubertritt weiterer Elektro-
nen durch elektrische Abstoflung
(Coulomb-Blockade) so lange ver-
hindert, bis dieses Elektron bei ent-
sprechender Spannung an die Gegen-
elektrode tibergeht und das nichste
Elektron den Clusterkern erreichen
kann. Bei mehrfacher Wiederholung
des Vorgangs entsteht so eine Trep-
penstufe, wie sie in Abbildung (4b)
gezeigt ist.

Uberginge diskreter einzelner
Elektronen (Single Electron Transi-
tion, SET), wie sie hier beobachtet
werden, sind nur moglich, wenn
in dem Metallkern diskrete Ener-

gieniveaus existieren, also quan-
tenmechanisches Verhalten gege-
ben ist. Dass dies in dem Cluster
Au,[P(CH,),],,Cl bei Raumtempe-
ratur der Fall ist, macht ihn zu einer
bedeutsamen Spezies.

Die Existenz diskreter Energie-
niveaus im Au,,-Clusterkern ldsst
sich unmittelbar demonstrieren,
wenn die Strom-Spannungscha-
rakteristik in modifizierter Form
bei tiefen Temperaturen registriert
wird, namlich indem anstelle der
Stromstirke I die erste Ableitung dI/
dV aufgetragen wird. Anstelle des in
Abbildung (4a) gezeigten horizon-
talen Niveaus fithrt dies zu einem
breiten Minimum, in welchem die
einzelnen Energieniveaus direkt
sichtbar werden. Aus Abbildung (5)
ist dies deutlich zu ersehen.

Ubrigens: Das Wort ,,Cluster
wird gewohnlich anstelle des Aus-
drucks ,Nanopartikel“ benutzt,
wenn das betreffende Teilchen eine
konkrete chemische Zusammen-
setzung aufweist und nicht, wie die
tiblichen Nanopartikel, eine — wenn
auch enge — Groflenverteilung
besitzt.

Die Bedeutung dieses Befundes
hat weit reichende Konsequenzen.
Der beschriebene SET bedeutet
nichts anderes, als dass sich der-
artige Partikel als Einelektronen-
schalter praktisch nutzen lassen

sollten. Dies bedeutet die Existenz
des kleinsten denkbaren elektrischen
Schalters. Freilich gibt es bis heute
noch keinen praktischen Einsatz,

da die technische Umsetzung noch
nicht gelungen ist. Diese Umsetzung
stellt eine riesige Herausforderung
dar, da organisierte Quantenpunkte
untereinander vernetzt und letztlich
mit der makroskopischen Welt ver-
bunden werden miissen. Wie dem
auch se1, wissenschaftlich ist mit
dieser Entdeckung ein Durchbruch
gelungen. Zuletzt sei in Abbildung (6)
ein so genanntes Kalottenmodell von
Au,[P(CH,),],Cl, gezeigt. Man
erkennt Teile der Phenylringe der
P(C,H,),-Liganden auf der Oberfli-
che sowie ein nach vorne zeigendes
Chloratom auf einer der sechs qua-
dratischen Flichen des kuboktae-
drischen Au,,-Clusterkerns.

Gold in der Medizin

Aufgrund seiner Reaktionstrag-
heit wurde Gold in der Vergangenheit
in der Medizin nur selten verwendet.
Einige Goldverbindungen wurden
mit mehr oder weniger Erfolg in der
Behandlung rheumatischer Erkran-
kungen eingesetzt. Der Nutzen dieser
Therapien konnte zwar durch den
Einsatz radioaktiven Goldes etwas
verbessert werden, hat sich aber
nach wie vor, entweder aufgrund der
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il e : oben genannten Griinden. Um das
urspriingliche wasserunlosliche
0.8 Au,[P(C H,),] ,Cl, wasserlslich
zu machen, eine Voraussetzung,
g 0.5 um mit der in wissriger Losung
< .. vorliegenden DNA wechselwirken
E ' zu konnen, wurde das hydrophobe
T P(C H,), durch das wasserlésliche
P(C H,),C.H,SO,H oder dessen
0.0 Na*-Salz ersetzt. Dieser Befund legt
, : : naturgemafd nahe, dass derart ver-

0,2 1 1

0.0 0.5 1.0
Bias (V)

(5) Visualisierung der elektronischen Energieniveaus im Au55-Clusterkern von
Au,[P(CH,),],,Cl, bei 7 K (Pfeile). Die beiden Kurven a und b resultieren aus Mes-
sungen an unterschiedlichen Stellen auf der Clusteroberfliche, aber in gleichem Abstand
der Messspitze. Die Energieabstinde betragen 170 mV.

schlechten Wirksamkeit oder wegen
der hohen Nebenwirkungsrate beim
Einsatz von Goldsalzen nicht durch-
gesetzt. Die Hauptverbreitung erfahrt
Gold aufgrund seiner Korrosionsbe-
standigkeit nach wie vor in der Zahn-
medizin als Zahnersatz oder -fill-
stoff. Reines Gold ist als ,,Zahngold“
nicht geeignet, da es viel zu weich ist,
so dass Goldlegierungen verwendet
werden. Die berichteten allergischen
Reaktionen auf Zahngold lassen sich
am ehesten durch Legierungszusitze
erklaren.

Erst in den letzten Jahren sind
verstarkt Ansitze zu beobachten,
Gold fiir therapeutische Zwecke ein-
zusetzen. Zum einen wird versucht,
Goldkolloide in Tumoren anzurei-
chern und anschlieflend eine laser-
induzierte thermische Behandlung
durchzufiihren. Auf der anderen Seite
sollen Goldnanopartikel als Trans-
porter fir Medikamente oder Wirk-
stoffe eingesetzt werden. In all diesen
Therapieansitzen ist Gold nicht der
eigentliche therapeutische Wirkstoff,
sondern wird lediglich indirekt als
scarrier” genutzt.

Die Wechselwirkung
von Au,-Clustern mit DNA

Aus zahlreichen Experimenten
ist bekannt, dass die P(C H,),
Ligandmolekiile im festen Zustand

von Au,[P(C.H,),],Cl, dauerhaft
gebunden sind. In Losung konnen
sich diese Molekiile jedoch leicht
bewegen, dissoziieren auch von
der Oberflache ab und konnen so
moglicherweise durch noch stirker
bindende Molekiile ersetzt werden.
Stirkere Liganden sind unter ande-
rem solche, in denen nicht nur ein
Atom des betreffenden Molekiils
an die Clusteroberflache gebunden
ist wie hier das Phosphoratom,
sondern mehrere Atome sozusagen
einen Teil einer Schale bilden. Man
nennt solche Molekiile auch Chelat-
liganden. Die DNA bildet mit thren
so genannten groffen Furchen ein
solches System. Der Zufall will es,
dass die Hohe dieser grofien Furchen
recht genau dem 1,4 Nanometer-
Durchmesser des Au,,-Kerns ent-
spricht. Die bildhafte Darstellung
einer Molecular Modelling-Rech-
nung in Abbildung (7) zeigt den
perfekten ,,Sitz* ligandfreier Au,,
Cluster in diesen groffen Furchen.
Die chemische Wechselwirkung
zwischen den Goldpartikeln und
der DNA erfolgt tiber die nega-
tiv geladenen Phosphatgruppen,
die im Gertist der DNA zahlreich
vorhanden sind. Zusitzliche Wech-
selwirkungen mit den Basenpaaren
sind jedoch nicht auszuschlieffen.
Die Abspaltung der urspriinglichen
Phosphin-Liganden erfolgt aus den

dnderte DNA in einem biologisch
aktiven System nicht mehr funkti-
onsfihig sein kann oder, mit anderen
Worten: Au,-Nanopartikel miissen
zelltoxisch sein!

In der Tat zeigen Versuche mit
mehr als einem Dutzend humaner
Tumorzelllinien eine ungewohnlich
starke Zelltoxizitat, die diejenige
des bei vielen Tumorerkrankungen
klinisch eingesetzten cis-Platins zum
Teil erheblich tGbertrifft. Beispiels-
weise benotigt man zur Erreichung
des so genannten IC, -Wertes, die
Menge, die erforderlich ist, um 50
Prozent der Zellen abzutoten, bei
Metastatic Melanoma-Zellen nur

(6) Kalottenmodell von Au,[P(CH,),],,ClL.
Der kuboktaedrische Au,,-Kern ist an
seinen zwolf Ecken durch zwolf P(C H,),-
Molekiile und im Zentrum der sechs qua-
dratischen dreimal drei-Flichen durch je ein
Chloratom koordiniert.

etwa ein halbes Prozent der cis-
Platin-Menge bei einem Drittel der
Einwirkungszeit!

Interessant ist der Vergleich der
Toxizitit der 1,4 Nanometer-Au, -
Partikel mit kleineren und grofe-
ren Goldnanopartikeln. Um keine
zusatzlichen Unterschiede in die
Vergleiche mit einzubeziehen, waren
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alle anderen Partikel mit den glei-
chen Phosphin-Molekiilen geschiitzt
wie Au,,. Am Beispiel von HeLa-
Zelllinien sei gezeigt, wie schon
kleine Abweichungen von der offen-
sichtlich idealen 1,4 Nanometer-
Grofle zu weniger Toxizitat fuhrt. In
Abbildung (8) sind die IC, -Werte
von Au-Nanopartikeln mit 0,8 bis
15 Nanometern, alle mit monosul-
foniertem Triphenylphosphin (MS)
belegt, dargestellt. Zusitzlich wurde
mit Tauredon, einem kommerziell
erhiltlichen Thiomalat-Goldkom-
plex, verglichen.

Die Einfiihrung weiterer Sul-
fonsauregruppen in den Liganden
unter Beibehaltung der Grofie des
Clusters (1,4 nm) indert nichts an der
Toxizitat (IC50: 30 #M). Dagegen hat
der Austausch der Donoratome des
Liganden (Phosphor gegen Schwefel)
einen signifikanten Einfluss.

Im Gegensatz zu Aul.4MS ist
der entsprechende Komplex mit
Glutathion, einem natiirlich vor-
kommenden, schwefelhaltigen,
Antioxidans bei gleicher Grofle
wesentlich weniger toxisch, was ent-
weder durch die deutlich stirkere
Gold-Schwefel-Bindung oder die
reduzierende und damit zellscho-
nende Wirkung des Glutathions
erkldrt werden kann.

(7) Au,, Cluster, eingebettet in die chelatar-
tig wirkenden groflen Furchen von DNA.
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(8) IC,, Werte (Mengenangaben in Micromol, #M) fiir unterschiedlich groffe Gold-
Nanopartikel. Die benétigte Menge ist mit 46 #M fiir den Au,,-Cluster (Aul.4MS)
eindeutig am niedrigsten, das heiflt die Toxizitit ist am hochsten.

Zelltod: Nekrose oder Apoptose?

Zur Beantwortung der Frage
nach der Ursache der Toxizitat
mussen zunichst die Mechanismen
des Zelltods betrachtet werden.
Grundsitzlich sind zwei Mechanis-
men des Zelltods bekannt. Schnell
wirkende metabolische Zellgifte,
Zerstorung der Zellorganellen oder
mechanische Uberbeanspruchung
wie Verbrennungen oder Erfrie-
rungen fuhren zu Schidigungen, die
letztendlich zum Platzen der Zelle
und zur Freisetzung des Zellinhaltes
fithren (Nekrose). Da diese Zellin-
halte hochentziindlich sind, geht eine
Nekrose immer mit einer Entziin-
dung einher. Im Gegensatz dazu wird
die Apoptose durch ein ,,Selbstmord-
programm® aktiv von der Zelle selbst
ausgefihrt. Sie ist der natlirliche
Weg des Organismus, Zellen, zum
Beispiel wihrend der Gewebserneu-
erung, gezielt und streng kontrolliert
abzutoten. Uber eine Kaskade ver-
schiedener Prozesse werden Zellor-
ganellen oder Zellkerne in kleine, von
einer Membran umgebenen, Vesikel
fragmentiert und anschlieflend durch
»Fresszellen” (Phagozyten) entsorgt.
Da hierbei die Zellmembran intakt
bleibt, treten keine entziindlichen
Reaktionen auf.

Bei der Nekrose wird, wie oben
schon erwihnt, der Zellinhalt, also
auch die DNA freigesetzt. Diese
freiliegende DNA kann mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid
nachgewiesen werden. Da Propidi-
umiodid jedoch nicht durch intakte
Zellmembranen diffundieren kann,
wird DNA innerhalb einer intakten
Zellmembran, also auch in apopto-
tischen Zellen nicht angefarbr.

Wihrend der Apoptose wird auf
der Membranobertliche verstirkt
Phosphatidylserin prisentiert, das mit
fluoreszenzmarkiertem Annexin-V
sehr spezifisch angefirbt werden
kann.

Mit diesen beiden Fluoreszenz-
farbstoffen kann daher sehr genau
zwischen beiden Mechanismen und
somit auch zwischen nekrotischen
und apoptotischen Zellen unterschie-
den werden.

Unterschiedliche Zelllinien
wurden mit Aul.4MS und Aul.2MS
inkubiert. Nach verschiedenen Inku-
bationszeiten wurde mittels Durch-
flusszytometrie die jeweilige Anzahl
der lebenden, der apoptotischen
beziehungsweise der nekrotischen
Zellen bestimmt. Als negative Kon-
trollen wurden unbehandelte Zellen
herangezogen. Als positive Kontrolle
diente die Inkubation mit dem Apo-
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(9) Bestimmung der Anzahl der lebenden, apoptotischen und nekrotischen Zellen zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Inkubation. A: unbehandelt, B: Staurosporin, C: Aul.2MS nm, D: Aul.4MS.

ptose induzierenden Alkaloid Stauro-
sporin (Abb. 9).

Wihrend die unbehandelten
Zellen nahezu keinen Effekt zeigten
(A), wurde der Zelltod nach Inku-
bation mit Staurosporin nahezu aus-
schliefflich durch Apoptose verursacht
(B). Im Falle der Goldnanopartikel
zeigt sich ein differenzierteres Bild.
Nach Inkubation mit Au 1.4 MS geht
der Zelltod relativ langsam vonstatten
und wird bel insgesamt geringerer
Toxizitit sowohl durch Apoptose als
auch durch Nekrose verursacht (C).
Au 1.4 MS totet die Zellen schneller
ab und nach anfinglicher Apoptose
tiberwiegt die Nekrose als Ursache
deutlich (D).

Bei kritischen biologischen Pro-
zessen wie zum Beispiel der Blutge-
rinnung oder der Apoptose — es soll ja
lediglich das Blut in der Wunde gerin-
nen oder nur eine einzelne, gescha-
digte Zelle abgetotet werden — bedarf
es eines ausgefeilten ,,Feintunings®.
Dieses wird oft durch Kaskaden nach-

geschalteter, von einander abhingigen
Reaktionen, deren einzelne Schritte
enzymatisch kontrolliert werden,
erreicht. In der Steuerung der Apop-
tose sind proteolytische Enzyme aus
der Familie der Caspasen (Cysteinyl-
Aspartat spezifische Proteasen)
wichtige Stellschrauben bei dieser
Feinsteuerung. Eine direkte Messung
der Caspase-Aktivititen sollte eine
weitere Differenzierung zwischen
Apoptose und Nekrose ermoglichen.

Hierzu wurden die Zellen erneut
mit Au 1.4 MS und mit Staurosporin
inkubiert und zu verschiedenen Zeit-
punkten die Aktivitat der Caspasen 3
und 7 bestimmt.

Aus Abbildung (10) geht hervor,
dass Staurosporin die Caspaseakti-
vitat innerhalb von sechs bis zehn
Stunden versechsfacht, wihrend nach
Inkubation mit Au 1.4 MS lediglich
ein geringer Effekt (Faktor 2) zu
beobachten ist.

Die zentrale Rolle der Caspasen
bei der Vermittlung der Apoptose

wird dadurch belegt, dass durch
Zusatz eines Caspase-Inhibitors die
Apoptose unterdriickt werden kann,
wihrend die Nekrose davon nicht
beeinflusst werden sollte.

Bei Zusatz des Caspase-Inhibitors
erhéht sich die Uberlebensrate der
Staurosporin behandelten Zellen von
47 Prozent auf etwa 90 Prozent, wih-
rend die mit Au 1.4 MS behandelten
Zellen keinerlei Anstieg in der Uber-
lebensrate zeigen (Abb. 11).

All diese Befunde fiithren zu dem
Schluss, dass die hohe Toxizitit von
Au 1.4 MS auf der Einleitung einer
Zellnekrose beruht und nicht, oder
nur zum kleineren Teil durch einen
programmierten Zelltod vermittelt
wird.

Ursachen der Nekrose —
,oxidativer Stress“?

Wie oben erwihnt, konnen die
verschiedensten Ursachen als Auslo-
ser fiir ein nekrotisches Geschehen
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(11) Uberlebensraten der HeLa Zellen nach Staurosporin- beziehungsweise
Au 1.4 MS-Behandlung mit und ohne Zusatz des Inhibitors.

fungieren. Ein wichtiger Mechanis-
mus ist die Bildung reaktiver Sau-
erstoff-Spezies in der Zelle, die zu
Verinderungen der Protein- und
Lipid-Oxidation sowie zur Schi-
digung von Zellorganellen fithren.
Mit geeigneten Fluoreszenzfarb-
stoffen kann direkt die Konzentra-
tion dieser reaktiven Sauerstoffspe-
zies gemessen werden. Durch die
entsprechenden Messungen konnte
nachgewiesen werden, dass sowohl
Au 1.4 MS als auch Wasserstoff-
peroxid als Positiv-Standard intra-

zellular reaktive Sauerstoffspezies
bilden, wihrend diese nach Inku-
bation mit 15 Nanometer grofen
Goldpartikeln oder 1.4 Nanome-
ter-Glutathionkomplexen nicht zu
beobachten waren. Die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies durch
Au 1.4 MS steht in Einklang mit
dessen nachgewiesener hoher kata-
lytischer Oxidationsaktivitit, die
ihrerseits auf der Partikelgrofie und
-struktur sowie auf den besonde-
ren elektronischen Eigenschaften
basieren (s. oben).

Insbesondere die Schidigung der
Mitochondrien, den , Kraftwerken®
der Zelle, fithrt zum Zusammen-
bruch der Energieversorgung und
somit zum Zelltod durch Nekrose.
Die Permeabilitdt der Mitochon-
drien-Membran ist ein entschei-
dender Faktor fir deren ordnungs-
gemifle Funktion. Mit dem Fluores-
zenzfarbstoff JC-1 steht ein Marker
zur Verfugung, der sich in intakten
Mitochondrien in hohen Konzen-
trationen anreichert, dabei dimeri-
siert und rot fluoresziert. Bei einer
»Leckage® der Mitochondrien wird
JC-1 aus den Mitochondrien frei-
gesetzt, dabei verdiinnt, das Dimer
dissoziiert und besitzt als Monomer
eine grine Fluoreszenz. Mit dieser
Methode lassen sich somit intakte
und geschidigte Mitochondrien
sehr gut unterscheiden. Diese Mito-
chondrienschidigung konnte fiir
Au 1.4 MS nachgewiesen werden,
da nach der Behandlung von HeLa-
Zellen die Fluoreszenz innerhalb
von 24 Stunden nahezu vollstindig
von rot nach griin umschlug.

Erste in vivo-Versuche

Aufgrund der hohen Toxizi-
tit von Au 1.4 MS in Tumorzellen
wurde tberlegt, ob sich der Cluster
eventuell als Tumortherapeutikum
eignen konnte. Zur Beantwortung
dieser Frage miissen Experimente
im lebenden Organismus durch-
gefihrt werden, da grundlegende
Parameter weder simuliert noch in
Zellexperimenten geklirt werden
koénnen. Beispielsweise konnen der
Transport iiber die Blutbahn zum
Tumor (,tumor targeting®) oder die
Verstoffwechselung einer Substanz
in der Leber nur tierexperimentell
erfasst werden. Daher wurden erste
orientierte Experimente mit tumortra-
genden Mausen durchgefiihrt.

In immundefizienten Nacktmau-
sen wurde subkutan ein humanes
Nierenkarzinom induziert und die
Tiere im dreitagigen Abstand mit 25,
50 oder 75 Milligramm Au 1.4 MS pro
Kilogramm Koérpergewicht behan-
delt. Die Wirksamkeit wurde anhand
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(12) Zerfallsschema von Gold-198.

des Tumorwachstums beurteilt. Die
Behandlung mit Au 1.4 MS hat kei-
nerlei Einfluss auf das Tumorwachs-
tum; die Tumore wachsen genau so
schnell wie die in der unbehandelten
Kontrollgruppe.

Um die Frage zu beantworten,
ob Au 1.4 MS den Tumor tiberhaupt
erreicht, wurden die Tiere am 1. und
am 35. Tag nach der letzten Injektion
getotet, die wichtigsten Organe und
Gewebe (Tumor, Herz, Leber, Lunge
und Blut) entnommen und der Gold-
gehalt mittels Neutronenaktivierungs-
analyse (NAA) quantitativ bestimmt.

Die NAA ist eine elegante und
uberaus empfindliche Analyseme-
thode zur Bestimmung von kleinen
Goldmengen. Hierzu wird ein Ele-
ment, im vorliegenden Fall natlirlich
vorkommendes [ Au]Gold, in einem
Kernreaktor mit thermischen (lang-
samen) Neutronen bestrahlt. Dabei
wird vom Atomkern ein Neutron
eingefangen ohne dass ein Teilchen
emittiert wird. Die Massenzahl erhoht
sich dadurch um 1, wihrend die Ord-
nungszahl (Protonenanzahl) gleich-
bleibt.

So entsteht aus [”Au]Gold das
Isotop [*Au]Gold in einem hoch-
angeregten Zustand, der sehr schnell
unter Aussendung eines Gamma-
quants zum Grundzustand zerfallt.

197 A4 (n,y) 198 Ay
79 79
[“8Au]Gold ist radioaktiv und zerfillt
mit einer Halbwertszeit von 2,7 Tagen
unter Emission von Beta-Strahlung
und Gamma-Quanten zu ['*Hg]
Quecksilber (s. Schema in Abb. 12).

2505 108%HF kev
19,997 |
2305 UA1, 7 kev
14 T
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Durch Messung der Gamma-
strahlung kann der Goldgehalt der
Probe quantitativ bestimmt werden.

Ein wesentlicher Vorteil der NAA
ist die Unabhangigkeit von der Pro-
benmatrix. Dabei ist es unerheblich,
ob es sich um biologische, anorga-
nische oder organische Proben han-
delt — es wird selektiv immer nur die
Goldmenge bestimmt.

Selbstverstandlich werden auch
andere in der Probe vorhandene Ele-
mente aktiviert. So entstehen in biolo-
gischen Proben tiber die Reaktion

grofle Mengen an [**Na]Natrium
Dieses besitzt allerdings eine Halb-
wertszeit die mit 15,9 Stunden
erheblich kiirzer ist als die von
[*Au]Gold (2,7d), so dass man die
Proben vor der Analyse ,,abkiih-
len® lassen kann. Dartber hinaus
ist es moglich, mit einem hochauf-
l6senden Germaniumdetektor die
diskreten Energien der Gamma-
quanten (['"*Au]Gold: 411,8 keV,
98,99 Prozent) zu messen.

Die Ergebnisse der NAA der
Organproben sind in Abbildung
(12) zusammengefasst.

Au 1.4 MS wird sehr schnell
aus dem Blut eliminiert und zu
nahezu gleichen Teilen von Leber
und Niere aufgenommen. Die Ver-
weilzeit im Korper ist relativ lang,
so dass auch nach 35 Tagen noch
erhebliche Goldmengen im Korper
gefunden werden. Die Aufnahme
im Tumor ist nachweisbar, unter-
scheidet sich aber praktisch nicht
von anderen Geweben. Auch die
Verweildauer im Tumor unterschei-
det sich kaum von der in den ande-
ren untersuchten Organen.
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(13) Organverteilung von Au 1.4 MS in tumortragenden Mausen.
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Zusammenfassung

Gold, aber auch andere Metalle,
verandern beim Verkleinern in den
Nanometerbereich ihre bekannten
Eigenschaften spontan und drama-
tisch. Es gelten dann nicht mehr die
klassischen physikalischen Gesetze
fir makroskopische Metalle, son-
dern quantenmechanische Regeln,
die sich vor allem in der Ausbildung
diskreter elektronischer Energieni-
veaus anstelle des dreidimensionalen
Elektronengases in massiven Metal-
len widerspiegeln. Hieraus erfolgen
vollig neue Anwendungsmoglich-
keiten, die einen nicht unerheblichen
Teil der derzeitigen Nanowissen-
schaften pragen. Aus biologischer
Sicht ist bedeutsam, dass Gold-
Nanopartikel (Gold-NPs) bei
weitem nicht so inert sind, wie lange
Zeit angenommen. Im Gegenteil:
Auf der Nanometerskala besitzt
Gold die Fihigkeit, mit DNA zu
interagieren. Dartiber hinaus zeigen
Gold-NPs groflenabhingig eine
ausgepragte Zelltoxizitit, indem sie
intrazellulir die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies induzieren und die
Mitochondrien schidigen. Dadurch
bricht der Energiestoffwechsel der
Zelle zusammen, was sehr schnell
zum Zelltod durch Nekrose fiihrt.
Die Frage, ob sich Gold-NPs in der
Tumortherapie einsetzen lassen,
kann noch nicht abschlieffend beant-
wortet werden. Es ist sicherlich ein
besseres tumor targeting notig, was
beispielsweise durch das Einbrin-
gen von ,Ankermolekiilen® in die
Liganden erreicht werden konnte.
Durch die nachgewiesene Toxizitit
von Au 1.4 MS stellen sich auch
fir die Zukunft zahlreiche neue
Fragen. Zum Beispiel sollte unter-
sucht werden, welche Effekte bei der
Inhalation dieser Partikel auftreten,
um sie in der so genannten ,,Fein-
staub-Diskussion entsprechend
bewerten zu konnen.

Summary

Gold and other metals spontane-
ously and dramatically change their
known properties if reduced in size
to the nanometre scale. The classi-
cal physical laws for macroscopic
metals are then no longer valid, but
quantum mechanical rules, especially
reflected by the formation of discrete
electronic energy levels instead of
the three-dimensional electron gas in
bulk metals. From this, completely
novel applications follow, repre-
senting a significant part of current
nanosciences. From a biological
point of view, it is important to note
that gold nanoparticles are far from
being as inert as has been expected
for a long time. On the contrary:

on the nanometre scale gold has

the ability to interact with DNA.
Moreover, gold nanoparticles show
pronounced size-dependent cell tox-
icity by inducing the formation of
intracellular reactive oxygen species
which damage the mitochondria. As
a consequence, the energy metabo-
lism in the cell collapses, leading to a
fast cell-death by necrosis. The ques-
tion whether gold nanoparticles can
be used in tumour therapy cannot
be conclusively answered. For sure,
a better tumour targeting will be
necessary that could be reached for
example by using ligands modified
by “anchor molecules”. By proving
the toxicity of Au 1.4 MS, numerous
questions can be asked. For instance,
it should be investigated which
effects will occur by inhalation in
order to be able to evaluate them in
the present fine-dust discussion.
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