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Helicale Kristallisation von Proteinen auf
Kohlenstoffnanorohren: ein erster Schritt zur
Entwicklung neuer Biosensoren**

Fabrice Balavoine, Patrick Schultz, Cyrille Richard,
Véronique Mallouh, Thomas W. Ebbesen und
Charles Mioskowski*

Seit ihrer Entdeckung 19910 haben Kohlenstoffnanoroh-
ren wegen ihrer besonderen Struktur betrichtliches Interesse
erregt: Es sind mehrere Mikrometer lange Rohren mit einem
Durchmesser von nur wenigen Nanometern. lhre hervor-
ragenden mechanischen und elektronischen Eigenschaften[®
haben aus ihnen vielversprechende Nanomaterialien fiir neue
Anwendungen in Chemie und Physik, besonders fiir neue
Entwicklungen in der Nanotechnologie gemacht. Es ist bis
jetzt aber nur iiber wenige Anwendungen in der Biologie
berichtet worden. Kleine Proteine wurden in den Hohlraum
offener Nanorohren eingebracht, und diese bilden so natiir-
liche Nanoreagensgliser.’! Es ist ebenfalls von groBem
Interesse, die duBere Oberfliche dieser Kohlenstoffnanorsh-
ren mit biologischen Makromolekiilen wie Oligonucleoti-
den™ oder Proteinen zu beschichten. Solche Vorrichtungen
konnten die Entwicklung neuer Biosensoren und bioelektro-
nischer Nanomateralien férdern, wobei die spezifischen bio-
molekularen Erkennungseigenschaften der immobilisierten
Makromolekiile genutzt wiirden.

Fiir diese Zwecke miissen die fiir die spezifische Erkennung
erforderlichen Funktionseinheiten auf der du3ere Oberflache
der Kohlenstoffnanorchren dicht gepackt vorliegen, und das
Protein mufB3 funktional sein. Ein gutes Kriterium fiir die
Erhaltung der funktionalen Eigenschaften des Proteins ist
seine Fihigkeit, ein geordnetes Netz zu bilden. Tatséchlich
sind die zylindrische Form, die perfekte Geradlinigkeit und
die auBergewohnliche Starrheit!’! der Kohlenstoffnanordhren
ideale Voraussetzungen fiir das Wachstum helicaler Protein-
kristalle auf ihrer Oberfliche (Abbildung 1).

Diese Nanorohren sind einfach zu handhaben und konnen
in Gramm-Mengen mit der Bogenentladungsmethode® her-
gestellt werden. Diese Methode fiihrt zur Bildung von
mehrwandigen Nanorohren (MWNTs), die aus mehreren
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der helicalen Kristallisation von
Proteinen auf der dufleren Oberfliche einer Kohlenstoffnanorshre.

coaxialen Graphitschichten bestehen. Der R6hrendurchmes-
ser weist eine breite Verteilung auf, die von 2 bis 30 nm reicht.
Ein solches polydisperses Material konnte die Warscheinlich-
keit der Kristallisation erhohen, da die helicale Selbstorgani-
sation des Proteins auf derjenigen Nanorohre stattfinden
kann, die den hierfiir passenden Durchmesser hat.

Um die Wechselwirkung von Proteinen mit Kohlenstoff-
nanordhren zu untersuchen, wurde Streptavidin gewéhlt, ein
wasserlosliches Protein, das von Streptomyces avidinii syn-
thetisiert wird.l”l Wegen seiner hohen Affinitit fiir (+)-Biotin
(K,~10") ist Streptavidin ein niitzliches Werkzeug fiir viele
biochemische Anwendungen geworden, z.B. fiir Markie-
rungsexperimente und die Affinitdtschromatographie.”! Bei
der Inkubation von Streptavidin mit MWNTs wurde eine
starke Wechselwirkung der Proteinmolekiile mit den Kohlen-
stoffrohren festgestellt. Unter geeigneten Bedingungen waren
die Rohren fast vollsténdig von Streptavidin bedeckt, und nur
wenige freie Molekiile waren vor dem Hintergrund des
Tragerdrahtnetzes im Elekronenmikroskop sichtbar. Diese
Beobachtung war nicht iiberraschend, da Streptavidin an
hydrophoben Harzen wie Benzyl-DC-Cellulose gereinigt
werden kann,[® auf unspezifischen hydrophoben Lipidfilmen
zweidimensionale (2D) Kristalle bilden kann und stark an
kohlenstoffbeschichtete Tragerdrahtnetze fiir die Elektronen-
mikroskopie bindet. Diese Eigenschaften spiegeln wahr-
scheinlich die Tatsache wider, da3 das Streptavidinmolekiil
hydrophobe Doménen enthilt. Wahrend die meisten Strept-
avidinmolekiile stochastisch an die Nanorohren banden und
keine geordneten Verbinde bildeten (Abbildung 2a), wurde
in einigen Féllen beobachtet, dafl die Nanorohren ein
laterales Streifenmuster mit gleichmifligen Abstdnden von
6.4 nm in einem Winkel von 71° zur Rohrenachse aufwiesen
(Abbildung 2b). Ein senkrechtes Streifenmuster war eben-
falls sichtbar, was vermuten lie3, daf} die Streptavidinmole-
kiile in einem rechtwinkligen Gitter organisiert waren.

Die helicale Anordnung der Streptavidinmolekiile an der
Nanorohrenoberfliche wurde durch das Muster der optischen
Diffraktion bewiesen, das eine charakteristische Schichtver-
teilung aufwies (Abbildung3a). Die direkte Ansicht der
Bilder und die Analyse des Musters der optischen Beugung,
die einen Schichtabstand von 1/12.8 nm~! ergab, zeigte an, daB
die helicale Wiederholungseinheit aus zwei Streifen bestand.
Dieser Abstand zwischen zwei Schichten ist in guter Uber-
einstimmung mit der GroBe der Streptavidinmolekiile, wie sie
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Abbildung 2. Elektronenmikroskopische (EM) Aufnahme, die mehrwan-
dige Nanorohren zeigt, die mit Streptavidinmolekiilen beschichtet sind und
mit Uranylacetat negativ angefdrbt wurden. a) Stochastische Bindung von
Streptavidinmolekiilen auf einem MWNT mit einem Durchmesser, der
kleiner als 15 nm ist. b) Helicale Organisation von Streptavidinmolekiilen
auf einer Kohlenstoffnanorohre mit einem geeigneten Durchmesser von
16 nm. Die Linge des Balkens entspricht 50 nm.

Abbildung 3. Analyse der Streptavidinhelices, die sich auf MWNTSs
gebildet haben. a) Computerberechnetes Powerspektrum der Fourier-
Transformierten einer helicalen Anordnung von Streptavidinmolekiilen.
Die helicale Wiederholungslidnge betrdgt 12.8 nm, die Pfeilmarkierung
befindet sich bei 1/2.5 nm~. b) Rauschfreie Ansicht der helicalen Wieder-
holungseinheiten, die durch Korrelation erhalten wurde. c) Dreidi-
mensionales Modell von Streptavidinanordnungen, die durch Riickprojek-
tion der rauschfreien Wiederholungseinheiten aus Abbildung b entlang der
Euler-Winkel, die aus der Analyse des Beugungsmusters abgeleitet
wurden, berechnet wurde. Die Linge des Balkens entspricht 25 nm in
Abbildung b und 12.5 nm in Abbildung c.

Angew. Chem. 1999, 111, Nr. 13/14

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1999

durch eine Rontgenstrukturanalyse ermittelt wurde.l'” Eine
rauschfreie Sicht der helicalen Wiederholungseinheit wurde
erhalten, indem ein gemitteltes Bild der mit Streptavidin
beschichteten Nanordhre erstellt wurde, das aus 25 Teilbil-
dern bestand. Die Teilbilder wurden in regelméBigen Ab-
stinden gemacht, die der Entfernung zwischen zwei helicalen
Wiederholungseinheiten in der Aufnahme einer 300 nm
langen Nanorohre entsprachen (Abbildung 3b). Die Indizie-
rung der Fourier-Transformierten zeigte, daf3 die Ordnung der
Bessel-Funktionen ein Vielfaches von zwei war, was auf eine
helicale Organisation mit zwei Anfangspunkten und den
Aufbau jeder der beiden Helices aus acht Streptavidinmole-
kiilen pro Windung hindeutete. Das Beugungsmuster lieferte
Informationen iiber die Struktur bis zu einer Auflésung von
1/2.5 nm™" bei der fiinften Schicht (Pfeil in Abbildung 3a).
Die Beobachtung einer groen Zahl von Rohren mit Strei-
fenmustern zeigte an, daB3 der &duflere Durchmesser der
Struktur konstant bei 27+2nm lag, was zeigte, dal die
Grofe der Rohren ein wichtiger Parameter fiir eine helicale
Organisation war. Der Durchmesser der darunterliegenden
Kohlenstoffnanorohre, der in Einzelfdllen bestimmt werden
konnte, betrug ungefahr 16—17 nm, was darauf hinwies, daf3
die Proteinschicht eine Dicke von 5 nm hatte. Diese Dicke
stimmt mit der GroBe der Streptavidinmolekiile tiberein und
verdeutlicht, daf} eine einzige Proteinschicht die Nanorohre
bedeckt. Wir haben auBerdem festgestellt, dal alle unter-
suchten kristallinen Anordnungen dieselbe Chiralitédt und die
gleiche helicale Wiederholungseinheit aufwiesen.

Die helicalen Parameter, die durch die Analyse des Musters
der optischen Beugung bestimmt worden waren, wurden
verwendet, um ein dreidimensionales (3D) Modell der An-
ordnungen iiber eine Riickprojektion zu rekonstruieren (Ab-
bildung 3 ¢). Die Struktur 148t erkennen, daB die Orientierung
und die Molekiilkontakte denen #hnlich sind, die in 2D-
Kristallen mit C222-Symmetrie gefunden wurden.'"l Die
Streptavidin-beschichteten Nanorohren sollten demzufolge
an Biotin binden, da fiir 2D-Kristalle gezeigt wurde, da3 zwei
Biotinbindungsstellen zur waBrigen Phase weisen und fiir die
Wechselwirkung mit biotinylierten Molekiilen zugénglich
sind. Es wurde bereits nachgewiesen, daB Streptavidin-
kristalle, die sich auf biotinylierten Lipidmonoschichten('!]
oder -rohren? gebildet hatten, mit polybiotinylierten Mole-
kiilen von Ferritin aus Pferdemilz oder mit biotinylierten Fab-
Fragmenten beschichtet werden konnen. Auf diese Weise
konnen Kohlenstoffnanordhren, die mit Streptavidinmolekii-
len beschichtet sind, als bioreaktive Dockingmatrix verwen-
det werden. Diese Ergebnisse lassen Kohlenstoffnanorohren
mit neuen und vielseitigen Anwendungen in der Biotechno-
logie erwarten, da mittlerweile viele biotinylierte Komponen-
ten wie Proteine oder DNA-Fragmente zur Verfiigung stehen.

Die Bindung von Streptavidin an Kohlenstoffnanoréhren
war iiber einen weiten Bereich von Bedingungen effizient,
wobei Temperatur, Inkubationszeit, pH-Wert und Ionenstéar-
ke variiert wurden. Jedoch war die Bildung von hochgeord-
neten helicalen Anordnungen in einer Qualitdt, die fiir
Strukturuntersuchungen geeignet ist, nur schwer reproduzier-
bar. Die besten Resultate wurden mit einem Puffer erhalten,
der 20 % Methanol enthilt, und wir stellen die Hypothese auf,
daB3 Methanol die Stirke der hydrophoben Wechselwirkun-
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gen verringert, die an der Bindung des Proteins auf die
Kohlenstoffnanorohren beteiligt sind, und auf diese Weise die
Protein-Protein-Wechselwirkungen begiinstigt, die zu helica-
len Anordnungen fiihren.

Um das Potential der Kohlenstoffnanorohren fiir die
Strukturbiologie und Biotechnologie weiter aufzuzeigen,
haben wir auch die Wechselwirkungen und Kiristallisation
von HupR untersucht, einem anderen wasserloslichen Pro-
tein. Das DNA-Bindungsprotein HupR des Photosynthese-
Bakteriums Rhodobacter capsulatus ist an der zelluldren
Antwort auf Wasserstoff beteiligt und gehort zur Unter-
familie der stickstoffregulierenden Proteine (NtrC).'¥1 Wir
fanden, dal HupR wie Streptavidin stark mit der Kohlen-
stoffoberfliche von MWNTs wechselwirkt, und einige Nano-
rohren wiesen Streifen auf, die einen Winkel von ca. 81° mit
der Rohrenachse bildeten. Die helicale Organisation von
HupR war besser reproduzierbar als die von Streptavidin und
fand vor allem auch ohne Methanolzusatz statt. Wir stellten
fest, dal HupR geordnete Anordnungen auf MWTNs bildete,
deren Durchmesser iiber einen gro3eren Bereich variierte als
bei Streptavidin; der Mindestdurchmesser betrug allerdings
12 nm (Abbildung 4). Das Muster der optischen Beugung

s i e

Abbildung 4. EM-Aufnahme von MWNTSs, die mit dem HupR-Protein
inkubiert und mit Uranylacetat negativ angefirbt wurden. a) Stochastische
Bindung von HupR-Proteinmolekiilen auf einem MWNT, dessen Durch-
messer von 8 nm zu klein ist, um eine helicale Anordnung zu erméglichen.
b und c) Helicale Organisation von HupR-Proteinmolekiilen auf Kohlen-
stoffnanordhren mit einem Duchmesser von 13 bzw. 18 nm. Die Ausbuch-
tung auf dem MWNT, die in Abbildung c sichtbar ist, stammt von der
Verunreinigung mit amorphen Kohlenstoffpartikeln, die auf der Rohre
haften. Die Lénge des Balkens entspricht 50 nm.

zeigte einen Schichtabstand von 1/5.4 nm~! und lieB Struktur-
details bis zu einer Auflosung von 1/2.7 nm~! erkennen
(Abbildung 5a). Der Abstand zwischen den Schichten ist in
guter Ubereinstimmung mit der GroBe der HupR-Molekiile,
die durch Elektronenmikroskopie von 2D-Kristallen be-
stimmt wurde (Abbildung 5).0!4

Obwohl man bis jetzt noch wenig tiber die Wechselwirkun-
gen und Selbstorganisation von Proteinen mit bzw. auf den
Kohlenstoffrohren weif3, haben wir die Moglichkeit gezeigt,
l16sliche Proteine auf der Oberfliche von mehrschichtigen
Kohlenstoffnanoréhren zu organisieren, die als neue Triager
fiir die Proteinkristallisation geeignet sind und mit Elektro-
nenmikroskopie strukturell untersucht werden konnen. Tat-
sachlich ist die Analyse von selbstorganisierten Proteinanord-
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Abbildung 5. Analyse der Helices, die vom HupR-Protein auf MWNTs
gebildet werden. a) Computerberechnetes Powerspektrum der Fourier-
Transformierten einer helicalen kristallinen Anordnung. Der Abstand
zwischen den Wiederholungseinheiten betragt 5.4 nm, die Pfeilmarkierung
zeigt die zweite Schicht bei 1/2.7 nm~' an. b) Rauschfreie Ansicht der
helicalen Anordnung, die durch Korrelation aus dem Durchschnitt von 40
Wiederholungseinheiten erhalten wurde. Die Lénge des Balkens entspricht
15 nm.

nungen mit Elektronenmikroskopie und elektronischer Bild-
verarbeitung eine sehr wirksame Methode fiir einen solchen
Zweck, weil ein periodisches Signal leicht vom Rauschen
abgegrenzt werden kann. Die natiirliche Neigung von Mem-
branproteinen, zweidimensionale Kristalle zu bilden, ermog-
lichte die Bestimmung ihrer Struktur mit Elektronenkristal-
lographie bei nahezu atomarer Auflésung. Um dieses
Konzept auf 16sliche Proteine auszuweiten, wurden funk-
tionalisierte Lipidmolekiile fiir die 2D-Kristallisation ver-
schiedener Systeme entworfen.™ Ein Hauptnachteil der
Strukturbestimmung von 2D-Kristallen ist jedoch die be-
grenzte Moglichkeit, die Proben zu verkippen, was notwendig
ist, um die dritte Dimension erfassen zu kénnen.['! In dieser
Hinsicht sind supramolekulare Proteinanordnungen mit heli-
caler Symmetrie von besonderem Interesse, da mehrere
Molekiilorientierungen mit einem einzigen Bild aufgenom-
men werden konnen!'” und so direkt Informationen iiber die
dreidimensionale Struktur erhalten werden, ohne die Proben
verkippen zu miissen. Mehrere biologische Makromolekiile
wie Viren"® und Membranproteinel®! oder filamentose
Komponenten des Cytoskeletts wie Mikrotubuli®! weisen
eine helicale Symmetrie auf, die fiir elektronenmikroskopi-
sche Untersuchungen geeignet sind. Natiirlich vorkommende,
helicale Anordnungen biologischer Makromolekiile haben
jedoch einen oder mehrere der folgenden Nachteile, die ihre
allgemeine Verwendbarkeit oder die erreichbare Auflosung
begrenzen: Sie konnen eine begrenzte Zahl kohérent geord-
neter Wiederholungseinheiten enthalten, sie konnen bei der
Probenherstellung abflachen, oder ihre Bildung kénnte nur
unter sehr spezifischen Bedingungen erfolgen. Es ist deshalb
von Interesse, die Bildung perfekt ausgerichteter helicaler
Anordnungen ausreichender GroBe fiir viele verschiedene
Proteine kontrollieren zu konnen.

Es wurde fiir Lipidanordnungen nachgewiesen, daf sie bei
Hydratation rohrenférmige Strukturen bilden und die heli-
cale Kristallisation von Proteinen induzieren.!"?l Mehrwandi-
ge Kohlenstoffnanorshren erscheinen jetzt als allgemein
einsetzbare und vielversprechende alternative Triger fiir die
helicale Kristallisation von biologischen Makromolekiilen.
Kohlenstoffnanorohren konnen in groen Mengen hergestellt
werden und verfiigen iiber Eigenschaften wie Geradlinigkeit,
Starrheit und Leitfahigkeit, die Lipidrohren nicht aufweisen.
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Wir erwarten, daf3 diese Trdger in einem geringeren Maf}
abflachen und die erreichbare Auflosung verbessern, wenn sie
unter geeigneten Fixierbedingungen untersucht werden, z. B.
im gefrorenen hydratisierten Zustand.

Die Verwendung von proteinbeschichteten Nanordhren
sollte weit iiber die erwdhnten Anwendungen in der Struktur-
biologie hinausreichen. Wahrscheinlich kénnen Kohlenstoff-
nanordhren industriell produziert werden, und Fortschritte in
verwandten Gebieten werden bald die Manipulation dieser
Nanostrukturen ermoglichen. Ein Schritt in diese Richtung
wurde vor kurzem durch die Verwendung von Kohlenstoff-
nanorohren als Probenspitzen fiir Rasterkraftmikroskope
bezeugt.?'l Unsere Experimente zeigen, daB es moglich ist,
die Nanorohren zu funktionalisieren, um ihre Erkennungs-
eigenschaften zu verdndern. Neue Anwendungen solcher
Nanomaterialien scheinen nun auf dem wachsenden Gebiet
der Nanobiotechnologie moglich.

Experimentelles

Mehrwandige Kohlenstoffnanoréhren wurden mit der Bogenentladungs-
methodel? hergestellt und in Form einer Suspension in Methanol auf-
bewahrt (2 mgmL~!). Fiir die Inkubation mit Streptavidin wurden 100 uL
einer MWNT-Suspension in einem Ethangasstrom getrocknet und in 20 pL
einer 40proz. wéBrigen Losung von Ethanol resuspendiert. Die Losung
wurde in ein Ultraschallbad gestellt, um die MWNTs zu dispergieren,
bevor 20 uL einer Streptavidinlosung (10 pgmL~! in einem Puffer aus
10 mm Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), pH 8, und 50 mm NaCl)
zugegeben wurden. Die Mischung wurde 45 min bei Raumtemperatur
stehengelassen. Das HupR-Protein wurde in einem Puffer aus 10 mM Tris,
pHS, und 350 mm NaCl aufbewahrt. Fir die Untersuchung seiner
Wechselwirkung mit MWNTs wurde das gleiche Verfahren angewandt
mit der Ausnahme, da3 die Nanorohren in reinem Wasser ohne Methanol
resuspendiert wurden, bevor das Protein zugegeben wurde. 5 pL dieser
Préparationen wurden auf einen 10 nm dicken Kohlenstoffilm gegeben, der
zuvor mit einer Glimmentladung in Luft behandelt wurde. Nach einer
Absorptionszeit von 2 min wurde das Trdgerdrahtnetz mit einer 2proz.
Uranylacetatlosung negativ angefirbt.

Die Bilder wurden bei 45000facher VergrofSerung mit einem Transmis-
sionselektronenmikroskop (CM120, Philips) aufgenommen, das bei einer
Spannung von 100 kV arbeitet. Dreifach vergroBerte Ausdrucke der
elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Scanner
(Umax Powerlook II) bei einer Auflosung von 375 pm digitalisiert, was
einer auf die Probe bezogenen Auflésung von 5 A entspricht. Die Bilder
wurden mit dem IMAGIC-Softwarepaket bearbeitet, um die Fourier-
Transformierten sowie die Auto- und Kreuzkorrelationsfunktionen zu
berechnen, um gemittelte Bilder der helicalen Wiederholungseinheit
herzustellen und um mit einem gewichten Riickprojektionsalgorithmus
ein dreidimensionales Modell zu rekonstruieren.
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Dendritisch quervernetzende chirale Liganden
— hohe Standfestigkeit eines
polystyrolgebundenen Ti-TADDOLat-
Katalysators unter Diffusionskontrolle**

Holger Sellner und Dieter Seebach*

Polymergebundene Reagentien und Katalysatoren!!l haben
durch die kombinatorische Synthese? wieder an Bedeutung
gewonnen. Neben dem klassischen Vorgehen des Anheftens
einer funktionellen Gruppe oder eines Liganden an ein
Polymer, z.B. das Merrifield-Harz, findet man neuerdings
auch Beispiele fiir das Einbetten der interessierenden Gruppe
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