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Lichtgesteuerte geordnete Abscheidung
von Nanopartikeln**

Tobias Vossmeyer, Erica Delonno und
James R. Heath*

Die Entwicklung von Methoden, mit denen Nanopartikel
gezielt in chemisch und strukturell komplexe Umgebungen ein-
gebaut werden koénnen, ist eine Hauptaufgabe im Zusammen-
hang mit der Anwendung von Halbleiter- und Metall-Nano-
kristallen.[*! Insbesondere die Verwendung derartiger Partikel
in Schaltelementen erfordert oft ihre prizise Plazierung auf
einem Triger. Neuere Methoden nutzen das Bedampfen einer
Oberfliche, die zum Teil mit
einer Maske bedeckt ist,
oder Lithographie/Atztech-
niken, um ein aus zwei un-
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binatorische Festphasensynthese von Peptiden.I’! Wir berichten
nun Gber eine Erweiterung dieser Methode, die die lichtgesteuer-
te Anordnung von Goldnanopartikeln auf Glas- und Silicium-
trdgern ermoglicht. Der erste Aufbauprozel3 ist dabei zwar
rdumlich selektiv, jedoch nicht besonders effizient. Die gebun-
denen Partikel fungieren dann aber als chemisch selektives
»Substrat® fiir das Ankniipfen difunktioneller Liganden. Wir
zeigen, dal} sich diese Selektivitidt nutzen 146t, um das erste —
photochemisch erzeugte — Muster zu verstirken und so beliebig
dicke gemusterte Partikelfilme zu erzeugen.

Die lichtempfindlichen Tréger erhielten wir folgendermalen:
Wir behandelten gereinigte Silicium- oder Glaspldttchen mit
(3-Aminopropyl)ethoxydimethylsilan (die Verwendung des
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Abb. 1. Reaktionsschema fiir die lichtgesteuerte geordnete Abscheidung von Au-Nanopartikeln auf Glas- und Siliciumtrigern. Ein
mit Aminogruppen funktionalisierter Trager wird mit NVOC-GLY unter Bildung einer lichtempfindlichen Oberfliche umgesetzt
(I). Beim Belichten durch eine Mikrochipmaske entsteht ein Muster aus freien und geschiitzten Aminogruppen (II), das mit einer
L3sung Amin-stabilisierter Au-Nanopartikel behandelt wird (III). Die Au-Nanopartikel lagern sich {ber eine Ligandenaus-
tauschreaktion in den Gebieten mit freien Aminogruppen ab. Um die Zahl der selektiv gebundenen Partikel zu erhéhen, werden
die oberflichengebundenen Au-Nanopartikel anschlieBend mit Dithiolen verkniipft (IV). Erneutes Eintauchen der Probe in eine
Au-Nanopartikellésung (V) fiihrt zur Verkniipfung von geldsten und bereits gebundenen Partikeln.

Monoalkoxysilans ist entscheidend, um eine Polymerisation des
Silans zu vermeiden und die glatte Trageroberfliche zu erhalten)
und setzten anschlieBend die Aminogruppen mit der Carboxy-
gruppe von Nitroveratryloxycarbonylglycin (NVOC-GLY) zu
einer Probenoberfliche mit endstdndigen NVOC-Gruppen um
(Abb. 1). NVOC ist eine photochemisch spaltbare Schutz-
gruppe fiir primire Aminogruppen und wird in der Festphasen-
synthese von Peptiden verwendet.®~ 71 Durch Belichten des
mit einer Mikrochipmaske abgedeckten Trigers mit UV/Vis-
Strahlung wurde photochemisch ein Muster freier und geschiitz-
ter Aminogruppen erhalten. Dieses konnte nach Umsetzen der
freien Aminogruppen mit ATTO-TAG, einem spezifischen
Fluoreszenzmarker fiir primére Aminogruppen, unter dem
Fluoreszenzmikroskop iiberpriift werden.
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Um an die freien Aminogruppen des Musters Goldnanokri-
stalle zu binden, stellten wir eine Lésung von Goldnanoparti-
keln mit einer Hiille aus 1-Dodecylamin in Toluol her (2.6 nm
Durchmesser der Au-Kerne).[®! Diese Partikel sind eher kine-
tisch als thermodynamisch stabilisiert. Sie gehen einen raschen
Ligandenaustausch mit den oberflichengebundenen Amino-
gruppen ein, so daB3 ihre selektive Bindung an die gemusterte
Tréageroberflache erreicht wird. Dieser Zwei-Phasen-Liganden-
austausch wird ferner dadurch begiinstigt, daB3 er mit der Ab-
scheidung der Partikel auf der Probenoberfliche einhergeht.
Nachdem die gemusterten Trédger mehrere Stunden in der Gold-
nanopartikellosung belassen worden waren, konnte man die
Bindung der Partikel an den Trédger in manchen Fallen mit dem
bloBen Auge wahrnehmen. Um die Zahl der gebundenen Parti-
kel zu erhohen, setzten wir die oberflichengebundenen Goldna-
nokristalle mit 1,8-Octandithiol um, so daf3 in diesen Bereichen
freie, an die Oberfliche gebundene Thiole erhalten wurden. An-
schlieBend wurden die Trégerpldttchen erneut in die Partikel-
16sung getaucht, um weitere Goldnanokristalle an die bereits
gebundenen zu binden. Dieser Vorgang konnte mehrmals wie-
derholt werden. Auf diese Weise liel3 sich der Kontrast des
Mikromusters einfach steigern, so dal3 es mit blofem Auge
oder durch ein Lichtmikroskop leicht zu erkennen war. Ab-
bildung 2a zeigt das mit einer CCD-Kamera aufgenommene

Q) s 30 um

b) w— 30 um c) 10 pm

Abb. 2. a) Lichtmikroskopische Aufnahme von geordnet auf einem Glastriger vor-
liegenden Au-Nanopartikeln (dunklere Bereiche). Um einen guten Kontrast zu er-
halten, wurde der Amplifizierungsschritt (siche Text) viermal durchgefiihrt.
b) SEM-Aufnahme von Au-Nanopartikeln (hellere Bereiche) auf einem Siliciumtra-
ger. Die Aufldsung der lichtgesteuerten Partikelbindung betrdgt mindestens 3 pm.
Der Amplifizierungsschritt wurde dreimal durchgefiihrt. ¢) SEM-Aufnahme bei
stirkerer VergroBerung. Diese Aufnahme zeigt, dal auch nichtselektive Bindung
eintritt, die auf Kérnchenbildung durch Partikelagglomeration zuriickzufiihren ist.
Die Kornchen sind iiber das gesamte Muster verteilt.

lichtmikroskopische Bild eines verstarkten Musters. Die Struk-
tur der Mikromaske ist deutlich zu erkennen, was die erfolgrei-
che lichtgesteuerte geordnete Ablagerung der Goldnanopartikel
belegt.

Mikromuster auf Silicium-Wafern wurden mit einem Raster-
elektronenmikroskop (SEM) abgebildet (Abb. 2b,c). Aus Ab-
bildung 2 ¢ geht hervor, dall das Verfahren nicht vollig selektiv
fiir die belichtete Oberflidche ist, da auch in unbelichteten Ober-
flichenbereichen einige Au-Nanokristallkérnchen vorkommen.
Das Mikromuster kann ferner mit einem im Kontaktmodus
arbeitenden Kraftmikroskop abgebildet werden. Diese Aufnah-
men bestitigen, daB das Verfahren zur Partikelanordnung
rdumlich nicht vollig selektiv ist, liefern aber keine neuen Infor-
mationen.

Der Grad an Selektivitit des Verfahrens wurde anhand ma-
kroskopischer Muster auf Glastrdgern, die UV/Vis-spektrosko-
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pisch gepriift werden konnten, quantifiziert. In Abbildung 3
sind drei Absorptionsspektren gegeniibergestellt. Spektrum a ist
das einer Lésung von Goldnanopartikeln. Die Spektren b und
c wurden von derselben Glasplatte aufgenommen und entspre-
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Abb. 3. UV/Vis-Absorptionsspektren von Au-Nanopartikeln in Toluol (a) und auf
vor der Partikelbindung belichteten (b) bzw. unbelichteten Bereichen eines Glastra-
gers (¢). Der Amplifizierungsschritt wurde dreimal durchgefithrt. Die Plasmonab-
sorption bei etwa 2.1 eV ist in Spektrum b etwa siebenmal stirker als in Spektrum
c, was auf etwa 15% nichtselektive Partikelbindung schlieBen 146t. Weitere Einzel-
heiten siche Text. A = Extinktion.

chen Gebieten, die vor der Bindung der Goldnanopartikel be-
lichtet bzw. nicht belichtet worden waren. Die Plasmonbanden
bei etwa 2.1 bzw. 2.4 eV sind die optische Signatur der Gold-
nanopartikel und in allen drei Proben nachweisbar. Aus ihren
relativen Intensitdten 1d8t sich auf einen Anteil an unspezifi-
scher Bindung von etwa 15% schlieen. Die Verschiebung und
Verbreiterung der Plasmonbande bei den trigergebundenen
Partikeln ist vermutlich auf Unterschiede in der dielektrischen
Umgebung und auf Partikel-Partikel-Wechselwirkungen zu-
riickzufithren. Dazu paBt, daB die Bande in Spektrum b stiarker
verschoben ist als die in Spektrum c, was fiir stirkere Partikel-
Partikel-Wechselwirkungen im dickeren Film spricht.

Die hier beschriebene Methode zur lichtgesteuerten Anord-
nung von Nanopartikeln ist ein allgemeines Verfahren, das auch
fiir die Herstellung komplexer Nano-/Mikrostrukturen in Frage
kommen sollte. Da ein oberflichengebundenes Amin in ein
Thiol iiberfiihrt werden kann, sollte auch die lichtgesteuerte
geordnete Abscheidung von CdS-, CdSe- und anderen Halblei-
ter- oder Metallpartikeln méglich sein. Durch schrittweises Ent-
schiitzen und Derivatisieren der Oberflichengruppen sollten
dariiber hinaus auch Strukturen aus unterschiedlichen Arten
von Nanopartikeln zugénglich sein. Von groBem Interesse sind
die elektronischen, optischen und katalytischen Eigenschaften
derartiger Strukturen und natiirlich der Versuch, die Dimensio-
nen der hergestellten Muster durch Verwendung optischer Nah-
feldtechniken und fester Tauchlinsen bis in den Submikrometer-
bereich zu verkleinern.

Experimentelles

Lichtempfindliche Glas- und Siliciumtréger: Mikroskopier-Deckgldschen bzw. Sili-
cium-Wafer wurden wie in Lit. [9] beschrieben gereinigt und bis zum Gebrauch unter
entionisiertem Wasser (18.2 MQcm) aufbewahrt. Die Umsetzung mit (3-Aminopro-
pyhethoxydimethylsilan fithrten wir nach Haller [10] durch: Die getrockneten Tra-
ger wurden unter Argon in einer 3.0mM Losung des Silans in wasserfreiem Toluol
ca. 12 h unter Riickfluf erhitzt. NVOC-GLY wurde wie in Lit.[7] beschrieben herge-
stellt und entsprechend den Standardverfahren fiir die Festphasensynthese von Pep-
tiden[11] mit den Aminogruppen des Trigers verkniipft. Dabei wurde Diisopropyl-
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carbodiimid eingesetzt, um die freie Carboxygruppe in NVOC-GLY zu aktivieren.
Die lichtempfindlichen Triger wurden bei — 18 °C unter Argon aufbewahrt und
innerhalb einer Woche fiir die lithographischen Versuche eingesetzt. Alle Umsetzun-
gen mit der lichtempfindlichen NVOC-Gruppe erfolgten in einer Dunkelkammer.

Photolytisches Entschiitzen von oberflichengebundenem NVOC-GLY: Die licht-
empfindlichen Triger wurden mit einer Mikrochip- oder einer makroskopischen
Maske abgedeckt und mit einer 1000-W-Wolfram-Halogenlampe etwa 40 min be-
strahlt. Um eine Schiadigung der Probe durch kurzwellige UV-Strahlung zu vermei-
den, wurde ein 340-nm-Filter verwendet. Der Erfolg der NVOC-Abspaltung konnte
durch Behandeln der freien Aminogruppen mit ATTO-TAG (Molecular Probes)
geprift werden[12]. Dazu wurden die Trdgerscheiben unter einem Reichert-Jung-
MET-Fluoreszenzmikroskop mit einer RCA-Siliciumverstarkungskamera aufge-
nommen.

Kupplung der Goldnanopartikel an die Aminogruppen der Trigeroberfliche: Die
mit 1-Dodecylamin stabilisierten Goldnanopartikel von 2.6 nm Durchmesser wur-
den entsprechend Reaktionsschema 1 in Lit. [8] hergestellt. Fiir ihre Umsetzung mit
den lithographisch gemusterten Trégern wurden sie in Toluol gel6st, wobei die
Konzentration einer optischen Dichte von 0.5 bei 0.5 cm Weglinge und 550 nm
entsprach. In dieser Lésung wurden die Trédger ca. 12 h bei Raumtemperatur belas-
sen. Um die Zahl der gebundenen Partikel zu erhéhen, wurden die Trdger mit Toluol
und Aceton gewaschen und anschlieBend 1 h in eine Lésung aus 100 pL (0.5 mmol)
1,8-Octanthiol in 5 mL Aceton getaucht. Nach dem Waschen der Tréger mit Toluol
wurden sie erneut ca. 12 h mit einer frischen Nanopartikellésung behandelt. Dieser
ProzeB konnte mehrere Male wiederholt werden. Der Anteil unspezifischer Bindung
wurde UV/Vis-spektroskopisch an einem makroskopischen Muster auf einem Glas-
pldttchen mit einem Diodenarray-Spektrophotometer 8451 A von Hewlett-Packard
ermittelt.

Aufnahmen von Proben mit selektiv gebundenen Goldnanopartikeln: Fiir die
SEM-Aufnahmen wurde ein bei 15 kV arbeitendes Cambridge-360-Rasterelektro-
nenmikroskop verwendet. Die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden im Refle-
xionsmodus mit einem umgebauten und mit einer CCD-Kamera ausgeriisteten Rei-
chert-Jung-Polyvar-Infrapol-Mikroskop gemacht.

Eingegangen am 29. November 1996 [Z29835]
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Proteasekatalysierter Peptidaufbau vom
N- zum C-Terminus: eine vorteilhafte Strategie**

Frank Bordusa, Dirk Ullmann und
Hans-Dieter Jakubke*

Mit chemischen Kupplungsmethoden ist es wegen des perma-
nenten Racemisierungsrisikos als Folge der notwendigen Akti-
vierung der Carboxykomponente nicht méglich, eine schrittwei-
se Peptidsynthese vom N- zum C-Terminus durchzufithren. Da
aber die ribosomale Polypeptidsynthese in N — C-Richtung
verlduft, sollte die Entwicklung einer addquaten Synthesestrate-
gie nicht nur von akademischem Interesse sein, zumal selbst bei
den dominierenden schrittweisen Aufbaustrategien vom C-Ter-
minus unter Verwendung von N-Schutzgruppen des Urethan-
typs, wie bei der Merrifield-Synthese, ein absoluter Ausschluf
partieller Epimerisierung nicht garantiert werden kann.t! Dar-
iiber hinaus konnte erst kiirzlich am Beispiel der Synthese eines
Tripeptides nach der Merrifield-Methode durch Kapillarelek-
trophorese eine Racemisierung von 0.3-0.4% bei jedem Syn-
theseschritt nachgewiesen werden.!?! Da die ribosomale Pepti-
dyl-Transferase nur im intakten Ribosom katalytisch aktiv ist,
ist eine In-vitro-Nutzung dieses Enzyms nicht moglich. Aller-
dings bietet sich mit dem reversen Hydrolysepotential von Pro-
teasen eine alternative enzymatische Synthesestrategie an.!’!

In dieser Zuschrift wird ein enzymatisches Verfahren unter
Einbeziehung der Cystein-Protease Clostripain vorgestellt, wel-
ches das Prinzip des schrittweisen Peptidaufbaus in N — C-
Richtung am Beispiel eines einfachen Modellpeptides demon-
striert. Zur Verdeutlichung der Vorteile enzymkatalysierter
Peptidsynthesen, die unter milden, 6kologisch vorteilhaften Be-
dingungen ablaufen und aufgrund der Stereo- und Regiospezifi-
tit der Enzyme Racemisierungssicherheit garantieren und
keinen zusdtzlichen Seitenkettenschutz erfordern, wurde als
Modellpeptid das ausschlieBlich aus trifunktionellen Amino-
sduren bestehende Tetrapeptid H-Lys-Tyr-Arg-Ser-OH 8 ausge-
wahlt. Die schrittweise enzymatische Synthese dieses Peptides
wird durch das Syntheseschema in Abbildung 1 illustriert.

Lys Tyr Arg Ser
‘ !
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Abb. 1. Schema der proteasekatalysierten Synthese des Tetrapeptides H-Lys-Tyr-
Arg-Ser-OH 8. a) und c¢): Clostripain, 0.025M Boratpuffer, pH 8.0, 25°C,
1=8mM, 2 =24mM, 5=10mM, 6 = 50 mMm; b): Chymotrypsin, 0.025 M Borat-
puffer, pH 9.0, — 25°C, 3 =10 mMm, 4 =70 mMm; d): katalytische Hydrierung mit
10% Pd/C.
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