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Nanopartikel, Proteine und Nucleinsiduren:
Die Biotechnologie begegnet den Materialwissenschaften

Christof M. Niemeyer*

f

Auf der Basis der klassischen Chemie
haben sich die Materialwissenschaften
und die Biotechnologie im Laufe der
letzten drei Jahrzehnte zu leistungsfa-
higen Disziplinen entwickelt, die heut-
zutage hochkomplexe technische Ele-
mente und Wirkstoffe fiir pharma-
zeutische und biomedizinische An-
wendungen im industriellen Maf3stab
produzieren. Dieser Aufsatz beleuch-
tet aktuelle Forschungsaktivititen im
Grenzgebiet zwischen der Materialfor-
schung, den Nanowissenschaften und

ses neue interdisziplindre Gebiet der
Chemie ist einerseits eng verkniipft mit
den physikalischen und chemischen
Eigenschaften von organischen und
anorganischen Nanopartikeln und be-
trifft andererseits die verschiedenen
Aspekte molekularer Klonierung, re-
kombinanter DNA- und Proteintech-
nologie und der Immunologie. Evolu-
tiondr optimierte Biomolekiile, z.B.

nanostrukturierter

scher Architekturen aus organischen
und anorganischen Materialien ge-
nutzt. Die hochentwickelten Instru-
mente und Verfahren der modernen
Materialforschung konnen eingesetzt
werden, um fundamentale biologische
Prozesse zu untersuchen.

Stichworter: Analytische Methoden -
Biotechnologie - Materialforschung -

\der molekularen Biotechnologie. Die-

Nucleinsduren, Proteine und supramo-  Nanostrukturen Supramolekulare
lekulare Komplexe aus diesen Kom-  Chemie
ponenten, werden fiir den Aufbau
und mesoskopi-
/

1. Einleitung

The essence of chemical science finds its full expression in
the words of that epitome of the artist-scientist Leonardo da
Vinci: ,, Where Nature finishes producing its own species, man
begins, using natural things and with the help of this nature, to
create an infinity of species”. Mit diesem Zitat gibt der
Nobelpreistrager Jean-Marie Lehn einen Ausblick auf die
Perspektiven der supramolekularen Chemie.ll Ausgehend
von den Pionierarbeiten von Pedersen, Cram und Lehn iiber
supramolekulare Aggregate, die durch schwache, nichtkova-
lente Wechselwirkungen zusammengehalten werden, hat sich
die supramolekulare Chemie innerhalb der letzten 30 Jahre in
einem interdisziplindren Ansatz zu einer modernen und wohl
etablierten Disziplin entwickelt. Sie beschiftigt sich einerseits
mit den grundlegenden Prinzipien nach denen die Natur ihre
faszinierend komplexen und hochfunktionellen Molekiil-
ensembles erzeugt. Andererseits besteht ein wichtiges Ziel
der supramolekularen Chemie darin, diese natiirlichen Prin-
zipien zu nutzen, um neuartige Funktionseinheiten und
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Materialien herzustellen, die in der Sensorik, der Katalyse,
dem Transport und anderen Bereichen der Ingenieurwissen-
schaften und der biomedizinischen Forschung einsetzbar
sind.'! Bin weiteres Beispiel moderner technischer Errun-
genschaften betrifft die Entwicklung ,funktionaler oder
sogar ,,intelligenter* Materialien, die oft auch als ,,Advanced
Materials*“ bezeichnet werden, und die in hochintegrierten
optischen und elektronischen Bauteilen, Sensoren oder
Katalysatoren Verwendung finden. Der enorme bislang
erzielte Fortschritt wird deutlich, wenn man Materialien
elektrischer Teile des beginnenden letzten Jahrhunderts —
z.B. Millimeter-breite Kupferdridhte — mit den modernen
(sub)mikrometer-dimensionierten optischen und elektroni-
schen Bauteilen aus leitfihigen und elektrolumineszenten
organischen Polymeren vergleicht, die im gerade beginnen-
den Jahrhundert eingesetzt werden.[

Ahnlich drastische Fortschritte wurden auch in den Bio-
wissenschaften erzielt. Die natiirliche Evolution hat hoch-
funktionale Molekiilverbinde aus Proteinen, Nucleinsduren
und anderen (Makro)Molekiilen hervorgebracht, die derart
komplexe Funktionen ausfiihren, dass ein umfassendes Ver-
standnis oder gar eine Nachahmung fiir uns bislang aussichts-
los erscheint. Ein eindrucksvolles Beispiel fiir die enorme
Leistungsfiahigkeit biologisch ,,programmierter® molekularer
Erkennung ist das Ribosom. Diese etwa 20 nm groflen
bioorganischen Partikel bilden sich aus mehr als 50 einzelnen
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Abbildung 1. Die Chemie ist die zentrale Wissenschaft fiir die Entwicklung anwendungsbezogener Disziplinen wie Materialforschung und Biotechnologie.
Basierend auf den klassisch-chemischen Forschungsgebieten und den Ingenieurswissenschaften hat die Materialforschung beeindruckende Ergebnisse bei
der Herstellung moderner, funktionaler Materialien erzielt.

Protein- und Nucleinsdurebausteinen durch spontane Selbst-
organisation.’l Beginnend mit der Entdeckung der DNA-
Doppelhelix, hat sich die Biologie von einer rein beschrei-
benden und phinomenologischen Disziplin zu einer moleku-
laren Wissenschaft gewandelt. Die DNA-Rekombinations-
Technologie hat nicht nur grundsétzliche Einblicke in viele
biochemische Prozesse ermdoglicht, sie hat auch das Tor zur
modernen Biotechnologie weit aufgestofSen. Heute ist die

genetische Manipulation relativ einfacher Bakterienzellen
durch Standardverfahren moglich, und wir befinden uns
bereits auf dem Weg, komplexe Organismen maf3geschneidert
herzustellen. In Anbetracht dieser revolutiondren Entwick-
lungen besteht gegenwirtig eine grofe Herausforderung
darin, die Biotechnologie mit den Materialwissenschaften zu
verkniipfen (Abbildung 1). Die Verschmelzung dieser Diszi-
plinen auf Basis der ihnen zugrundeliegenden Chemie erlaubt
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es, evolutiondr optimierte biologische Komponenten zur
Herstellung von neuartigen Materialien einzusetzen, und im
Gegenzug, heute bereits verfiigbare Materialien und physi-
kalisch-chemische Verfahren der Materialforschung einzuset-
zen, um biologische Fragestellungen zu l6sen.
Biotechnologie und Materialwissenschaften begegnen sich
auf der selben Lingenskala (Abbildung?2). So liegen die
Dimensionen biomolekularer Komponenten typischerweise
im Bereich von etwa 3 bis 200 nm. Um die Prinzipien
natlirlicher nanodimensionierter Systeme aufzukldren und
technisch zu nutzen, ist deshalb die Entwicklung einer
»Nanochemie* unerliBlich.’! Die Erforschung nanodimen-
sionierter Systeme wird dariiber hinaus durch starke kom-
merzielle Interessen voran getrieben, die auf die Herstellung
miniaturisierter mikroelektronischer und optischer Bauteile
abzielen. Die Strukturabmessungen heutiger Mikroprozesso-
ren liegen in der GroBenordnung von etwa 200 nm. Diese
Abmessungen sind gerade noch mit konventionellen ,, Top-
down“-Verfahren (Verkleinerungsverfahren) wie der Photo-
lithographie erreichbar. In absehbarer Zeit werden diese
Verfahren es vermutlich allerdings nicht gestatten, grofle
Stiickzahlen von Elementen mit Abmessungen von deutlich
unter 100 Nanometern kostengiinstig zu produzieren. ,, There
is plenty of room at the bottom*, betonte bereits vor mehr als
40 Jahren der Physiknobelpreistriger Richard Feynman.!!
Deshalb wundert es nicht, dass sich die derzeitige Nano-
technologieforschung intensiv mit der Entwicklung so ge-
nannter ,,Bottom-up“-Strategien (VergroBerungsstrategien)
beschiftigt, bei denen sich (makro)molekulare und kolloidale
Komponenten zu groBeren funktionalen Einheiten durch
Selbstorganisation zusammenfiigen.l®! Die in solchen Organi-
sationsprozessen eingesetzten Bausteine miissen verschiede-
ne grundlegende Anforderungen erfiillen. Zum ersten miissen
sie eine intrinsische Funktionalitit haben, z.B. sterische,
optische, elektronische oder katalytische Eigenschaften, die
zur Realisierung der angestrebten Anwendungen erforderlich
sind. Zum zweiten sollen die modularen Komponenten
hinsichtlich ihrer Konstitution, Konfiguration und dynami-

schen Eigenschaften einstellbar sein, um spezifische Erken-
nungseigenschaften fiir den Selbstorganisationsprozess pro-
grammieren zu konnen. Drittens miissen die Bausteine eine
geeignete Groe aufweisen, um die gegenwirtig existierende
Liicke zu schlieen, die zwischen den durch Top-down-
Verfahren erreichbaren Submikrometerstrukturen und den
durch klassische chemische Synthese und konventionelle
supramolekulare Selbstorganisation herstellbaren Struktur-
groBen existiert (Abbildung 2).

Anorganische Nanopartikel sind als Bausteine fiir die
Erzeugung groBerer funktionaler Uberstrukturen sehr attrak-
tiv.-191 Solche Nanopartikel konnen aus verschiedensten
Materialien durch relativ einfache Methoden in grofien
Mengen hergestellt werden. Die Dimensionen der Nanopar-
tikel lassen sich im Bereich von etwa einem bis zu mehreren
hundert Nanometern kontrolliert einstellen, wobei eine enge
GroBenverteilung erzielt werden kann. Hiufig sind solche
Partikel aus Metallen, Metalloxiden und Halbleitermateria-
lien, z.B. Ag,S, CdS, CdSe oder TiO,, aufgebaut. Die
Nanopartikel haben interessante optische, elektronische und
teilweise katalytische Eigenschaften, die erheblich von denen
des entsprechenden makroskopischen Festkorpers abweichen
und die hiufig eine starke, wohldefinierte und vorhersagbare
Abhéngigkeit von der Partikelgrofe aufweisen. Bekannte
Beispiele hierfiir sind die grolenabhéngige Emissionswellen-
lange des Lichtes von Halbleiter-Nanokristallen, die fiir
Markierungen von Biomolekiilen!"” ' oder in Lasern!" nutz-
bar ist, oder die GroBenabhingigkeit der Umschaltung
magnetischer Nanoteilchen durch externe magnetische Fel-
der, die maB3geblichen Einfluss auf magnetotaktische Bakte-
rien" hat und fiir die Entwicklung neuer Festplatten genutzt
werden kann.?!l Bestimmte Arten von Nanopartikeln werden
als ,kiinstliche Atome“[? betrachtet, da sie als perfekte
Nanokristalle hergestellt und als Bausteine fiir die Selbst-
organisation groerer zwei- und dreidimensionaler Architek-
turen verwendet werden konnen.?!

Uber das rasch wachsende Gebiet der grundlegenden und
angewandten Forschung an Nanopartikeln sind bereits

mehrere hervorragende Monographien
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e BIOMOLEKULE
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Abbildung 2. Mit konventionellen Top-down-Prozessen sind Strukturgréffen von weniger als ca.
100-200 nm nur unter groBem Aufwand herstellbar, dagegen liegen die Grenzen herkommlicher
Bottom-up-Prozesse im Bereich von ca. 2—-5 nm. Wegen ihrer Dimensionen sind zwei Arten von
Bausteinen geeignet, um die Liicke zwischen 5 und 200 nm zu schlieBen: biomolekulare
Komponenten wie Proteine und Nucleinsduren und kolloidale Nanopartikel aus Metall oder

tet werden.?*?% Dieses neue Forschungs-
feld ist eng verkniipft mit der Oberfla-
chenchemie und den physikalischen Ei-
genschaften anorganischer Nanopartikel,
beriihrt typische Fragestellungen der bio-
anorganischen und bioorganischen Che-
mie und umfasst die molekularbiologi-
schen Aspekte der DNA-Synthese- und
rekombinanter DNA-Technologie, der
Expression rekombinanter Proteine und
der Immunologie. Dieser Aufsatz be-
schreibt, wie z.B. Nucleinsduren und Pro-
teine als programmierbare Erkennungs-
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gruppen genutzt werden konnen, um die Selbstorganisations-
eigenschaften von Nanopartikeln zu verbessern, sodass damit
nanostrukturierte und mesoskopische, supramolekulare Hy-
bridarchitekturen zugidnglich werden. Dariiber hinaus werden
aktuelle Ansidtze vorgestellt, in denen Nanopartikel als
Werkzeuge fiir die Untersuchung biomolekularer Wechsel-
wirkungen eingesetzt werden.

2. Kupplung von Nanopartikeln und Biomolekiilen

Die bioorganische und die bioanorganische Chemie bilden
als interdisziplindre Forschungsfelder die Basis fiir eine
Zusammenfithrung von Biotechnologie und Materialwissen-
schaften. Beispielsweise werden seit vielen Jahren bioorga-
nische Modellsysteme ausgearbeitet, um mechanistische Stu-
dien zum Verstidndnis biologischer Prozesse durchzufiihren,
oder um chemische Methoden fiir die Handhabung und
Manipulation biologischer Komponenten zu erproben.?” 21 In
Analogie zu den Wechselwirkungen, die héufig zwischen
Aminosiureseitengruppen und Metallatomen in den Reak-
tionszentren von Enzymen auftreten, bieten auch die Wech-
selwirkungen zwischen organischen Liganden und der Ober-
fliche eines Metall- oder Halbleiter-Nanopartikels einen
Ansatz, biomolekulare Erkennungseinheiten mit dem Parti-
kel zu verkniipfen und damit neue Materialien aufzubauen.
Obwohl anorganische Nanopartikel aus verschiedensten
Materialien iiber eine Vielzahl von Methoden herstellbar
sind,® 1% 13151 wurden bislang zu deren Kupplung und Funk-
tionalisierung mit biologischen Komponenten nur wenige
chemische Methoden eingesetzt. Beispiele sind in Tabelle 1
zusammengefasst.

Typischerweise wird die nasschemische Synthese von
Nanopartikeln in Gegenwart stabilisierender Agenzien
durchgefiihrt, z.B. Citrat, Phosphane oder Thiole, die an die
Oberflachenatome der Nanopartikel koordinieren. Dieses so

Tabelle 1. Kupplung anorganischer Nanopartikel mit Biomolekiilen.

genannte ,,Capping“ bewirkt eine Passivierung und verhin-
dert das unkontrollierte Wachstum und die Aggregation der
Partikel. Im Falle labiler Passivierungsgruppen, z.B. Citrat,
konnen Austauschreaktionen mit starker bindenden Ligan-
den genutzt werden, um Biomolekiile direkt mit den Partikeln
zu verkniipfen (Abbildung 3). Dieser Weg wird normalerwei-
se genutzt, um kolloidales Gold mit Thiol-haltigen Proteinen
zu beschichten, z. B. Immunglobuline (IgG) oder Serumalbu-
mine mit freien Cystein-Resten, die fiir die heterogene
Interphasenkupplung zugénglich sind. Wenn solche Amino-
sdurereste im nativen Protein nicht verfiigbar sind, konnen
Thiolreste mit Traut-Reagens, 2-Iminothiol®! oder durch
genetische Verdnderungen eingefiithrt werden. DNA-Mole-
kiile mit Alkylthiolresten am 3'- oder 5'-Ende sind synthetisch
zuginglich, indem entsprechende Phosphoramidit-Vorlaufer
in der Festphasensynthese eingesetzt werden. So wurde n-
alkylthiolierte DNA bereits vielfiltig verwendet, um DNA-
funktionalisierte Gold- und Halbleiter-Nanopartikel herzu-
stellen (Tabelle 1). Als interessante Alternative wurden
DNA-Oligomere eingesetzt, die endstéindig mehrere Adeno-
syl-Phosphothioatgruppen enthielten und somit direkt mit der
Metalloberfliche von Nanopartikeln interagieren.’ 3! Bei
Verwendung cyclischer Disulfidlinker, z.B. 1% und 2B in
Abbildung 3, werden modifizierte Nanopartikel gebildet.
Diese weisen eine grof3ere Stabilitit gegeniiber Ligandenaus-
tauschreaktionen auf als vergleichbare mit konventionellen
Reagentien hergestellte Konjugate, die nur eine einzelne
Thiolgruppe oder acyclische Disulfideinheiten enthalten. Die
verbesserte Stabilitit diirfte auf der Verankerung der Liganden
mit den Nanopartikeln durch zwei Schwefelatome beruhen.!

Bei einer Stabilisierung der Nanopartikel mit anionischen
Liganden, z. B. Citrat oder Liponséaure 1, erfolgt die Kupplung
der Biomolekiile hiufig iber nichtkovalente elektrostatische
Wechselwirkungen. So lassen sich nach der Citrat-Methode
hergestellte Gold- oder Silbernanopartikel mit IgG-Molekii-
len funktionalisieren, indem die Adsorption bei pH-Werten

Partikel Linker FG Biomolekiil Literatur
Au - HS-Cys Immunglobuline; Serumalbumine; [34.132]
Au Citrat H,N-Lysl! Proteine [156,217]
Au Streptavidin Biotin-(CH,)4- Immunglobuline; Serumalbumine; 218]
Au 3 Immunglobuline; Streptavidin 12

Au Streptavidin Biotin-(CH,)s- DNA [148¢, 219]
Au - HS-(CH,),- DNA (77.82)
Au - (HS-PO.R,)s- DNA 130.31)
Au 2 DNA 133]

Au 4 HOOC-Glu Proteine 1431

Au 5 HS-Cys Proteine [138]
Ag Citrat H,N-Lys D Him-Proteine, Immunglobuline 135, 36, 166]
ZnS HS-Cys Gluthathion 471
CdS HS-Cys Peptide t4l
CdS Cd**; HS-(CH,),-OHI DNA 139, 41]
CdSe/ZnSP! HS-(CH,)¢ DNA [79]
CdSe/CdS/SiO," 6 NHS-Biotin Streptavidin; 1l
CdSe/ZnSP! HS-(CH,)-COOH H,N-Lys Immunglobulin; Transferrin 18]
CdSe/ZnSP! 1 H,N-Lysl® Leucin-ReiBverschluss-Fusions-Proteine 132]
S$n0,, TiO, HOOC-(CH,),-NH, HOOC-Glu Proteinel

GaAs, InP Phosphoranide-NH, HOOC-Glu Proteinel (220]

Beispiele fiir chemische Wechselwirkungssysteme, die zur Kupplung von biologischen Komponenten und Nanopartikeln genutzt wurden (FG = funktionale
Kupplungsgruppe, siche Abbildung 3). [a] Adsorption durch Coulomb-Wechselwirkungen. [b] Kern/Schale-Nanopartikel. [c] Vorhersagbar aus Studien zur

Bindung von Nanopartikeln an analog-modifizierte Substrate.
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Abbildung 3. Allgemeine schematisierte Darstellung von Methoden mit
denen anorganische Nanopartikel und Biomolekiile verkniipft werden
konnen (FG =funktionale Kupplungsgruppe). Représentative Strukturen
typischer Linker sind darunter aufgefiihrt (siche auch Tabelle 1).

oberhalb des isoelektrischen Punktes der Citratgruppen
durchgefiihrt wird.? Dieses Vorgehen bewirkt eine effiziente
Bindung des Proteins iiber positiv geladene Aminosiuresei-
tenketten an die Kolloide. Das optimale Kupplungsverhéltnis
von Protein zu Kolloid kann mit einem Flockulationsassay
bestimmt werden. Die Zugabe von Elektrolyten zu Gold-
oder Silbernanopartikeln bewirkt eine Konglomeration der
Partikel, da die Ladungsdoppelschicht abgeschirmt wird, die
normalerweise die Partikel stabilisiert. Diese Konglomeration
kann in einfacher Weise iiber die Abnahme und/oder die
Rotverschiebung der Plasmonen-Absorptionsbande bei ca.
520 nm photometrisch verfolgt werden.’® Die Adsorption
von Proteinen stabilisiert die Metallpartikel und verhindert
deren Konglomeration durch sterische Abstoung. Die Men-
ge an stabilisierendem Protein, die zur Vermeidung der
Konglomeration benétigt wird, ldsst sich bestimmen, indem
Proben des Kolloids, die mit unterschiedlichen Mengen
Protein beschichtet wurden, einer erhohten Elektrolytkon-
zentration ausgesetzt werden. Haufig korreliert die benétigte
Menge mit einer einzelnen Monolage des Proteins auf der
Oberfliche der Nanopartikel. Weitere Beispiele fiir die

Angew. Chem. 2001, 113, 42544287

Modifikation von Kolloiden durch elektrostatische Wechsel-
wirkungen sind die gerichtete Adsorption Him-haltiger
Redoxenzyme an Citrat-stabilisierte Silbernanopartikel?6-3!
sowie die Bindung basischer Leucin-Reif3verschluss-Proteine
an Halbleiter-Nanoteilchen, die mit 1 stabilisiert sind.?2l Auch
die Adsorption von DNA-Molekiilen an mit positiven oder
neutralen Liganden stabilisierte CdS-Nanopartikel wurde
detailliert untersucht.’®# Ein grundsitzlich anderer Ansatz,
der auf einer Kombination verschiedenartiger nichtkovalen-
ter Wechselwirkungen beruht, nutzt spezifische Rezeptor-
Ligand-Erkennungssysteme zur Kupplung von Nanopartikeln
und Biomolekiilen. So fiihrt die Chemisorption von 3
(Abbildung 3) an kolloidales Gold zur Ankniipfung von
Biotin-Gruppen, die durch komplementéire Rezeptoren wie
(Strept)Avidin oder Antikorper gegen Biotin spezifisch
erkannt und gebunden werden.[*!

Weitere Methoden nutzen Thiole, Disulfide oder Phospha-
ne wie 1, 4 und § in Abbildung 3, die iiber terminale Carboxyl-,
Amino- oder Maleinsdureimidgruppen verfiigen. Die Kupp-
lung der biologischen Komponenten erfolgt durch Carbo-
diimid-vermittelte Veresterung oder Amidierung bzw. durch
Reaktion mit Thiolgruppen. Diese Strategie wird typischer-
weise in histologischen Verfahren eingesetzt, um Proteine mit
den wohldefinierten 0.8 nm groen Undecagoldnanoclustern
zu kuppeln, die mit Arylphosphanen und dem Ligand §
passiviert sind (Abbildung 4).3] Dariiber hinaus wurden diese
mono-Maleinsdureimid-funktionalisierten Goldcluster mit
thiolierter DNA gekuppelt, um Sonden fiir den Nucleinséu-
renachweis*l oder um nanokristalline Molekiile herzustellen
(Abschnitt 3.2.2).[4]

Zahlreiche Beispiele beschreiben die Synthese von Halb-
leiter-Nanopartikeln in Gegenwart von Thiolliganden,'°!
und in einigen speziellen Féllen wurde iiber die Biosynthese
von Cystein- oder Gluthathion-stabilisierten CdS- und ZnS-
Kolloidenl #71 oder iiber die effiziente Kolloidsynthese von
Gramm-Mengen wasserloslicher, nanokristalliner ZnS-Pulver
berichtet.*¥l Mercaptoessigsdure-passivierte*] CdTe-Nano-
teilchen wurden mit Streptavidin iiber dessen e-Aminogrup-
pen durch kovalente Amidbindungen verkniipft.*”) Die Ober-
flaiche von Cd/Chalkogen-Nanoteilchen kann auch mit SiO,
beschichtet werden, sodass die Hydroxygruppen der SiO,-
Oberflédche fiir die kovalente Anbindung von Biomolekiilen
zur Verfiigung stehen. Hierzu werden die Partikel zunichst
mit kommerziell erhiltlichen Silanen behandelt, z.B. 6 und 7
in Abbildung 3. Diese haufig fiir die Biofunktionalisierung
groBerer SiO,-Mikropartikel eingesetzte Vorgehensweise
wurde z.B. gewihlt, um SiO,-beschichtete Kern(CdSe)-Scha-
le(CdS)-Partikel mit Biomolekiilen zu kuppeln.['’l Wenn die
anorganischen Nanoteilchen mit einer bioorganischen Hiille
umgeben sind, wie dem Polypeptidgeriist von remineralisier-
tem Ferritin (Abschnitt 4.3), l4sst sich das gesamte Spektrum
der chemischen Methoden zur Proteinmodifikation anwen-
den, um weitere Funktionalisierungen und Kupplungen
durchzufiihren.

Diese Beispiele zeigen, dass bereits einige chemische
Verfahren ausgearbeitet wurden, um anorganische und bio-

[*] In diesem Beitrag wird das allgemein gebréuchliche Prifix Mercapto-
dem nach TUPAC-Regeln korrekten Prifix Sulfanyl- vorgezogen.
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Abbildung 4. Molekulare Struktur eines Undecagoldclusters, der mit Phosphanliganden passi-
viert ist. Eine einzelne Maleinsdureimidgruppe pro Goldcluster gestattet die chemische Kupplung
mit thiolierten Verbindungen. Reproduziert von der Internet-Webseite http://www.nanoprobes.com.

logische Komponenten zu verkniipfen. Trotzdem besteht ein
grofler Bedarf nach neuen, alternativen Methoden, um die
typischen Probleme zu 16sen, die bei der Biofunktionalisie-
rung anorganischer Nanopartikel auftreten, insbesondere die
Vermeidung aggressiver Reaktionsbedingungen, die hiufig
zur raschen Inaktivierung der empfindlichen Biomolekiile
fiilhren. Auch miissen Ligandenaustauschprozesse an der
Kolloidoberfliche unterdriickt werden, um stabile Biokon-
jugate herzustellen. Dariiber hinaus stellt die Synthese sto-
chiometrisch exakt definierter Nanopartikel-Biomolekiil-Ad-
dukte die wohl gro3te Herausforderung dar, um den Aufbau
wohldefinierter Nanoarchitekturen realisieren zu konnen.

3. Biomolekulare Organisation von Nanopartikeln

Vielfiltige Ansdtze wurden beschrieben, um zwei- und
dreidimensionale Anordnungen von Metall- und Halbleiter-
Nanopartikeln herzustellen,''-1> 15 z, B, indem ein Einschluss
der Teilchen in Gele oder glasartige Matrices, die Abschei-
dung der Teilchen auf strukturierten Oberflichen oder die
chemische Kupplung durch divalente Crosslinker erfolgte. So
wurden z.B. Alkyldithiole eingesetzt, um Goldkolloide zu
makroskopischen Netzwerken zu verkniipfen. In analoger
Weise konnen auch Biomolekiile als Crosslinker eingesetzt
werden (Abbildung 5). Hierzu werden die Nanopartikel
zunidchst in zwei unterschiedlichen Ansétzen mit individuel-
len Erkennungsgruppen funktionalisiert, die entweder zuei-
nander komplementédr oder aber komplementéir zu einem
Linker sind (Abbildung 5 A bzw. B). Beim Zusammenfiihren
der Partikelchargen bildet sich, durch die spezifische Affinitét
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der beiden Biomolekiile, ein ausgedehntes
Netzwerk, das in vielen Fillen bis hin zu
makroskopischen Materialien anwachsen
kann. Die Motivation zur Untersuchung
solcher unkonventionellen Kupplungssyste-
me liegt hierbei vor allem in den einzig-
artigen Eigenschaften biomolekularer Lin-
ker, die neuartige Anwendungen wie die
Herstellung feinabstimmbarer und/oder
schaltbarer Materialien ermoglichen soll-
ten. Insbesondere die hochspezifischen Er-
kennungseigenschaften von Biomolekiilen
o und die Moglichkeiten, biologische Kom-
ponenten mit bioorganischen, biochemi-
schen und biologischen Reagentien und
Verfahren spezifisch zu manipulieren und
zu detektieren, konnten ginzlich neue
Wege eroffnen, funktionale Materialien
nach rationalen Kriterien herzustellen.

3.1. Protein-basierte
Erkennungssysteme

Die in Abbildung 5 dargestellten Ansétze
zur Verkniipfung von Nanopartikeln kon-
nen mit Erkennungssystemen auf Protein-
basis realisiert werden. In einem der ersten

C)

Q'@

Abbildung 5. Kupplung von Nanopartikeln mit biomolekularen Erken-
nungsgruppen. A) Zwei Sitze von Nanopartikeln werden in getrennten
Ansitzen mit Erkennungsgruppen funktionalisiert, die zueinander kom-
plementir sind. B) Die Erkennungsgruppen sind nicht zueinander kom-
plementér, konnen aber durch einen dispezifischen Linker verbriickt
werden. C) Fiir die Aggregation wird ein divalenter Linker verwendet, der
die Oberflichen der Nanopartikel spezifisch erkennt.

Angew. Chem. 2001, 113, 42544287
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Beispiele hierfiir wurde die spezifische Wechselwirkung
zwischen Antikorpern und niedermolekularen organischen
Verbindungen, so genannte Haptene, genutzt,? um Nano-
partikel zu vernetzen, die zuvor mit Antikérpern gegen das
Hapten beschichtet worden waren (Abbildung 6). Shenton
et al. funktionalisierten hierzu Gold- und Silbernanopartikel
mit Immunglobulinen der Klasse G und E (IgG bzw. IgE), die

B) .\;Lj\.

Linker

-
o
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Abbildung 6. Verkniipfung von Gold- und Silbernanopartikeln, die mit IgG-Mole-
kiilen funktionalisiert sind. Divalente Linker mit zwei terminalen Haptengruppen,
monospezifisches 8 oder dispezifisches 9 ermoglichen die Selbstorganisation von
homooligomeren (A) bzw. heterodimeren (B) Partikelaggregaten. Die TEM-Auf-
nahmen (C) wurden von Antikorper-funktionalisierten Goldkolloiden vor (links) und
nach (rechts) der Zugabe von 8 erhalten (Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung

aus Lit. [34]).
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eine spezifische Bindungsfahigkeit fiir p-Biotin oder die
Dinitrophenyl(DNP)-Gruppe aufwiesen.* Um die Ver-
netzung der IgG-modifizierten Nanoteilchen zu erreichen,
wurden divalente Linker synthetisiert, die endsténdig iiber
zwei Haptengruppen verfiigten. So wurde der zwei DNP-
Gruppen enthaltende monospezifische Linker 8 (Abbil-
dung 6) oder der dispezifische Linker 9 eingesetzt, um die
gerichtete Organisation von homooligomeren bzw.
von heterodimeren Aggregaten zu induzieren. Die
hierbei entstandenen Niederschldige wurden durch
Transmissions-Elektronen-Mikroskopie (TEM) cha-
rakterisiert, wobei ausgedehnte Aggregate der Nano-
partikel beobachtet wurden. Im Falle der dimetalli-
schen Ag-Au-Netzwerke war das Ausmafl der Orga-
nisation jedoch nicht so hoch, wie fiir einen
Oligomerisierungsprozess auf der Basis hochspezifi-
scher biomolekularer Erkennung zu erwarten gewe-
sen wire. Dies legt nahe, dass weitere Verbesserungen
dieses Ansatzes einem ausgereifteren Design der
Antikorper-Antigen-Verbindung bediirfen.

In weiteren Ansétzen zur Organisation von Nano-
partikeln mit Protein-basierten Erkennungssystemen
wurde die einzigartige Wechselwirkung zwischen dem
Biotin-Bindungsprotein Streptavidin (STV) und sei-
nem niedermolekularen Liganden bD-Biotin ge-
nutzt.>31 Die auBerordentlich hohe Affinitétskon-
stante von 10" dm*mol~! bei der Bindung des wasser-
16slichen Biotins (Vitamin H) an das homotetramere
STV kennzeichnet die stdrkste Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkung, die gegenwiirtig bekannt ist.’2 Ein
weiterer Vorteil des STV ist dessen extreme chemi-
sche und thermische Stabilitidt. Da biotinylierte Kom-
ponenten hiufig kommerziell erhiltlich oder durch
eine Vielzahl milder Biotinylierungsverfahren zugéng-
lich sind, bilden STV-Biotin-Konjugate die Basis
zahlreicher diagnostischer und analytischer Tests.[>!

Connolly und Fitzmaurice nutzten die Biotin-STV-
Wechselwirkung, um Goldkolloide zu organisieren,
die durch chemisorptive Kupplung mit 3 funktionali-
siert worden waren.[*) Dem in Abbildung 5B ver-
allgemeinerten Prinzip folgend wurde die anschlie-
Bende Vernetzung durch die Zugabe von STV als
Linker erreicht. Der unmittelbare Farbumschlag der
kolloidalen Suspension von rot nach blau zeigte die
Bildung oligomerer Netzwerke an. Dieser Prozess
wurde auch durch dynamische Lichtstreuung (DLS =
dynamic light scattering) untersucht, eine Methode
mit der der durchschnittliche hydrodynamische Ra-
dius aller in einer Losung vorhandenen Partikel
bestimmbar ist. DLS-Messungen zeigten, dass der
hydrodynamische Radius der Partikel im Zuge der
STV-induzierten Organisation rasch anstieg (Abbil-
dung 7 A). Dariiber hinaus zeigten TEM-Aufnahmen,
dass Netzwerke ausgebildet wurden, die im Durch-
schnitt ca. 20 verkniipfte Partikel enthielten, deren
Abstand gemidf3 dem Durchmesser des STV-Molekiils
etwa 5 nm betrug. Rontgenkleinwinkelstreuungsexpe-
rimente (SAXS =small angle X-ray scattering) wur-
den durchgefiihrt, um auszuschlieen, dass die Struk-
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die intensive Nutzung von Protein-ba-
sierter Selbstorganisation zu einer Art
,,Fabrik der Zukunft* fiihren konnte, in
der die Nanofabrikation von rdumlich
definierten Partikelaggregaten durch
Bottom-up-Synthese mit verschiedenen
spezifischen biomolekularen Erken-
nungsgruppen  durchgefiihrt  wird.[®!
Falls solch ein Szenario tatséchlich rea-
lisiert werden sollte, konnte es drastisch
von den Fortschritten der modernen
Biotechnologie profitieren, mit der neu-
artige Proteinkomponenten durch ge-
richtete Evolution maBgeschneidert
werden konnen. Die DNA-Rekombina-
tions-Technologie hat bereits zur Ent-
wicklung artifizieller hochaffiner Lin-

ri/nm PDDF
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Abbildung 7. Charakterisierung der STV-vermittelten Vernetzung von mit 3 funktionalisierten
Goldnanopartikeln. A) DLS-Messung zur Bestimmung des durchschnittlichen hydrodynamischen
Radius (r;) aller Partikel in Losung. Das rasche GréBenwachstum nach der Zugabe von STV zeigt die
Aggregation der mit 3 modifizierten Partikel (Quadrate). Die Kontrollreaktion mit unmodifizierten
Partikeln (Kreise) bestitigt, dass die Zunahme von r, wegen der spezifischen Biotin-STV-Interaktion
erfolgt. B) Das SAXS-Experiment zeigt die PDDF, die unter drei verschiedenen Bedingungen erhalten
wurden. Dispergierte Goldkolloide (durchgezogene Linie) zeigen ein einzelnes Maximum, wihrend
fir STV-verkniipfte Aggregate (gepunktete Linie) Maxima beobachtet werden, die eine Au-
TeilchengroBe von 16 nm und einen Partikelabstand von 4 nm anzeigen. Die Aggregation durch hohe
Salzkonzentrationen (gestrichelte Linie) ergibt Maxima, die sich beriihrende, sphirische Partikel

anzeigen (Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [42]).

tur der Kolloidaggregate durch die Adsorption der Partikel an
die fir TEM-Messungen verwendeten Graphitsubstrate be-
einflusst wurde (Abbildung 7B). SAXS-Messungen erlauben
Aussagen iber die Struktur der Partikel-Netzwerke in
Losung, da die Winkelabhédngigkeit der Intensitdt der ge-
streuten Rontgenstrahlung quantitativ von der Gréf3e und der
Form der Aggregate abhingt. Dies gestattet, Paar-Abstands-
Verteilungsfunktionen (PDDF = pair-distance distribution
function) zu berechnen, die die Anzahl der Streuzentrenpaare
als Funktion ihres Abstandes beschreiben. SAXS-Messungen
von nicht aggregierten Proben zeigten erwartungsgeméf ein
einzelnes Maximum in der PDDEF, welches das Vorliegen
dispergierter Partikel anzeigt. Im Falle der STV-verkniipften
Nanopartikel wurden zum grof3ten Teil Trimere der Goldpar-
tikel mit etwa 16 nm Durchmesser beobachtet, die einen
Minimalabstand von 4 nm aufwiesen.*2

Im Einklang mit fritheren ArbeitenP!! zeigen diese Ergeb-
nisse, dass das Biotin-STV-System ein sehr niitzliches und
allgemein einsetzbares Kupplungssystem ist, um neue Strate-
gien zur Selbstorganisation von Nanoteilchen in Losung oder
an Substraten zu entwickeln. Die Anwendbarkeit des Biotin-
STV-Systems zum Aufbau supramolekularer Aggregate wird
durch die Verfiigbarkeit vieler verschiedener Biotin-Analo-
gab* 31 und rekombinanter STV-Mutanten**! noch verbes-
sert. Hierdurch kann ein weiter Bereich von Geschwindig-
keits- und Gleichgewichtskonstanten bei der Aggregation
eingestellt werden, um eine Feinabstimmung der dynami-
schen und strukturchemischen FEigenschaften kolloidaler
Hybridmaterialien zu erreichen. Es wurde vermutet, dass
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200 300 400 kersysteme gefiihrt, z. B. Antikorper mit
einer Spezifitit gegen Digoxigenin- und
Fluorescein-Haptenel®> ® oder gegen
kurze Peptide wie die 9-mer-FLAG-
Sequenz.[> %1 Die Anwendbarkeit die-
ser Kupplungssysteme wurde bereits in
zahlreichen diagnostischen Assays ge-
zeigt, und es ist naheliegend, dass sie
auch zum Aufbau von Netzwerken
anorganischer Nanopartikel erfolgreich
eingesetzt werden konnen.

Die Leistungsfihigkeit der modernen
biotechnischen Methoden wurde kiirz-
lich unter Beweis gestellt, indem Proteinlinker de novo
erzeugt wurden, die definierte Oberflichen von Halbleiter-
materialien spezifisch erkennen. Bei Verwendung solcher
Linker entfdllt die vorherige chemische Funktionalisierung
von Partikeln (Abbildung 5 C). Belcher et al. nutzten Phagen-
Display, um 12-mer-Peptide zu selektionieren, die spezifisch
an bestimmte Halbleiteroberflichen binden."”] Hierzu wurde
eine kombinatorische Bibliothek aus etwa 10° 12-mer-Pepti-
den durchmustert, um Phagen-Klone zu finden, die eine
Bindungsspezifitit fiir einen von fiinf Einkristall-Halbleitern,
GaAs(100), GaAs(111)A, GaAs(111)B, InP(100), und
Si(100), aufwiesen. Diese Substrate waren ausgewihlt
worden, um eine systematische Untersuchung von Peptid-
Substrat-Wechselwirkungen zu ermdéglichen. So wurde eine
spezifische Bindung von Peptiden beobachtet, die selektiv fiir
die Kristallzusammensetzung (z.B. Bindung an GaAs, aber
nicht an Si) oder fiir die Kristallform ist (z.B. Bindung an
GaAs(100), aber nicht an GaAs(111)B). Abbildung 8 zeigt,
dass Klon G12-3 spezifisch an ein GaAs-Muster bindet, dabei
jedoch keine Bindung an die SiO,-Bereiche stattfindet, die
sich auf dem selben Substrat befinden. Mit diesem Klon
konnte sogar zwischen den zwei Zinkblende-Kristallformen
GaAs und AlAs unterschieden werden, die beinahe identi-
sche Gitterkonstanten von 5.66 A bzw. 5.65 A haben. Die
Bindung von G12-3 erfolgte spezifisch am GaAs-Substrat.

Ob die Grundlage fiir eine solche Selektivitdt auf chemi-
schen, strukturellen oder elektronischen Ursachen beruht,
wird noch untersucht. Die Substrate weisen unterschiedliche
Reaktivitidten auf, und somit ist die beobachtete Selektivitit

d/A —
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Abbildung 8. Erkennung anorganischer Halbleiteroberfldchen durch Bakteriophagen, die durch Phagen-
Display aus einer kombinatorischen Bibliothek von Polypeptiden isoliert wurden. Das Schema in der Mitte
skizziert die spezifische Bindung der Phagen an die 1 um breiten Linien aus GaAs, die durch 4 um breite SiO,-
Regionen abgetrennt sind. In der linken Abbildung wird die Bindung des Phagen durch einen Fluorophor-
markierten Antikorper sichtbar gemacht, der die fluoreszente Hervorhebung des GaAs Linien bewirkt. In der
rechten Abbildung ist die Kontrolle dargestellt, in der die Anfiarbungsreaktionen ohne vorherige Behandlung
mit den Phagen durchgefiihrt wurden (Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [67]).

der Peptid-tragenden Phagen nicht sonderlich iiberraschend.
Sogar im Falle verschiedener GaAs-Oberfldchen sollte sich
die Zusammensetzung der Oberflichenoxide deutlich von-
einander unterscheiden, sodass daraus auch unterschiedliche
Wechselwirkungen mit dem Peptid resultieren. Die Sequenz-
analyse der verschiedenen Klone ergab, dass im Durchschnitt
etwa 40 % polare und etwa 50 % Lewis-basische funktionelle
Gruppen in den Peptiden auftreten. Die statistische Haufig-
keit der Lewis-basischen Aminosduren betrigt lediglich 34 %.
Dies legt nahe, dass die Wechselwirkung zwischen peptidi-
schen Lewis-Basen und Lewis-sauren Pldtzen des Substrates
eine wichtige Rolle fiir die spezifische Erkennung spielt.[]
Derartig selektierte Peptide konnten fiir die Entwicklung
dispezifischer Linker genutzt werden, die die Bindungsfihig-
keit fiir zwei verschiedene Halbleiter- oder Metalloberfldchen
haben (Abbildung 5C). Hiermit konnten neuartige Bottom-
up-Ansétze realisiert werden, um komplexe Heterostruktu-
ren aus Nanopartikeln aufzubauen.[””] Dariiber hinaus trigt
diese Arbeit auch zum grundlegenden Verstdndnis der Bio-
mineralisation bei, da in diesem Prozess die Bildung kerami-
scher Materialien durch Proteine beeinflusst wird, die spezi-
fisch mit den wachsenden Kristalliten interagieren (Ab-
schnitt 5.4.2).

Mechanische Hybridelemente aus nanostrukturierten anor-
ganischen Komponenten und biomolekularen Funktionsein-
heiten wurden aus DNA® und kiirzlich auch aus Motorpro-
teinen aufgebaut. Zur Herstellung letzterer wurde ein
rekombinantes F,-ATPase-Motorprotein auf 80 nm breiten
Ni-Séulen immobilisiert und anschliefend mit einem ca.
1000 nm langen Nanopropeller gekuppelt. Das ATPase-
Molekiil, das durch Hydrolyse von ATP ein Drehmoment
von ca. 100 pN nm erzeugt,["!) ldsst den Propeller mit etwa 5
Umdrehungen pro Sekunde rotieren.

3.2. DNA-Basierte Nanopartikel-Aggregate

Die Verwendung von Biomolekiilen fiir die Entwicklung
nanotechnischer Funktionseinheiten ist von visionédren For-
schern bereits frith vorgeschlagen worden.”>74 DNA ist

besonders geeignet, um als Konstruktionsmaterial in den

Angew. Chem. 2001, 113, 42544287

Nanowissenschaften eingesetzt
zu werden.’>71 Wegen ihrer
Einfachheit und enormen Spezi-
fitdit ermoglicht die Watson-
Crick-Basenpaarung zwischen
Adenin und Thymin (A-T)
und Guanin und Cytosin (G-
C), dass kiinstliche DNA-Rezep-
toren in einfacher Weise pro-
grammiert werden konnen. Der
Einsatz von DNA als molekula-
res Werkzeug ist besonders in-
teressant, da jede beliebige
DNA-Sequenz mit automati-
schen Methoden synthetisiert
werden kann. Mit der Polymera-
sekettenreaktion (PCR) ist es
aullerdem moglich, einzelne Nu-
cleinsduremolekiile bis hin zu makroskopischen Mengen zu
amplifizieren. Weitere interessante Eigenschaften von DNA
sind ihre hohe physikalisch-chemische Stabilitdt und die
grofe Starrheit kurzer Doppelhelices, sodass ein DNA-
Fragment als Spacer und effektives starres Riickrad zwischen
zwei an den Enden angebrachten, funktionellen Einheiten
dienen kann. Zudem wird von der Natur ein kompletter
,» Werkzeugkasten“ hochspezifischer biomolekularer Reagen-
tien in Form von Ligasen, Nucleasen und anderen DNA-
modifizierenden Enzymen zur Verfiigung gestellt, mit dem
das DNA-Molekiil fiir den Aufbau funktionaler Nanostruk-
turen atomgenau verarbeitbar ist. Kein anderer (polymerer)
Werkstoff bietet diese Eigenschaften, die ideal sind fiir
molekulare Konstruktionsarbeiten im Bereich von etwa
5nm bis hin zu einigen Mikrometern. Dieser Abschnitt
(3.2.1) beschreibt Ansitze, DNA als Konstruktionsmaterial
fiir nanopartikulédre Selbstorganisationen zu verwenden.

3.2.1. DNA-vermittelte Oligomerisierung von
Nanopartikeln

Mirkin et al. haben die spezifische Hybridisierung komple-
mentirer DNA-Molekiile genutzt, um repetitive Nanoclus-
termaterialien herzustellen (Abbildung 9). Dem in Abbil-
dung 5B verallgemeinerten Schema folgend wurden in zwei
separaten Reaktionsansdtzen 13nm groBe Goldkolloide
durch Thiol-Adsorption mit Oligonucleotiden gekuppelt, die
nicht zueinander komplementér sind."”1 Als Linker wurde ein
DNA-Duplex verwendet, der aus einer doppelhelicalen Re-
gion mit zwei kohdsiven Enden bestand, die komplementir
zur Partikel-gebundenen DNA waren. Die Zugabe des
Linkers zu den zwei DNA-modifizierten Goldkolloiden
bewirkte die Aggregation und langsame Ausfillung eines
makroskopischen DNA-Hybridmaterials. Die Reversibilitét
dieses Prozesses konnte durch temperaturabhingige UV/Vis-
Spektroskopie nachgewiesen werden. TEM-Analysen mach-
ten deutlich, dass die oligomerisierten Aggregate dreidimen-
sional verkniipft waren, da die einzelnen Kolloide viele DNA-
Molekiile enthielten. TEM-Aufnahmen von Einzelschichten
zeigten dariiber hinaus, dass in den dicht gepackten Aggre-
gaten der Kolloide sehr einheitliche Partikelabstinde von ca.
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Abbildung 9. Selbstorganisation von Goldkolloiden durch DNA-Hybridi-
sierung. A) Zwei Arten von Goldkolloiden werden mit Oligonucleotiden
iber deren 5'- oder 3'-Thiolgruppen modifiziert, die zueinander nicht
komplementir sind. Die Zugabe einzelstrangiger Nucleinsdure als Linker
fithrt zur Vernetzung der Nanopartikel. Die Vernetzung von Goldkolloiden
fithrt zu einer charakteristischen Anderung in der Plasmonen-Absorption
(B). Diese Farbdnderung kann genutzt werden, um makroskopisch eine
Hybridisierung von Nucleinsduren nachzuweisen. Hierzu werden DNA-
Au-Konjugate und eine Probe, die die nachzuweisende DNA enthilt, auf
einer hydrophoben Membran aufgetragen. Rote Flecken erscheinen wenn
keine komplementire DNA vorhanden ist, wihrend blaue Flecken die
Gegenwart komplementdrer Ziel-DNA anzeigen. (C; Wiedergabe mit
freundlicher Genehmigung aus Lit. [89]. Copyright 1999 American Che-
mical Society.)

6 nm auftraten. Dieser Abstand korreliert mit der Lénge des
DNA-Linkers.["]

Neuere Arbeiten von Mirkin et al. beschiftigten sich mit
der Herstellung binidrer Netzwerke. Beispielsweise wurden
zwei Arten von Goldkolloiden mit einem Durchmesser von
40 nm oder 5 nm jeweils mit individuellen 12-mer-Oligonu-
cleotiden gekuppelt und anschlieBend mit einem komple-
mentéren 24-mer-Oligonucleotid-Linker oligomerisiert.[”®!
Wegen der Sperzifitit der Watson-Crick-Basenpaarung ent-
stehen hierbei ausschlieBlich heterodimere ,,A —B“-Kompo-
site, in denen die unterschiedlichen Partikel alternierend
angeordnet sind (Abbildung 9). Wird jedoch ein Uberschuss
einer Partikelsorte eingesetzt, konnen auch Aggregate in
Form von Satellitenstrukturen erhalten werden, wie durch
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TEM-Messungen gezeigt wurde. Nach der gleichen Methode
wurden auch Oligonucleotid-funktionalisierte CdSe/ZnS-
Quantenpunkte und Goldkolloide zu einem bindren Netz-
werk verkniipft.””! Die TEM-Analyse der Produkte zeigte,
dass die hybriden Metall/Halbleiter-Aggregate die erwartete
A -B-Struktur aufwiesen. Fluoreszenz- und Elektronenab-
sorptionsspektroskopie gaben Hinweise auf kooperative op-
tische und elektronische Phinomene in diesen DNA-vernetz-
ten Materialien. Eine Oligomerisierung DNA-modifizierter
Goldkolloide nach dem in Abbildung 9 illustrierten Prinzip
kann auch durch Konjugate aus Oligonucleotiden und dem
Protein STV erreicht werden. Interessanterweise werden
hierbei die Oligomere als thermodynamisch stabilere Form
erst dann gebildet, wenn die kinetisch bevorzugten Initial-
komplexe erhitzt werden.[*]

Grundlegende Untersuchungen an DNA-verkniipften
Goldkolloiden haben sich mit dem Einfluss der Lénge des
DNA-Spacers auf die optischen®! und elektronischen(®?
Eigenschaften der Netzwerke beschiiftigt. Diese Experimente
legen nahe, dass die Linkerldnge kinetisch die GroBe der
Aggregate kontrolliert und die optischen Eigenschaften der
Nanopartikel-Aggregate durch die Ausmafle dieser Netz-
werke bestimmt werden.®!! Im Unterschied dazu wurde
beobachtet, dass die elektrischen Eigenschaften getrockneter
DNA-Nanopartikel-Aggregate nicht durch die Linkerldnge
beeinflusst werden. Zwar zeigen SAXS-Messungen deutlich,
dass in wissriger Losung der Teilchenabstand mit der Linge
des Linkers korrelliert, aber im Zuge der Trocknung kolla-
bieren die Netzwerke und bilden ein Bulkmaterial aus
Nanopartikeln, die von einer isolierenden Schicht DNA
umgegeben sind. Diese Materialien zeigen Halbleitereigen-
schaften die nicht von der Linge des DNA-Linkers beein-
flusst sind.(*?

Trotz dieser Fortschritte ist noch immer wenig tiber die
Moglichkeiten bekannt, solche Netzwerke von DNA-ver-
kniipften Nanopartikeln zu manipulieren und modifizieren,
also z.B. Methoden zu entwickeln, um die Struktur und
Topographie der DNA-Nanopartikel im Anschluss an ihre
Selbstorganisation zu beeinflussen. Im Zusammenhang mit
solchen grundlegenden Untersuchungen koénnen oligomere
Aggregate, die aus bis-biotinylierter DNA und bioorgani-
schen STV-Partikeln erhiltlich sind, als Modell herangezogen
werden, um Einblicke in die Eigenschaften komplexer Netz-
werke zu erhalten (Abbildung 10). Das STV kann als 5 nm
grofles Modellpartikel betrachtet werden, das nur eine ein-
geschrinkte Anzahl von Verkniipfungen zu benachbarten
Teilchen im Netzwerk eingehen kann. Entweder eins, zwei,
drei oder vier biotinylierte DNA-Fragmente konnen am STV
durch die hochaffine STV-Biotin-Wechselwirkung gebunden
sein. Dies vereinfacht die Komplexitit der supramolekularen
Netzwerke und ermoglicht somit eine einfachere Analyse von
Effekten, die z.B. durch verdnderte Parameter bei der
Immobilisierung der Netzwerke auftreten. Dariiber hinaus
kann die Lénge der doppelstrangigen DNA-Linker so gewihlt
werden, dass sie mit etwa 30 bis 170 nm eine direkte
Abbildung durch die Rasterkraftmikroskopie (SFM =scan-
ning force microscopy) erméglicht (Abbildung 10).[53-% Die
SFM-Analytik von solchen Proben ist fiir beide beteiligten
Disziplinen vorteilhaft: Einerseits ermoglicht die SFM Ein-
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Abbildung 10. Herstellung von Nanopartikelnetzwerken unter Verwendung von dsDNA als Spacer.
Die dsDNA-Fragmente enthalten zwei Bindungstellen (b), die jeweils am 5-Ende mit dem
Doppelstrang verkniipft sind. Diese Bindungstellen sind entweder Biotingruppen, die fiir eine
Verkniipfung mit STV als Modellpartikel genutzt werden konnen (A-C), oder Thiolgruppen (D) mit
denen z.B. Snm groBe Goldkolloide chemisorptiv vernetzt werden konnen (Wiedergabe mit

freundlicher Genehmigung aus Lit. [86]).

blicke in die biomolekulare Struktur und die Dynamik der
Selbstorganisation und dient damit der Kldrung chemisch-
biologischer Fragestellungen. Andererseits konnen die wohl-
definierten und strukturchemisch charakteristischen DNA-
STV-Nanostrukturen als Standard und Kalibrierungsreagen-
zien fiir ,,Soft-Materials“ eingesetzt werden, um die detail-
lierte Untersuchung von Spitzenverbreiterungseffekten und
des Einflusses von Messparametern in der SFM-Analytik
vorzunehmen. ¥ 81

3.2.2. Definierte Aggregate aus nanoskaligen Partikeln

Die oben beschriebenen Arbeiten von Mirkin et al. zeigen
nicht nur Wege auf, neue Hybridmaterialien mit interessanten
optischen und elektronischen Eigenschaften fiir Anwendun-
gen im Bereich der Materialwissenschaften herzustel-
len,?* 8- %1 die Arbeiten sind auch sehr wichtig fiir diagnos-
tische Anwendungen, insbesonders fiir die DNA-Mikroarray-
basierte Nucleinsiureanalytik (Abschnitt 5.2.2). Wegen des
enormen Potentials dieser neuartigen Verbindungen ist es
wichtig, die Limitierungen, die sich aus der bislang ungenii-
genden Kontrolle der Stochiometrie wéahrend der Selbst-
organisation ergeben, zu iiberwinden. Um die Architektur
von Nanomaterialien genau kontrollieren zu kénnen, sind
raumlich wohldefinierte Arrangements aus molekularen Ein-
heiten erforderlich. So miissen fiir den Aufbau elektronischer
Nanoelemente aus Metall- und/oder Halbleiter-Nanokristal-
len die einzelnen Komponenten in rdumlich und stéchiome-
trisch definierter Weise angeordnet werden, wie dies exem-
plarisch anhand des linearen Aggregates in Abbildung 11 A
dargestellt ist. Wie urspriinglich mit Proteinbausteinen ge-
zeigt,’l kann dies erreicht werden, indem Goldnanoteilchen,
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die jeweils ein einzelnes Nucleinsdure-
fragment enthalten, an einem komple-
mentédren Nucleinsdurestrang angeord-
net werden (Abbildung 11 B).

Um nach diesem Schema die Stochio-
metrie und Architektur von Nanomate-
rialien zu kontrollieren, synthetisierten
Alivisatos et al. definierte Monoaddukte
aus thiolierten 18-mer-Oligonucleotiden
und kommerziell erhdltichen 1.4 nm gro-
Ben Goldclustern, die eine einzelne re-
aktive Maleinsdureimidgruppe enthiel-
ten.[> 21 Nach der Reinigung wurden
diese Konjugate durch DNA-vermittelte
Selbstorganisation an einen Einzelstrang
gebunden, der komplementére Sequenz-
abschnitte enthielt. Hierdurch konnten
raumlich- und stochiometrisch definierte
,nanokristalline Molekiile“ aufgebaut
werden (Abbildung 11B). Je nach Ba-
sensequenz des Templates entstanden
DNA-Nanocluster-Konjugate, die laut
TEM-Analyse eine Kopf-Kopf 10a oder
Kopf-Schwanz 10b Anordnung der ho-
modimeren Zielmolekiile in etwa 70 %
Reinheit aufwiesen. Im Einklang mit
Modellrechnungen betrugen die Teil-
chenabstinde in den zwei Isomeren etwa 3-10nm (10a)
und 2-6 nm (10b). Auch die trimeren Komplexe (10¢) zeigten
in TEM-Aufnahmen die erwarteten Strukturen. In einer

500 nm

A)
D
I'|'|'|'|'|('j|'|"|'|'|'|'|'!'|'|'|
a
B)
10a 10c
.99 v 9
LI.LIJ.LI.A.LLLI.I.A.I.I.A.I.I.I.LLI.A.I.I.I.LI.HV
10b 10d

Abbildung 11. A) DNA-vermittelte Selbstorganisation eines rdumlich und
stochiometrisch definierten supramolekularen Aggregates aus vier ver-
schiedenen Nanobausteinen. B) Selbstorganisation nanokristalliner Mole-
kiile durch DNA-Hybridisierung.>! Aus Goldpartikelkonjugaten (schat-
tierte Kugeln) und 3'- oder 5'-thiolierten Oligonucleotiden wurden Kopf-
Kopf- (10a) oder Kopf-Schwanz- (10b) Homodimere hergestellt. Die
Verwendung eines Templats, das die komplementére Sequenz in dreifacher
Wiederholung enthilt, gestattet den Aufbau des homotrimeren Aggregats
10c. Das in A) skizzierte Konzept wurde ebenfalls zur DNA-vermittelten
Organisation von Proteinen,!! 8-Galaktose-Einheiten" und metallorga-
nischen Komponenten?'! eingesetzt.
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neueren Arbeit wurden weitere Nanokristall-Aggregate her-
gestellt, die bis zu drei Nanocluster unterschiedlicher Grofie
in verschiedenen Anordnungen enthielten.’” Diese Aggre-
gate wurden nach elektrophoretischer Reinigung mit TEM
charakterisiert. Hierbei zeigte sich, dass die nanokristallinen
Molekiile eine hohe Flexibilitit aufweisen, insbesondere
wenn das DNA-Riickgrat eine Liicke enthilt (z.B. 10c).
Dahingegen zeigen Aggregate in denen das DNA-Riickgrat
nicht unterbrochen ist (z.B. 10d) eine deutlich verringerte
Flexibilitdt. UV/Vis-Untersuchungen der Aggregate legten
nahe, dass die supramolekulare Organisation zu spezifischen
Anderungen der spektralen Eigenschaften der Nanopartikel
fithrt.[*!

Das Konzept, DNA als Geriist fiir die rdumliche Anord-
nung (makro)molekularer Komponenten zu nutzen, wurde
urspriinglich mit den kovalenten Konjugaten 11 realisiert, die
aus einzelstrangigen DNA-Oligomeren und STV synthetisiert
worden waren.”] Die DNA-STV-Konjugate 11 wurden auch
als Modellsysteme verwendet, um eine Reihe grundlegender
Untersuchungen zur DNA-vermittelten Selbstorganisation
makromolekularer Komponenten durchzufiihren.! Uber
ihren Modellcharakter hinaus, lassen sich die Konjugate 11
aber auch als vielseitig einsetzbare molekulare Adapter fiir
den Aufbau nanodimensionierter supramolekularer Aggre-
gate verwenden. Die kovalent am Protein gebundene Oligo-
nucleotideinheit erweitert die native Bindungskapazitit des
STV fiir vier Molekiile Biotin um eine spezifische Erken-
nungsdoméne fiir komplementédre Nucleinsduren. Diese Di-
spezifitdt ermoglicht, dass die DNA-STV-Konjugate 11 als
Adapter verwendet werden konnen, um nahezu beliebige
biotinylierte Komponenten an Nucleinsduretemplaten zu
organisieren.®! Beispielsweise wurde die hochaffine Biotin-
STV-Wechselwirkung und die spezifische Hybridisierungsfa-
higkeit von 11 genutzt, um Goldnanocluster anzuordnen
(Abbildung 12).F1 Hierzu wurden 1.4 nm groBe Goldcluster,
die einen einzelnen Aminosubstituenten enthielten, mit einer
Biotingruppe verkniipft. Der Biotinsubstituent wurde dann
verwendet, um die Nanocluster in einer pseudotetraedrischen
Uberstruktur anzuordnen, die durch die Geometrie der
Biotin-Bindungstellen im STV vorgegeben ist. Die Nanoclus-
ter-beladenen Konjugate 11 lassen sich dann durch spezifische
Nucleinsdure-Hybridisierung an komplementdren Einzel-
strang-Templaten zu neuartigen Nanostrukturen (sieche 12 in
Abbildung 12) organisieren. Da die DNA-STV-Konjugate 11
im Sinne eines molekularen Baukastens einsetzbar sind, kann
der Ansatz auch zur Herstellung funktionaler Bio-Metall-
Aggregate genutzt werden, in denen, wie in 13 (Abbil-
dung 12), anorganische und biologische Komponenten ver-
eint sind. 13 wurde aus Goldkolloid-beladenen STV-Kon-
jugaten 11a—11e sowie einem Konjugat aus 11f und bio-
tinyliertem Antikorper hergestellt, die zuvor in getrennten
Ansitzen gekuppelt worden waren. Die Funktionalitit des
Antikorpers in diesem Aggregat erlaubt, die biometallische
Nanostruktur selektiv an Gewebe, Substrate oder Oberfli-
chen zu kuppeln, die durch das IgG-Molekiil erkannt werden.
Dieser Ansatz zeigt, dass spezifische Protein-Ligand-Wech-
selwirkungen und die Hybridisierung komplementidrer Nu-
cleinsduren fiir die Konstruktion neuartiger anorganisch/
bioorganischer Nanohybridsysteme einsetzbar sind.P!
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Abbildung 12. A) DNA-vermittelte Selbstorganisation von biotinylierten
Goldnanoclustern (Bio-Au) mit DNA-STV-Konjugaten 11 als molekularen
Adaptern. Spezifische Nucleinsdure-Hybridisierung fiihrt zu den Aggre-
gaten 12. B) TEM-Aufnahmen der Biometallaggregate 12[acf] (die Buch-
staben geben die Templat-gebundenen Proteinkomponenten an) sowie (C)
des Immunglobulin-Konstruktes 13 (Wiedergabe mit freundlicher Geneh-
migung aus Lit.[51]).

3.3. Biomimetische Systeme

In Analogie zu der in Abbildung 5 schematisch gezeigten
Oligomerisierung von Nanopartikeln lassen sich auch abio-
tische reversible Erkennungssysteme fiir die supramolekulare
Organisation solcher Partikel einsetzen. Beispielsweise haben
Fitzmaurice et al. iiber die ,,heterosupramolekulare® Selbst-
organisation anorganischer Materialien berichtet.[’! Hierbei
wurden 22nm groBe TiO,-Halbleiterpartikel mit einem
modifizierten Pyridinrest stabilisiert, der spezifisch ein mit
dem Elektronenacceptor Viologen kovalent verkniipftes Ura-
cilderivat binden kann. Die Wasserstoffbriickenbindung des
Uracil-Viologen-Konjugates an die Nanopartikel fiithrt zur
Bildung eines heterosupramolekularen anorganisch/organi-
schen Hybrids. In diesem kann durch Bandliickenanregung
des selbstorganisierten Donor-Acceptor-Systems ein Elektro-
nentransfer vom Donor (TiO,-Nanopartikel) zum Acceptor
(Viologen) induziert werden.[*! In aktuellen Arbeiten wurden
Gold-P und Silbernanopartikel®!, die mit einer Monolage
aus w-Undecylthiol und 14 stabilisiert sind, durch Pseudo-
rotaxanbildung oligomerisiert. Hierzu wurde 15 als Linker
verwendet (Abbildung 13). NMR- und DLS-Untersuchungen
zeigten, dass das Ausmaf} der Nanokristall-Aggregation durch
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Abbildung 13. Silbernanokristalle, die mit einer Monolage eines Alkyl-
thiols und mit 14 stabilisiert sind, aggregieren in Gegenwart von 15, das als
Linker die Bildung von Pseudorotaxanen induziert (Wiedergabe von
Teilen der Abbildung mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [95].
Copyright 2000 American Chemical Society).

den Anteil von 15 oder durch die Zugabe von Inhibitoren wie
Dibenzo-[18]Krone-6 kontrollierbar ist.[%]

Derartige mit selbstorganisierten Monoschichten (SAM =
self-assembled monolayer) funktionalisierte Kolloide (SAM-
Kolloide) ™ bieten eine neue, leistungsfihige Plattform, um
multivalente Rezeptoren zu erzeugen. So ldsst sich in SAM-
Kolloiden die Anzahl der Liganden bereits wihrend der
Partikelbildung oder aber durch Austauschreaktionenl®l
einstellen. Die Mobilitidt der Thiolliganden auf der Kolloid-
oberfldche kann genutzt werden, um Systeme aufzubauen, die
auf externe Stimuli der Umgebung reagieren.’® Hierzu
wurden Goldnanopartikel mit einer Monolage aus Mercapto-
octanol beschichtet, in die zwei Rezeptorgruppen, die Dia-
cyldiaminopyridingruppe 16 und die Pyrengruppe 17, statis-
tisch eingebaut waren (Abbildung 14). 16 kann als Wasser-
stoffbriicken- und 17 als aromatischer Stacking-Rezeptor
fungieren. Die Zugabe von Flavin 18 zu den doppelt
modifizierten Kolloiden bewirkt, dass dieser Gast als Templat
die Umordnung der zwei Rezeptorgruppen auf der Kolloid-
oberfliache induziert. Hierdurch riicken die zwei Rezeptor-
gruppen in enge Nachbarschaft, sodass eine divalente Bin-
dungstasche fiir 18 gebildet wird. Wenngleich die molekular-
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Abbildung 14. Supramolekulare Bildung einer polyvalenten Bindungs-
stelle auf SAM-stabilisierten Goldkolloiden, die iiber die zwei Rezeptor-
gruppen 16 und 17 verfiigen (Wiedergabe von Teilen der Abbildung mit
freundlicher Genehmigung aus Lit. [96d]. Copyright 2000 American
Chemical Society).

geprégte Bildung von Bindungsstellen an zweidimensionalen,
planaren Goldoberflachen bereits zuvor beschrieben wur-
de,"") eroffnet die Ubertragung dieses Konzeptes auf Nano-
partikel-gebundene Rezeptoren neue Wege, um diffusions-
fahige Sonden fiir die Erkennung und Analyse von bio-
molekularen Protein- und Zelloberflichen herzustellen.®d
Dariiber hinaus sollte sich dieser Ansatz auf katalytisch und
optisch aktive chemische Gruppen™! sowie auf SAM-gebun-
dene Biomolekiile erweitern lassen, z. B. indem mit Enzymen,
Antikorpern oder Rezeptoren neuartige kolloidale Reagen-
tien hergestellt werden,”” die in Immunoassays, Biosensoren
oder zur Untersuchung der Membrandiffusion einsetzbar sind.

4. Templatsynthesen mit Biomolekiilen

Die elektrostatischen und topographischen Eigenschaften
biologischer Makromolekiile und der aus ihnen aufgebauten
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supramolekularen Komplexe lassen sich fiir die Synthese und
die Selbstorganisation organischer und anorganischer Kom-
ponenten nutzen. In solchen Templatsynthesen wurden be-
reits reguldre zweidimensionale Gitterstrukturen aus bakte-
riellen Zelloberfldichenproteinen, Nano- und Mikrometer-
dimensionierte Nucleinsdurestrukturen oder auch hohle bio-
molekulare Kompartimente wie Virushiillen eingesetzt, um
Nanopartikel und supramolekulare Architekturen aufzu-
bauen.

4.1. Bakterielle Zelloberfliichenschichten

Kristalline Zelloberflachenschichten, ,,S-Schichten®, sind
die am héufigsten auftretenden Strukturen in prokaryonten
Organismen. S-Schichten sind aus vielen identischen Kopien
einzelner Polypeptide zusammengesetzt, die sich spontan zu
hochgradig geordneten, nanopordsen Uberstrukturen unter-
schiedlicher Geometrie organisieren (Abbildung 15). Wegen
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Abbildung 15. Bakterielle Oberfldchenschichten (S-Schichten): A) Ver-
schiedene Arten von S-Schichten mit einer diagonalen (pl, p2), tetrago-
nalen (p4) oder hexagonalen (p3, p6) Symmetrie. B) TEM-Aufnahme eines
Ubergitters aus Goldpartikeln, das mit einer Oberflichen-fixierten tetra-
gonalen S-Schicht hergestellt wurde (Wiedergabe mit freundlicher Ge-
nehmigung aus Lit. [100]).

ihrer auBerordentlich hohen Ordnung sind S-Schichten ein-
zigartige Systeme, um die Genetik, Struktur und Dynamik der
Selbstorganisation biologischer Komponenten zu untersu-
chen. AuBerdem bieten isolierte native, chemisch oder
genetisch modifizierte S-Schichten eine Vielzahl moglicher
biotechnischer Anwendungen, die von der Diagnostik und
Vaccinforschung bis hin zur molekularen Nanotechnologie
reichen.'®! Die reguldre Anordnung der Poren innerhalb der
zweidimensionalen Proteinkristalle wurde auch genutzt, um
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Anordnungen von Nanopartikeln zu erzeugen. Shenton et al.
beschrieben die Synthese von CdS-Uberstrukturen unter
Verwendung rekristallisierter S-Schichten aus Bacillus stearo-
thermophilus, die auf Elektronenmikroskop-Objekttriagern
immobilisiert waren."™ Die S-Schichten wurden hierfiir
zunéchst mit CdCl,-Losung und anschlieBend mit H,S behan-
delt. Wie TEM-Aufnahmen zeigten, fiihrte dies zur Bildung
von monodispersen ca. 5 nm groen CdS-Nanokristallen, die
in einer reguldren Anordnung innerhalb der Nanoporen der
Proteinmatrix organisiert waren.

Dieluweit et al. konnten ein tetragonales Ubergitter aus
einheitlich dimensionierten 4-5nm groen Goldpartikeln
mit einem Wiederholungsabstand von ca. 13 nm herstellen,
indem eine S-Schicht aus Bacillus sphaericus verwendet
wurde, deren Proteinbausteine chemisch mit Thiolgruppen
modifiziert worden waren.['"””l Hierzu wurde mit einer Losung
von Tetrachlorogoldsidure zunéchst ein diinner Goldfilm auf
der S-Schicht erzeugt. Die Elektronenbestrahlung im Zuge
der TEM-Analyse fiihrte zur Bildung von ca. 5 nm Goldparti-
keln (Abbildung 15). Mertig et al. priparierten eine hoch-
geordnete Uberstruktur aus 2 nm groBen Platinclustern unter
Verwendung einer S-Schicht aus Sporosarcina ureae.'"! Tm
Unterschied zu den oben beschriebenen Ansétzen wurde die
Anordnung der Cluster in homogener Losung erzeugt, indem
eine Suspension der S-Schicht mit einer K,PtCl,-Losung
behandelt und anschlieBend mit NaN; reduziert wurde. Die
TEM-Analyse zeigte deutlich, dass die Platincluster metalli-
schen Charakter aufweisen und die laterale p4-Symmetrie des
Ubergitters durch den darunter liegenden Proteinkristall
vorgegeben wurde.['%]

Hall et al. haben kiirzlich tiber die Immobilisierung von
Goldkolloiden an hexagonal-gepackten, Intermediatschich-
ten (HPI =hexagonally packed intermediate) aus D. radio-
urans berichtet.'™ Die HPI-Schicht hat eine periodische
Struktur aus hexameren FEinheiten, die jeweils eine hohle,
konusformige Erhohung mit einem positiv geladenen Innen-
raum von ca. 2nm Durchmesser bilden. Die Behandlung
einer Substrat-adsorbierten HPI-Schicht mit einer wéssrigen
Losung Citrat-stabilisierter 5nm oder 10 nm groBer Gold-
kolloide fiihrte zur Bildung Mikrometer-dimensionierter,
hexagonaler Ubergitter, in denen die Kolloide im selben
Muster wie die unterliegende HPI-Schicht angeordnet waren.
Die Partikelabstinde betrugen einheitlich etwa 18 nm. In
Experimenten mit einer 1:1 Mischung aus den 5 nm und den
10 nm groBen Partikeln zeigte die HPI-Schicht eine bevor-
zugte Bindung der 5 nm Kolloide. In Bindungsexperimenten
mit den 10 nm Partikeln wurden an der HPI-Schicht vorzugs-
weise Teilchen mit einem Durchmesser von 8.0 +1.3 nm
gebunden. Dieser Wert ist signifikant geringer als der durch-
schnittliche Partikeldurchmesser von 9.7+£2.2nm. Keine
Uberstrukturbildung wurde hingegen bei der Adsorption
von 20 nm groBen Kolloiden oder von positiv geladenen 5 nm
groBen Partikeln beobachtet. Somit zeigen diese Experimen-
te, dass die Form und die elektrostatischen Eigenschaften
eines biologischen Templates genutzt werden konnen, um die
rdumliche Anordnung Mikrometer-dimensionierter Uber-
strukturen anorganischer Nanopartikel zu kontrollieren. Zu-
kiinftige Entwicklungen dieses Ansatzes sind besonders viel
versprechend, da lediglich ein einzelnes Gen verdndert
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werden muss, um die topographischen und chemischen
Eigenschaften der S-Schichten fiir die jeweils gewiinschte
Anwendung anzupassen.['%%]

4.2. Selbstorganisation mittels DNA-Templaten

Auch die elektrostatischen und topographischen Eigen-
schaften von DNA-Molekiilen konnen in Templatsynthesen
genutzt werden, um supramolekulare Aggregate aus organi-
schen und anorganischen Komponenten aufzubauen. In
einem frithen Beispiel berichteten Gibbs et al., dass Porphy-
rinderivate mit kationischen Seitengruppen wie 19 ausge-
dehnte Uberstrukturen in der Gegenwart von DNA-Templa-
ten bilden.['" Diese supramolekularen Porphyrinkomplexe,
die die gleiche Helicitit wie das Nucleinsduretemplat zeigen,
wurden in weiterfithrenden Arbeiten hinsichtlich ihrer Kine-
tik und Thermodynamik charakterisiert.'”” 1%l Der kationi-
sche Cyaninfarbstoff 20 bildet in Gegenwart von DNA
spontan supramolekulare Komplexe aus.'® % So zeigten
Armitage et al., dass 20 in Gegenwart von doppelstrangiger
DNA (dsDNA) mit alternierenden A/T-Basenpaaren dime-
risiert. Interessanterweise ist die Bindung des Dimers hoch-
gradig kooperativ. Die Bindung des ersten Dimers beschleu-
nigt also die nachfolgende Bindung des zweiten Dimers,
sodass im Falle von ldngeren DNA-Molekiilen als Nanotem-
plat rasch ausgedehnte helicale Aggregate des Cyaninfarb-
stoffes entstehen. Die DNA-Struktur bestimmt also die
rdumlichen Dimensionen des supramolekularen Aggregates.

Tour et al. nutzten DNA, um makromolekulare Fullerene
anzuordnen, die mit einem N,N-Dimethylpyrrolidiniumiodid-
Substituenten verkniipft waren (21).'Y Die elektrostatische
Bindung von 21 am Phophorsidurediester-Riickgrat konnte
direkt durch TEM nachgewiesen werden, ohne dass eine
Schattierung mit Schwermetallen oder andere Anfarbeme-
thoden erforderlich waren. Aus TEM-Analysen ging hervor,
dass die DNA in den Hybridmaterialien eine signifikant
andere Struktur als native DNA aufweist. Im Falle eines
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circuliren DNA-Plasmids als Templat ist der Durchmesser
der Hybridkomplexe etwa fiinfmal geringer als der des
nativen Plasmids. Der Durchmesser der DNA-Doppelhelix
betrug dafiir aber 15-30 nm anstelle der iiblichen 2 nm. Diese
Kondensation (Verdickung und Kiirzung) der dsDNA konnte
auf umfassende hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den
DNA-gebundenen Fullereneinheiten zuriickzufiihren sein.
Ahnliche Kondensationseffekte werden auch mit Polyaminen
wie Spermin oder Spermidin erzielt, die eine signifikante
Packung der DNA induzieren kénnen. Die Dynamik solcher
DNA-Kondensationsprozesse in der Fest/fliissig-Interphase
wurde kiirzlich durch SFM untersucht.'"? Die Spermin-
vermittelte Packung von DNA zu einheitlichen, Nanometer-
groflen bioorganischen Partikeln wurde von Blessing et al.
beschrieben.!'3] Hierzu wurde das polymerisierbare Kation 22
genutzt, das spezifisch in der kleinen Furche von B-DNA
bindet. So bewirkt die luftinduzierte Thiol/Disulfid-Oligome-
risierung von 22 in Gegenwart einer Plasmid-DNA, dass diese
zu Nanopartikeln mit einem Durchmesser von 50+ 15 nm
zusammenfallen. Solche nanoskopischen monomolekularen
DNA-Partikel konnten als Reagentien fiir den Gen-Transfer
eingesetzt werden.[14]

Pionierarbeiten zur Herstellung von Metall- und Halb-
leiter-Nanopartikeln mit DNA-Templaten wurden von Coffer
et al. durchgefiihrt."'"%! Sie nutzten die negative Ladung des
Phosphat-Riickgrats der DNA-Doppelhelix, um Cd?**-Ionen
anzureichern, die anschlieBend durch Umsetzung der Kom-
plexe mit Na,S in CdS-Nanopartikel iiberfithrt wurden.
Hierzu wurden zunéchst wissrige Losungen von Kalbsthy-
mus-DNA und Cd** gemischt und die Mischung dann mit
dquimolaren Mengen Na,S versetzt. Wie TEM-Analysen
zeigten, bildeten sich hierdurch monodisperse CdS-Partikel
mit einem Durchmesser von etwa 5.6 nm.['"” Da die tatsich-
liche Rolle der DNA in diesem Prozess unklar blieb, wurde in
nachfolgenden Experimenten untersucht, ob die Sequenz des
DNA-Templats moglicherweise einen Effekt auf die Partikel-
bildung ausiibt.['!"] Tatsichlich wurde beobachtet, dass insbe-
sondere der Gehalt an Adenin-Nucleotiden die Grofle der
Nanopartikel beeinflusst. Dies
kann als indirekter Nachweis des
vorgeschlagenen Templateffektes
interpretiert werden. Weitere Ar-
beiten beschiftigten sich mit der
Synthese  Oberflichen-gebunde-
ner, mesoskopischer Nanoparti-
kel-Aggregate.l''> 181 So  wurde
die 3455 Basenpaar lange, circul-
re Plasmid-DNA pUCLeu4 als
Templat verwendet, die einen
Ring von etwa 375 nm Durchmes-
ser aufspannt. Das Plasmid wurde
in Losung mit Cd**-Ionen ge-
mischt, und die Cd>**-beladene
DNA wurde an aminomodifizier-
ten Glassubstraten adsorbiert.
CdS-Nanoteilchen wurden durch
Behandlung mit H,S generiert.l"”!
Die TEM-Analyse ergab, dass
sich CdS-Partikel von etwa 5 nm

N
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Durchmesser gebildet hatten, die eng am circuliren DNA-
Templat angelagert waren. Messungen des Plasmid-Umfanges
zeigten, dass einige der DNA-Molekiile die intakte Ring-
struktur beibehalten hatten. Allerdings wurden auch viele
andere Aggregate mit ungewohnlicher Form beobachtet.

Uber die Verwendung als Nanotemplat hinaus, kann das
DNA-Molekiil auch genutzt werden, um Mikrometer-dimen-
sionierte Elemente herzustellen, die z.B. fiir elektronische
Anwendungen verwendet werden konnten. Ein Beispiel
hierzu wurde von Braun et al. beschrieben (Abbildung 16).[1""]
Sie verwendeten ein 16 pm langes 1-DNA Fragment mit zwei
kohisiven Enden, um den etwa 12—-16 um Abstand zwischen
zwei photolithographisch hergestellten Goldmikroelektroden
zu iiberbriicken. Hierzu wurden die Elektroden zunéchst mit
komplementéren Fanger-Oligonucleotiden modifiziert, an die
das DNA-Fragment durch Watson-Crick-Basenpaarung spe-
zifisch binden konnte. Die erfolgreiche Bindung der Fluoro-
phor-markierten A-DNA an die Elektroden wurde optisch
durch Fluoreszenzmikroskopie iiberpriift. Anschlieend wur-
den die am Phosphat-Riickgrat gebundenen Natriumionen
gegen Silberionen ausgetauscht und letztere mit Hydrochinon
reduziert. Hierdurch entstanden kleine Silberaggregate am
DNA-Riickgrat, die dann als Katalysatoren in einem Sil-
berentwicklungsprozess genutzt wurden. Dies fiihrte zur
Bildung eines Mikrometer-dimensionierten Silberdrahtes
mit einem Durchmesser von etwa 100 nm. SFM-Untersu-
chungen zeigten, dass der Draht eine granulare Morphologie
aufwies (Abbildung 16). Elektrische Messungen an diesem
Silberdraht ergaben unerwartet asymmetrische Strom/Span-
nungskurven, und der Draht zeigte augepréigte Memoryef-
fekte. Dies konnte auf Polarisations- und/oder Korrosions-
effekte an den Grenzen der einzelnen etwa 30—50 nm groB3en
Silberkorner zuriickzufiihren sein, aus denen der Draht
aufgebaut war.['"’]

12 =16 pym

S
R
T R::
= i-DNA =Rt

Richter et al. berichteten iiber die Verwendung von A-DNA
als Templat fiir das Wachstum von Palladiumclustern.['*"]
Hierzu wurde die DNA mit Palladiumacetat aktiviert und
die an der DNA abgeschiedenen Palladiumionen mit einer
Losung aus Citrat, Milchsdure und Dimethylaminoboran
reduziert. Dies fithrte zur Bildung DNA-gebundener ein-
und zweidimensionaler Anordnungen 3 -5 nm groBer Palla-
diumcluster.'”! In weiterfithrenden Arbeiten wurden leitfi-
hige Nanodrihte mit DNA-Templaten hergestellt!?!) und der
Mechanismus der Metallnucleation untersucht.l'”?l Die DNA-
Templatsynthese zur Herstellung mesoskopischer Strukturen
aus positiv geladenen 3 nm gro3en Thiocholin-modifizierten
CdS-Partikeln wurde von Torimoto et al. durchgefiihrt.l'>?]
Wegen der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen den
positiv geladenen Partikeloberflichen und den Phosphat-
gruppen der DNA, waren die Partikel kettenféormig ange-
ordnet, wie durch TEM-Analyse gezeigt wurde. Hierbei
betrug der Abstand zwischen den CdS-Teilchen in den quasi
eindimensionalen Packungen ca. 3.5 nm. Dieser Wert korre-
liert mit der Hohe einer Helixwindung im DNA-Doppel-
strang.'?l Die elektrostatische Anordnung von Lysin-passi-
vierten Goldpartikeln an DNA wurde ebenfalls beschrie-
ben.[!4]

Die oben dargestellten Beispiele geben einen ersten Ein-
druck, wie DNA als Templat verwendet werden kann, um
nanoskalige und mesoskopische Strukturen herzustellen. Es
soll aber auch die Notwendigkeit grundlegender Arbeiten zu
diesen Konzepten deutlich gemacht werden. So muss insbe-
sondere untersucht werden, welchen Einfluss die Interaktion
zwischen der DNA und den verschiedenen organischen
Liganden oder Metallkationen auf die Struktur und Topologie
der Nucleinsdure ausiibt, und ob und wie solche Effekte
wiederum zu beeinflussen sind. Mogliche Anwendungen der
DNA-Templatsynthese konnten darin bestehen, DNA-Frag-

Abbildung 16. DNA-Templatsynthese eines leitfihigen Silberdrahtes. SFM-Aufnahmen zeigen die granulare Struktur dieses Drahtes (Wiedergabe mit

freundlicher Genehmigung aus Lit. [119]).
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mentel'™! oder auch Netzwerkel'®! fiir die Herstellung mikro-
elektronischer Elemente oder ringférmige DNA-Molekii-
le[3+ 126-1301 fiir den Aufbau nanoskaliger Aharonov-Bohm-
Ringel™! zu verwenden.

4.3. Biologische Nanoreaktoren

Die Natur hat eine Vielzahl von Proteinkomponenten
entwickelt, die zum Transport oder zur Lagerung von Metall-
komponenten dienen. Unter diesen ist das Eisenprotein
Ferritin das wohl am besten untersuchte und verstandene
System.['*?] Ferritin besteht aus einem zentralen Kern von
hydratisiertem Eisen(iir)oxid, der mit einer aus vielen Unter-
einheiten bestehenden Proteinschale umgeben ist. Wahrend
der Ferritinbildung formiert sich zunichst die Proteinschale
und bildet einen hohlen Kéfig mit einem Durchmesser von ca.
8 nm. Die nachfolgende anorganische Mineralisierung erfolgt
unter der rdumlichen Beschriankung dieses Kéfigs und fiihrt
zur Bildung von Nanopartikeln aus einem antiferromagneti-
schen Eisenoxid, das dem Mineral Ferrihydrit dhnelt.*3] Da
die Polypeptidhiille des Ferritins viele Poren enthélt, kann das
Mineral durch reduktive Auflosung entfernt und hierdurch
das demetallierte Protein, so genanntes Apoferritin, herge-
stellt werden.['* Es ist lange bekannt, dass Apoferritin durch
chemische Verfahren remineralisiert werden kann.'*3 So
wurde die Rekonstituierung des Ferrihydritkerns genutzt,
um die katalytischen Eigenschaften des Apoferritins hin-
sichtlich der Oxidation von Eisen(i1) und der Nucleation des
Ferrihydrits innerhalb der Proteinhiille zu untersuchen.['30

In den frithen 90er Jahren begannen Mann et al., das
Ferritin als nanodimensionierten Bioreaktor zu verwenden,
um auch andere Metallpartikel als das natiirliche Ferrihydrit
herzustellen (Abbildung 17). So gelang es mit Apoferritin aus
Pferdemilz als Nanoreaktor, Kristalle aus Manganoxid oder
Uranyloxyhydroxid zu erzeugen.!'¥l Letztere wurden z.B.
durch basisch-hydrolytische Polymerisation von Uranylacetat
hergestellt. Das rdumlich eingeschriankte Reaktionsvolumen
innerhalb der supramolekularen Proteinkifige bewirkte da-
bei, dass einheitliche Uranyloxyhydroxid-Nanoteilchen mit
einem Durchmesser von 6 nm entstanden. In spéteren Arbei-
ten wurden semisynthetische magnetische Proteine herge-
stellt, indem Apoferritin mit dem ferrimagnetischen Mineral
Magnetit (Fe;O,)381 oder Magnetit/Maghemit (Fe;O,/y-
Fe,0;)!'*] rekonstituiert wurde. Die TEM-Analyse ergab,
dass auch hier wegen des inneren Durchmessers des Nano-
reaktors TeilchengroBen von 6—7 nm erzielt wurden. Die
Magnetit/Maghemit-Partikel wurden durch Trimethylamin-
N-Oxid-Oxidation von Apoferritin hergestellt, das zuvor mit
unterschiedlichen Mengen an Eisen(i1)-Ionen beladen worden
war. Die Untersuchung der magnetischen Eigenschaften der
Partikel mit SQUID-Magnetometrie zeigte, dass die super-
paramagnetische Blockierungstemperatur annidhernd linear
vom Eisenbeladungsgrad abhing.'*! Solche monodispersen
magnetischen Proteine konnten in biomedizinischen Bild-
gebungsverfahren zur Markierung von Zellen oder in Trenn-
prozessen eingesetzt werden (Abschnitt 5.3). Die chemische
Funktionalisierung solcher bioanorganischer Partikel mit
Biotinylgruppen eroffnet die Moglichkeit, Uberstrukturen
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Abbildung 17. A) Verwendung hohler Protein-Kompartimente als rdum-
lich beschrinkende Bioreaktoren fiir die Herstellung anorganischer
Nanopartikel (FG =funktionelle Gruppe fiir die Nucleation der Bio-
mineralisierung). B) Synthese von Nanordhren-Kompositen unter Ver-
wendung von TMV-Partikeln als Templat (TEOS = Tetraethoxysilan,
Wiedergabe von B mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [144]).

durch STV-induzierte Oligomerisierung aufzubauen (Ab-
schnitt 3.1).0140]

In einem aktuellen Beitrag wurden 15 nm grof3e Lumazin-
Synthase-Capsid-Partikel, die aus 60-Polypeptiduntereinhei-
ten aufgebaut sind und einen Hohlraum von 8 nm Durch-
messer aufspannen, als Nanoreaktor fiir die Synthese von
Eisenoxid-Partikeln verwendet.'*!l Eine andere Klasse bio-
logischer Strukturen, die als Templat fiir die Biomineralisa-
tion genutzt wurden, sind Viruspartikel. Diese bestehen
typischerweise aus mehreren hundert bis tausend identischen
Proteinmolekiilen, die durch Selbstorganisation hohle Kom-
partimente bilden, in denen die virale Nucleinsdure eingela-
gert ist. Hierbei ist die spontane Bildung des Tabak-Mosaik-
Virus (TMV) eines der am besten verstandenen Systeme
biologischer Selbstorganisation.' 41 TMV ist ein physika-
lisch-chemisch stabiles Virion, das selbst Temperaturen von
bis zu 60°C und pH-Werten zwischen 2 und 10 unbeschadet
widersteht. TMV entsteht aus 2130 identischen Proteinein-
heiten, die eine helicale Struktur um die virale Nucleinsidure
bilden und hierbei eine hohle Rohre mit Dimensionen von
etwa 300 x 18 nm und einem innenliegenden Kanal von 4 nm
Durchmesser formen. Die innen- und auflenliegenden Ober-
flichen der supramolekularen Proteinstruktur bestehen aus
repetitiven Mustern geladener Aminosdurereste, z. B. Gluta-
mat, Aspartat, Arginin oder Lysin, die eine Vielzahl von
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Nucleationsstellen fiir eine oberflichenkontrollierte Biomi-
neralisation bilden sollten. Dies veranlasste Shenton et al.,
TMYV als Templat fiir die Erzeugung anorganisch/organischer
Nanorohren-Komposite zu verwenden.'*! Wie in Abbil-
dung 17B dargestellt, wurden verschiedene Wege fiir die
Synthese solcher Komposite ausgehend von TMV-Templaten
erprobt. Die Sol-Gel-Kondensation von Tetraethoxysilan
(TEOS) fiihrte zur Bildung Elektronen-absorbierender
SiO,-Stidbe, die als TMV-Partikel identifiziert wurden. Sie
waren mit einer einheitlichen 3 nm dicken SiO,-Schicht
umgeben. Die gemeinsame Ausfillung von TMV und CdCl,
oder Pb(NO;), mit H,S fiihrte zur Bildung von Hybridmate-
rialien, in denen ungeordnete CdS-Aggregate (5 nm) bzw.
PbS-Aggregate (30 nm) an der auBenliegenden Oberfldche
des TMV-Templats adsorbiert waren. Ahnliche CdS-Nano-
teilchen waren zuvor mit Hilfe von Ferritin-Nanoreaktoren
hergestellt worden.!'* TMV wurde auch fiir die Mineralisie-
rung von Eisenoxid verwendet, indem eine saure Eisen(i1)/
Eisen(un)-haltige Dispersion der TMV-Partikel mit NaOH
versetzt wurde. Dies bewirkte die Bildung schwach kristalli-
ner Ferrihydrit-Ablagerungen an der auflenliegenden Ober-
flaiche des TMV-Templats. Im Unterschied hierzu, fiihrte die
langsame Luftsauerstoff-vermittelte Oxidation von TMV in
einer anaeroben Eisen(i1)-Losung zu Virionen, die mit einem
gleichmiBigen 2 nm dicken Eisenoxidfilm bedeckt waren.['*

Auch sphirische Virusprotein-Hohlkorper wurden einge-
setzt, um Wirt-Gast-Einschlussverbindungen aus organischen
und anorganischen Materialien herzustellen. Douglas und
Young nutzten hierzu wohldefinierte Cowpea-chlorotic-mott-
le-virus(CCMV)-Partikel, die durch In-vitro-Selbstorganisa-
tion aus gereinigtem viralen Hiillprotein zugénglich sind
(Abbildung 18).14:141 Jeder der individuellen Proteinbau-
steine verfiigt iiber neun basische Aminosidurereste (Arginin
oder Lysin), die in das Innere der im Durchmesser etwa 18 nm
umfassenden Proteinhohle ragen. Deshalb bietet der Innen-
raum der 28 nm groBen CCMV-Partikel ein geeignetes
Interface fiir die Nucleation anorganischer Kristalle, z. B. fiir
das Wachstum von Polyoxometalaten wie Parawolframat und
Decavanadat. Hierzu wurde ein spezieller pH-abhingiger
Regulationsmechanismus des CCMV genutzt. Bei einem pH-
Wert > 6.5 quellen die CCMV-Partikel um etwa 10% ihrer
GroBe auf. Dies fiihrt zur Bildung von 60 etwa 2 nm breiten

pH > 8.5

pH<65 4———FP

Abbildung 18. Durch Kryoelektronenmikroskopie erhaltene Struktur des
CCM-Virus. Die Struktur im ungequollenen Zustand bei niedrigem pH-
Wert (links) unterscheidet sich von der des gequollenen Zustandes bei
hohem pH-Wert (rechts). Die Quellung fiihrt zur Bildung von 60 Poren mit
einem Durchmesser von jeweils 2nm (Wiedergabe mit freundlicher
Genehmigung aus Lit. [146]).
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Poren, durch die ein freier Austausch molekularer Kompo-
nenten zwischen der Kavitdt und dem umgebenden Medium
stattfinden kann. Dahingegen ist bei pH-Werten <6.5 ein
solcher Austausch nicht moglich. Somit konnten also leere
Virionen in einer Losung von molekularem Wolframat
(WO,*) bei pH 6.5 inkubiert und durch Filtration angerei-
chert werden. Beim anschlieBenden Waschen bei pH S5
schlieBen sich die Poren der Proteinhiille, und die Wolfra-
mat-Ionen oligomerisieren. Hierdurch wurden einheitliche
Nanokristalle gebildet, deren Durchmesser 6.7 nm betrug.
Neben den Polyoxometalaten wurden auch organische Na-
nopartikel in den Virion-Reaktoren hergestellt. Der pH-
abhiéngige Einschluss des anionischen Polymers Polyanethol-
sulphonsidure wurde bei pH 7.5 durchgefiihrt, und die an-
schlieBende Absenkung des pH-Wertes fiihrte zur Bildung
Polymer-beladener Viruspartikel mit einheitlicher Grofen-
verteilung, die durch TEM-Analyse bestimmt werden konn-
te.[MG]

Die obigen Beispiele zeigen, dass biomolekulare Kompar-
timente gut geeignet sind, um Nanomaterialien oder supra-
molekulare Einschlussverbindungen herzustellen. Es ist somit
naheliegend, dass zukiinftige Entwicklungen sich auf die
Erzeugung mafBigeschneiderter Proteinbausteine konzentrie-
ren werden. Die heutzutage verfiigbaren molekularbiologi-
schen Methoden der rationalen und der zufilligen Mutagene-
se nativer Vorlduferproteine gestatten, rekombinante Pro-
teine zu entwerfen, die tiber fein abgestimmte Eigenschaften
verfiigen. So konnen einerseits speziell geformte Uberstruk-
turen durch supramolekulare Selbstorganisation entstehen
und andererseits ist eine effiziente Nucleation organischer
und anorganischer Nanomaterialien moglich.

5. Anwendungen

Aus biotechnologischer Sicht ist der Begriff ,, Anwendung®
mit kommerziellen Produkten verkniipft, die zumindest
potentiell einen signifikanten Marktanteil haben sollten.
Nach dieser Definition sind wirkliche Anwendungen der
oben beschriebenen, bioanorganischen Hybridkomponenten
zum gegenwdrtigen Zeitpunkt praktisch kaum vorhanden.
Durch die Fusion von Biotechnologie und Materialwissen-
schaften werden jedoch enorme Moglichkeiten erodffnet, neue
Materialien und Funktionselemente herzustellen. Gleichzei-
tig profitieren die grundlegenden Biowissenschaften, da
insbesondere die modernen Komponenten und Charakteri-
sierungstechniken der Materialwissenschaften einsetzbar
sind, um biologische Fragestellungen zu bearbeiten. So stehen
gegenwirtig auch besonders Anwendungen im Bereich der
Bioanalytik im Vordergrund dieser interdisziplindren Schnitt-
stelle.

5.1. Physikalisch-chemische Methoden

Die wohl bekannteste physikalische Charakterisierungs-
methode zur Erforschung biomolekularer Systeme ist die
Rasterkraftmikroskopie (SFM). Die SFM wurde in den

letzten 10 Jahren zu einem auBerordentlich niitzlichen Ver-

Angew. Chem. 2001, 113, 42544287



Nanobiotechnologie

AUFSATZ

fahren entwickelt, um biologische Oberflichen mit hoher
rdumlicher Auflosung abzubilden. Der Einsatz speziell funk-
tionalisierter Sondenspitzen ermoglicht eine biospezifische
Rasterkraftmikroskopie.'**! Dariiber hinaus ldsst sich das
SFM-Gerit nutzen, um Biomolekiile kontrolliert auseinander
zu ziehen, sodass die Konformation von Nucleinsduren oder
die Faltung von Proteinen detailliert untersucht werden
kann.['#]

Die Oberfliachen-Plasmonen-Resonanz(SPR = surface
plasmon resonance)-Spektroskopie ist eine weitere sich rasch
entwickelnde Methode, die zur Untersuchung biomolekularer
Strukturen und ihrer Dynamik eingesetzt wird.[®" Diese
oberflidchensensitive Methode wird genutzt, um ultradiinne
organische und biopolymere Filme an der Grenzfldche
zwischen einer Goldschicht und einer Fliissigphase mit rdum-
licher Auflosung zu untersuchen. Wegen der hohen Emp-
findlichkeit und der Moglichkeit, Wechselwirkungen zwi-
schen zweidimensional angeordneten, immobilisierten Bin-
dungspartnern und gelosten Analyten in Echtzeit zu messen,
wird die SPR intensiv fiir das Monitoring und die Charakte-
risierung biomolekularer Interaktionen genutzt, z.B. um
heterogene  Antikorper-Antigen-Wechselwirkungen oder
DNA-Hybridisierungen an Festphasen zu detektieren.

Die intensive Untersuchung von Interphasenprozessen
zwischen Biomolekiilen und Metalloberflichen hat auch zur
gezielten Weiterentwicklung besonderer spektroskopischer
Methoden beigetragen. Als Beispiel sei die Oberfldchen-
verstiarkte-Ramanstreuung (SERS = surface-enhanced raman
scattering) genannt, bei der Molekiile, die an raue Gold- oder
Silberoberflichen adsorbiert sind, bis zu 100000fach ver-
stirkte Intensititen im Vibrationsspektrum aufweisen.'>!l Da
mit SERS im Prinzip nur die erste direkt am Substrat
gebundene Monolage beobachtet wird, ermoglicht diese
Methode, die spezifischen Wechselwirkungen zwischen einer
metallischen Festphase und daran adsorbierten Biomolekiilen
gezielt zu untersuchen. Wegen ihrer ausgezeichneten SERS-
Eigenschaften und guten Biokompatibilitit wurden z.B.
Citrat-stabilisierte ~ Silberkolloide als
Substrate eingesetzt, um detaillierte Stu-
dien an adsorbierten Proteinen vorzu-
nehmen. Diese zeigten, dass verschiede-
ne Enzyme wie die Chlorcatechol-Di-
oxygenase,’*) Cytochrom ¢ (Cc)P"! und
verschiedene  Cytochrom P450-Protei-
nel®l ihre spezifische Aktivitdt auch
nach der Adsorption an die Metallober-
fliche behalten. Da bei Préparationen
von kolloidalem Silber die Partikelgro- T
Benverteilung meistens sehr grof ist,
treten oft Probleme bei der Reproduk-
tion der optischen Eigenschaften oder
der Adsorptionsfihigkeit von Proteinen
auf. Dahingegen sind viele Methoden
bekannt, monodisperse Protein-be- i""
schichtete Goldpartikel reproduzierbar T
herzustellen.[™ Leider weisen Goldkol- o
loide jedoch deutlich geringere SERS-
Verstarkungsraten bei Vis-Anregung
auf, sodass die SERS-Intensitdten von

BN

Ce
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Cytochrom ¢

Ham-Gruppe

Au Nanopartike!

1 Aggregiertes Ag Sol

Biomolekiil-Goldkolloid-Konjugaten nur relativ schwach
ausgeprigt sind.

Natan etal. berichteten iiber eine Losung fiir dieses Prob-
lem, indem sie das Hdm-haltige Redoxenzym Cc als Modell-
system wéhlten, das in einer definierten Orientierung iiber
seine Lysin-reiche Ham-Bindungstasche an Citrat-stabilisier-
te Goldoberflichen adsorbiert.’® Goldnanopartikel mit ei-
nem Durchmesser von 12 nm wurden mit Cc beschichtet, und
die erhaltenen Konjugate wurden genutzt, um das Protein an
kolloidales Silber fiir SERS-Messungen zu adsorbieren (Ab-
bildung 19). Die von den Ag/Cc/Au-Sandwich-Aggregaten
erhaltenen SERS-Spektren zeigten, dass das Protein seine
native Konformation beibehalten hatte. Der Vorteil dieser
Vorgehensweise besteht darin, dass die Ag/Cc/Au-Aggregate
ausgehend von wohldefinierten Konzentrationen der Gold-
tragerpartikel hergestellt werden konnen und die SERS-
Messungen an anders konzentrierten Losungen der Silber-
kolloide durchfiihrbar sind, die weniger gut definiert sein
konnen. Dariiber hinaus gestattet dieser Ansatz, die natiir-
liche Abhingigkeit der SERS-Intensitdten vom Abstand zum
Silbersubstrat auszugleichen, da sich das Analytmolekiil
zwischen zwei Metalloberfldchen befindet.’> So wurde be-
obachtet, dass in den Metall/Protein/Metall-Sandwich- A ggre-
gaten signifikant erhohte elektromagnetische Felder zwischen
den Partikeln auftreten.'¥] Diese starke elektromagnetische
Kupplung zwischen den Teilchen wurde aus den Wellenlidn-
gen-abhingigen SERS-Verstiarkungsraten und dem Auftreten
einer Wellenlédngen-verschobenen Einzelpartikel-Plasmonen-
bande abgeleitet. Hieraus wird deutlich, dass mit solchen
Studien theoretisch vorhergesagte, elektromagnetische Ef-
fekte zwischen dicht gepackten Nanoteilchen experimentell
verifiziert werden konnen.!'¥l Uber die Grundlagenforschung
hinaus hat die SERS-Technik jedoch auch das Potential fiir
die Entwicklung analytischer Methoden, z.B. als strukturab-
hingige Detektionsmethode fiir die Kapillarelektrophore-
sel'* oder um in bioanalytischen Assays dsDNA zu quanti-
fizieren.['>]

Ce:Au Konjugat

Au (12 nm)
Ag Sal
: -
T
f .".'":
Hi

Abbildung 19. Bildung eines Metall-Cytochrom c(Cc)-Metall-Sandwichkomplexes fiir die Oberfla-
chen-verstarkte Ramanstreuung. Das Hiadm-enthaltende Redoxenzym Cc adsorbiert an Citrat-
stabilisierte Goldpartikel iiber seine Lysin-reiche Him-Bindungstasche. Die entstehenden Konjugate
werden genutzt, um das Protein an kolloidales Silber zu binden.?’!
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5.2. Nanopartikel als Biomarker
5.2.1. Protein-beschichtete Partikel

Mit Proteinen beschichtete Goldnanopartikel werden seit
langem als Reagentien in den Biowissenschaften einge-
setzt.[>0] Beispielsweise wird kolloidales Gold mit einem
Durchmesser von ca. 10—40 nm, das mit Antikorper-Mole-
kiilen beschichtet ist, routinemifig in der Histologie ver-
wendet, um ausgewidhlte Geweberegionen fiir die TEM-
Analytik biospezifisch zu markieren. Kleinere molekulare
Goldcluster mit einem Durchmesser von 0.8 oder 1.4 nm
wurden als verbesserte Reagentien fiir die ortsspezifische
Markierung biologischer Makromolekiile entwickelt (Abbil-
dung 4).143. 15138 Diese Goldcluster weisen eine Reihe von
Vorteilen gegeniiber kolloidalem Gold auf: Sie sind monodis-
pers, zeigen eine hohere Stabilitdt und ihre geringe Grofle
ermoglicht ein besseres Eindringverhalten und eine voll-
standigere Markierung antigener Bereiche mit hoher Auf-
16sung. Die 1.4 nm grofien Goldteilchen sind gerade noch mit
einem konventionellen Elektronenmikroskop direkt beo-
bachtbar. Wenn sie kovalent an Antikérperfragmente gekup-
pelt sind, kann eine rdumliche Auflésung von ca. 7 nm
erreicht werden. Die Nachweisbarkeit der Cluster kann
drastisch erhoht werden, indem eine nasschemische Silber-
entwicklung durchgefiihrt wird, die bevorzugt an diesen
Clustern abladuft. Hierdurch konnen Gewebe fiir histologische
Untersuchungen im Elektronen- oder Lichtmikroskop oder
Picogramm-Mengen eines Antigens in Immunoblots sichtbar
gemacht werden.['>]

Die Signalverstarkung durch Silberentwicklung kann auch
fiir den elektrischen Nachweis biomolekularer Bindungen
genutzt werden, z. B. indem Mikroelektroden kurzgeschlossen
werden (Abbildung 20). Hierzu werden Goldnanopartikel in
den Liicken einer Anordnung von Mikroelektroden durch
biospezifische Wechselwirkungen immobilisiert, z.B. durch
Antikorper-basierte Immunosorption.'®! Die Kolloide die-
nen als katalytische Zentren fiir die reduktive Abscheidung
einer leitfdhigen Silberschicht, die einen Kurzschluss der zwei
Elektroden bewirkt. Der resultierende Abfall des Ohmschen-
Widerstandes ist das Messsignal zum Nachweis der biospezi-
fischen Bindung. Elektroden-immobilisierte Schichten von
Goldnanoteilchen wurden zur Adsorption des Redoxenzyms
Meerrettich-Peroxidase genutzt, um Biosensoren fiir die
elektrokatalytische Detektion von Wasserstoffperoxid herzu-
stellen.l1-163] Goldnanoteilchen konnen auch zur Verbesse-
rung der Nachweisgrenze der SPR-basierten Echtzeitanalyse
biospezifischer Wechselwirkungen eingesetzt werden (Abbil-
dung 21).010+ 1651 Dje drastische Verstidrkung von SPR-Signalen
wurde zuerst in einem Sandwich-Immunoassay beobachtet, in
dem ein Sekundirantikorper eingesetzt wurde, der mit
Goldnanoteilchen gekuppelt war. Dieser Antikorper wurde
zur Markierung des Primédrantikorpers genutzt, der seiner-
seits durch spezifische Immunosorption an das auf der
Oberflache des Goldsensors immobilisierte Antigen gebun-
den hatte. Die Bindung von kolloidalem Gold an die
Sensoroberfliche bewirkte eine starke Verschiebung des
Plasmonenwinkels, eine verbreiterte Plasmonen-Resonanz
und einen Anstieg der Minimalreflektion, sodass picomolare
Konzentrationen des Antigens nachgewiesen werden konn-
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Abbildung 20. Elektrische Detektion von biologischen Erkennungspro-
zessen. Rezeptorgruppen wie Antikorper oder DNA-Oligomere werden in
der Liicke zwischen zwei Mikroelektroden immobilisiert und als Fénger-
reagentien fiir die spezifische Bindung komplementirer Zielmolekiile
verwendet. In einem Sandwich-artigen Assay, wird der adsorptiv gebun-
dene Analyt {iber eine zweite biologische Erkennungseinheit mit kolloi-
dalem Gold markiert. AnschlieBende reduktive Abscheidung von Silber
fithrt zur Entstehung einer leitfahigen Metallschicht, die die zwei Elek-
troden kurzschlieB3t.

ten.'®! In #hnlicher Weise wurde eine ca. 1000fache Ver-
besserung der Nachweisempfindlichkeit bei der Analyse von
Nucleinsdure-Hybridisierungen erzielt, indem kolloidale
Gold-Oligonucleotid-Konjugate als Sonden eingesetzt wur-
den (Abbildung 21).1'° Diese Ergebnisse legen nahe, dass die
Nachweisgrenze der SPR-Analytik!™% zu dhnlich hoher Emp-
findlichkeit verschoben werden kann, wie sie bei der her-
kommlichen Fluoreszenz-basierten DNA-Hybridisierungs-
analyse heutzutage erreicht wird.

Kiirzlich wurde tiber die Verwendung kolloidaler plasmo-
nen-resonanter Silberpartikel (PRP = plasmon-resonant par-
ticles) als Reportergruppen in biologischen Assays berich-
tet.l'%! PRPs konnen einfach mit einem Mikroskop beob-
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Abbildung 21. Nachweis der DNA-Hybridisierung durch Oberflichen-
Plasmonen-Resonanz-Analyse. Ein mit Finger-Oligonucleotiden S1 funk-
tionalisierter Goldsensorchip (A) wird eingesetzt, um spezifisch die
komplementdre Ziel-DNA S2 zu binden (B). Die Kupplung eines
kolloidalen Gold-Oligonucleotid-Konjugates S3 ermoglicht die Detektion
des Oberflichen-gebundenen Zielmolekiils (C). Die entsprechenden SPR-
Kurven (Reflektivitit p als Funktion des SPR-Winkels w) verdeutlichen
die enorme VergroBerung von o beim Ubergang von B nach C, im
Vergleich zum Ubergang von A nach B (Wiedergabe mit freundlicher
Genehmigung aus Lit. [165]. Copyright 2000 American Chemical Society).

achtet werden, das mit einer konventionellen Beleuchtung fiir
die Dunkelfeld-Mikroskopie ausgestattet ist. Die Verwend-
barkeit von PRPs, die mit bioaktiven Liganden beschichtet
waren, wurde in einem Modellsystem mit einem Sandwich-
Immunoassay zum Nachweis eines Antikorpers gegen Biotin
gezeigt. Da PRPs nicht ausbleichen und hell genug sind, um
rasch detektiert und ausgezéhlt zu werden, konnten diese
Teilchen in hochsensitiven Testassays auf der Basis von
Einzelmolekiil-Nachweisverfahren eingesetzt werden.[']
Nanopartikel aus Halbleitermaterialien lassen sich eben-
falls als leistungsfihige fluoreszente Reportergruppen ver-
wenden, um biologische Komponenten zu markie-
ren.[' 18,32, 1671 §plche Quantenpunkte haben mehrere Vorteile
gegeniiber herkommlichen fluoreszenten Farbstoffen, so sind
die Absorptions- und Emissionswellenldngen iiber die Teil-
chengrofle und die Materialzusammensetzung bequem ein-
stellbar, und die Emissionsbanden haben eine enge spektrale
Bandbreite (Abbildung 22). Typischerweise werden Emissi-
onsbreiten bei halber Maximalintensitdt (FWHM = full-width
at half-maximum) von 20-30 nm erzielt, die damit nur ein
Drittel der Breite herkommlicher organischer Farbstoffe
betragen. Die Quantenausbeuten liegen bei Kern(CdSe)-
Schale(ZnS)-Teilchen hiufig im Bereich von 35-50%. Da-
riiber hinaus sind solche Quantenpunkte mehr als 100fach

Angew. Chem. 2001, 113, 42544287

stabiler gegeniiber photochemischem Ausbleichen als orga-
nische Farbstoffe, und sie zeigen oftmals eine lange Fluores-
zenz-Lebenszeit von mehreren hundert Nanosekunden. Des-
halb lassen sie sich fiir zeitverzogerte Fluoreszenzmessungen
einsetzen, mit der die oftmals starke Autofluoreszenz einer
biologischen Matrix unterdriickt werden kann.['®]

Bruchez, Jr. etal. verwendeten fiir die Markierung bio-
logischer Komponenten Kern(CdSe)-Schale(CdS)-Nanopar-
tikel, die zusitzlich mit einer SiO,-Schicht umgeben waren.['”)
Die SiO,-Schicht macht die Nanoteilchen einerseits wasser-
16slich und erlaubt andererseits die kovalente Kupplung mit
funktionellen Gruppen durch Organosilanchemie. Zur De-
monstration des Prinzips wurden Maus-Fibroblasten mit zwei
unterschiedlich groBen Nanoteilchen fluoreszenzmarkiert. Es
wurden griine, 2 nm grof3e Partikel, die mit Methoxysilylpro-
pyl-Harnstoff- und Acetatgruppen beschichtet waren, ver-
wendet, da sie spezifisch iiber elektrostatische Wechselwir-
kungen an den Zellkern binden. Rote, 4 nm grof3e Teilchen,
deren Oberfliche mit Biotingruppen modifiziert worden war,
wurden eingesetzt, um spezifisch F-Actin-Filamente zu mar-
kieren. Letztere waren zunéchst mit einem Phalloidin-Biotin-
Konjugat und dann mit STV gekuppelt worden. Die Zwei-
farbenmarkierung wurde mit einem herkommlichen Weitfeld-
Konfokalmikroskop visualisiert, dass mit einer Quecksilber-
lampe, einem Fluorescein-Isothiocyanat-Angregungsfilter
und einem einzigen Breitband-Detektionsfilter ausgestattet
war. Trotz dieser einfachen Anordnung waren beide Farben
deutlich nebeneinander sichtbar und konnten mit bloBem
Auge unterschieden werden (Abbildung 22).0'7]

Chan etal. verwendeten 4.2 nm groBe ZnS-stabilisierte
CdSe-Quantenpunkte, die mit einer Mercaptoessigsdure-
schicht stabilisiert waren.!'s! Diese Liganden verbesserten
einerseits die Wasserloslichkeit der Teilchen und wurden
andererseits genutzt, um die kovalente Anbindung verschie-
dener Biomolekiile iiber deren reaktive Aminogruppen durch
Crosslinking zu erreichen. Die Quantenpunkte wurden z.B.
mit Transferrin gekuppelt, einem Protein das die Rezeptor-
vermittelte Endocytose induziert.'®] Die Nanopartikel-Pro-
tein-Konjugate wurden zu einer Kultur von HeLa-Zellen
gegeben, und mit konfokaler Mikroskopie konnte nachge-
wiesen werden, dass die Konjugate in das Zellinnere trans-
portiert wurden (HeLa-Zellen gehoren zu einer epithelarti-
gen Zell-Linie, sie wurden aus einem Zervix-Karzinom einer
Patientin (Henrietta Lacks) isoliert und sind die ersten
menschlichen Zellen von denen eine permanente Zellkultur
etabliert wurde.). In einem weiteren Beispiel wurden An-
wendungsmoglichkeiten solcher Nanoteilchen fiir empfindli-
che Immunoassays untersucht. Hierzu wurden Konjugate mit
IgG-Molekiilen hergestellt, die durch Immunprazipitation mit
einem AntikOrper gegen die Partikel-gebundenen Proteine
ausgefillt werden konnten. Die beobachtete Aggregation der
Nanoteilchen in diesem einfachen Experiment zeigte deut-
lich, dass die Funktionalitit der Biomolekiile durch die
Verkniipfung mit den Partikeln nicht beeintrichtigt wird.['®!
In einer aktuellen Fortfiihrung dieser Arbeiten wurden
Mikrometer-dimensionierte Polymerpartikel mit mehreren
verschiedenen Quantenpunkten markiert, sodass sie als eine
Art optischer ,,Barcode” fiir Biomolekiile verwendet werden
konnen.[7
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ten Quantenpunkten hergestellt.”!l Diese Nano-
teilchen konnen als Marker in der Fluoreszenz-In-
situ-Hybridisierung (FISH) eingesetzt werden.

Fiir die Anwendung als Biomarker miissen noch
die Stabilitdt, die Loslichkeit und die Quantenaus-
beute der Halbleiter-Nanopartikel verbessert wer-
den. Die routineméfige Anwendung solcher
Nanoteilchen wird jedoch kontrovers diskutiert,
da generelle Bedenken gegen die Verwendung der
hochtoxischen Cadmiumverbindungen in der bio-
medizinischen Diagnostik bestehen. Wegen ihrer
geringeren Toxizitdt konnten hier Kolloide aus
anderen Materialien wie chemisch stabile und
hochlumineszente LaPQ,:Ce, Tb-Nanokristalle!'!
eine Losung fiir dieses Problem darstellen.

Abbildung 22. A) Fluoreszenzemissionsspektren von Halbleiter-Quantenpunkten; B)
Schnitt durch mit Quantenpunkten doppelt markierte Mausfibroblasten. Die Actinfasern
sind rot angefirbt. Die unspezifische Markierung der Kernmembran mit roten und griinen
Sonden fiihrt zu einer gelben Anfirbung (Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus
Lit. [17]. Copyright 1998 American Association for the Advancement of Science).

Mattoussi et al. haben kiirzlich iiber einen neuen Ansatz
zur Kupplung von Biomolekiilen mit Halbleiter-Quanten-
punkten berichtet.’?l Hierzu wurde ein rekombinantes Lin-
kerprotein hergestellt, das ein basisches Leucin-Reif3ver-
schluss-Motiv enthilt. Dies vermittelt die elektrostatische
Bindung des Proteins an negativ geladene Halbleiterpartikel
(Abbildung 23). Proteine mit spezifischen Funktionen, z.B.
bioaktive Enzyme oder Bindungsproteine, konnen durch
rekombinante Methoden iiber eine flexible Linkerkette am
Leucin-Rei3verschluss-Motiv angehéngt werden. So wurde
z.B. ein Fusionsprotein aus dem Maltosebindungsprotein
(MBP) und dem Leucin-ReiBverschluss-Motiv hergestellt
und zur Biofunktionalisierung von 4 nm groBen CdSe/ZnS-
Quantenpunkten eingesetzt. Die entstandenen Konjugate
enthielten etwa 19 Proteinmolekiile pro Nanoteilchen und
zeigten sowohl die vollstidndige biologische Funktionalitit des
MBP als auch die unbeeinflussten photolumineszenten Eigen-
schaften der Quantenpunkte. Die Bindung des Fusionspro-
teins wirkt sich vorteilhaft auf die Stabilitdt der Nanoteilchen
in wissrigen Losungen aus.*? Stabile, wasserlosliche Oligo-
nucleotid-Konjugate wurden kiirzlich aus Hydroxy-passivier-
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5.2.2. Nucleinsdure-beschichtete Partikel

Wihrend Protein-beschichtete Goldkolloide
seit langem in bioanalytischen Verfahren einge-
setzt werden, wurden Anwendungen von DNA-
funktionalisierten Goldpartikeln erst vor etwa fiinf
Jahren von Mirkin et al. eingefiihrt.”” %! Die in
Abbildung 9 dargestellte DNA-vermittelte Aggre-
gation von Nanopartikeln ist die Basis fiir einfache
und kostengiinstige Sensorsysteme, mit denen z. B.
Nucleinsduren pathogener Organismen detektier-
bar sind. Wenngleich detaillierte Untersuchungen
der optischen Phinomene, die mit der supramole-
kularen Anordnung der Kolloide einhergehen,
noch im Gange sind,®] wurden bereits einige
analytische Anwendungen zur Detektion von
Nucleinsduren in homogener Losung beschrie-
ben.* 81731 Auch der Einsatz DNA-funktionali-
sierter Nanopartikel in heterogenen Nucleinsidure-
Hybridisierungs-Assays mit Chip-gebundenen
Fanger-Oligonucleotiden erweckte ein breites In-
teresse. So haben Mirkin etal.l'’* sowie auch andere Arbeits-
gruppenl!>180 jiber die DNA-vermittelte Immobilisierung
von Goldnanopartikeln berichtet, mit der supramolekulare
Oberflachen aufgebaut und/oder Oberflichen-gebundene
Nucleinsduren fiir analytische Zwecke topographisch mar-
kiert werden konnen. Hierdurch wird z.B. der hochsensitive
scanometrische Nachweis von Nucleinsduren im DNA-Mik-
roarray-Format ermdéglicht.'*! Dieser Ansatz basiert auf der
Reduktion von Silberionen in Gegenwart von Goldpartikeln
(Abbildung 24) und erméglicht eine etwa 100fach verbesserte
Nachweisgrenze im Vergleich zur konventionellen Fluores-
zenzdetektion von DNA.I'82I Mit der groBenselektiven Licht-
streuung von Goldnanopartikeln mit 50 und 100 nm Durch-
messer konnte eine Zweifarbenmarkierung von Oligonucleo-
tid-Arrays erreicht werden.['®]

Kolloidale Goldpartikel wurden auch zur Signalverstér-
kung beim Nucleinsdurenachweis mit der Quarzkristall-
Mikrowaage,P 18181 der  winkelabhéingigen  Licht-
streuung,['®” und der Oberflichen-Plasmonen-Resonanz (Ab-
bildung 21)[!%] eingesetzt. Willner etal. haben kiirzlich iiber
die Verwendung von DNA-modifizierten 2.6 nm grof3en CdS-
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Abbildung 23. Rekombinanter Proteinlinker, der aus einer funktionellen
Proteineinheit (MBP = Maltosebindungsprotein) und einem basischen
Leucin-ReiBverschluss-Motiv besteht. In der primdren Aminosdure-
sequenz sind das flexible Linkerpeptid (gestrichelter Kasten), die Cystein-
reste fiir die Kettenvernetzung (doppelt eingerahmter Kasten) und die
Lysinreste, die zur positiven Nettoladung des Leucin-Reiverschluss-
Motivs beitragen (einfacher Kasten) hervorgehoben (Wiedergabe mit
freundlicher Genehmigung aus Lit. [32]. Copyright 2000 American Che-
mical Society).

Nanoteilchen fiir die photoelektrochemische Detektion der
DNA-Hybridisierung berichtet. Hierbei wurde an einer
Elektrode iiber die Hybridisierung komplementirer Nuclein-
sduren ein Array aus Quantenpunkten aufgebaut, der bei

Al B)
5'GGA TTA TTG TTA————AAT ATT GAT AAG GAT 3'
CCT AXT AAC AAT TTA TAA CTA TTC CTA 100 ]
X = A (komplementar)
G,C.T (sinzelne Fehlpaarung) T
Hybridi-
slerungs-
1) ’V\.. (Target-DNA) signal
0
éﬁﬁéy % o
——~——r-
Agr Hybﬂdf'—
Hydrochinon slerungs-
ipH 3.8) signal
0
Ag (s)
Benzochinon

Lichteinstrahlung einen zur Konzentration des DNA-Analy-
ten proportionalen Photostrom generiert.!5!

Auch DNA-modifizierte Proteine lassen sich einfach und
effizient an DNA-beschichteten Goldkolloiden immobilisie-
ren.” Dieser Ansatz hat einige Vorteile gegeniiber her-
kommlichen Methoden zur Adsorption von Proteinen an
kolloidalem Gold, insbesondere da sich die biofunktionali-
sierten Goldnanopartikel nicht nur durch die unbeeinflussten
Erkennungseigenschaften der Kolloid-gebundenen Proteine,
sondern auch durch aulergewohnliche Stabilitdt und Rege-
nerierbarkeit auszeichnen. Die so aufgebauten Biometall-
hybride wurden als Reagentien in Sandwich-Immunoassays
fiir die Detektion von Proteinen eingesetzt. So konnten mit
einer Goldkolloid-katalysierten Silberentwicklung Antigen-
mengen im fmol-Bereich nachgewiesen werden. Die Methode
kann auch zur ortsaufgelosten Detektion von Antigenen im
Chip-Format genutzt werden.*”!

5.3. Therapeutische Anwendungen

Goldnanopartikel werden seit langem als Trager fiir den
Transport von Doppelstrang-DNA in der so genannten
,,Gene-Gun“-Technologie verwendet.['®] Bei dieser Methode
wird Plasmid-DNA (Lange von mehreren 1000 Basenpaaren)
adsorptiv an Gold- oder Wolframkolloide gebunden, deren
Durchmesser im Bereich von 500 nm bis zu einigen Mikro-
metern liegt. Die DNA- oder auch RNA-beschichteten
Partikel werden in eine pistolenartige Apparatur geladen
und mit einem niedrigen Helium-Druckpuls in nahezu
beliebiges Zielgewebe geschossen. Ein besonderer Vorteil
dieser Methode besteht darin, dass Zellen fiir eine Tranforma-
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Abbildung 24. Scanometrische Detektion der Nucleinsdure-Hybridisierung in der DNA-Chip-Analytik. Auf Glastragern immobilisierte Fanger-
Oligonucleotide werden zur spezifischen Bindung von Ziel-Nucleinsduren verwendet. Oligonucleotid-modifizierte Goldnanopartikel werden als Sonden
eingesetzt, um die Festphasenhybridisierung zu detektieren. Nach der Signalverstirkung durch eine Silberentwicklung werden die immobilisierten
kolloidalen Goldsonden sichtbar gemacht, indem der Glastrager mit einem Flachbett-Scanner abgebildet wird. Der aulergewohnlich scharfe Schmelzpunkt
der immobilisierten DNA-Nanopartikel-Netzwerke (siche die rechts abgebildeten Schmelzkurven) erlaubt, dass einzelne Fehlpaarungen mit dieser
Methode sicher nachweisbar sind (Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [181]. Copyright 2000 American Association for the Advancement of

Science).
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tion nicht aus dem jeweiligen Gewebe isoliert werden miissen.
Die Partikel dringen in die Zelle ein, die DNA wird freigesetzt
und diffundiert in den Zellkern, wo sie z.B. in die Chromo-
somen des Organismus integriert werden kann. Seit ihrer
Entwicklung Mitte der 80er Jahre wurden mit der Gene-Gun-
Technologie zahlreiche Anwendungen realisiert, die das
enorme Potential dieser Methode fiir die biolistische Trans-
fektion von Organismen*®] oder auch fiir die DNA-Immuni-
sierung!®? eindrucksvoll belegen. Die DNA-Immunisierung,
die auch als ,,DNA-Vaccinierung® oder ,,genetische Immuni-
sierung® bezeichnet wird, ermoglicht eine Stimulation des
Immunsystems, mit der im Tiermodell ein Schutz gegen viele
infektiose Pathogene, Tumore und Autoimmunkrankheiten
erreicht werden konnte. Hierbei wird Plasmid-DNA, die ein
Polypeptid-Antigen codiert, in eine Wirtszelle, z.B. durch
Partikel-Beschuss mit der Gene-Gun, eingeschleust. Inner-
halb der Zelle dient die DNA als Templat fiir die hoch-
effiziente Translation des Antigens, das dann die zelluldre
oder humorale Immunantwort induziert.'""!

Paramagnetische Nanopartikel werden gegenwirtig unter-
sucht, um sie in biomedizinischen Anwendungen fiir die
Behandlung von Krebserkrankungen einzusetzen.'! So kén-
nen biokompatible Dextran- oder Silan-beschichtete super-
paramagnetische Nanoteilchen iiber Endocytose in Tumor-
zellen aufgenommen werden. Die intrazelluliren magneti-
schen Fliissigkeiten der Partikel lassen sich durch externe
magnetische Wechselfelder anregen, wodurch es zu lokalen
Temperaturerh6hungen kommt, die eine Hyperthermie aus-
16sen. Brustcarcinomzellen lassen sich in vitro und in vivo mit
einer solchen magnetischen Fliissigkeitshyperthermie beein-
flussen.['1]

5.4. Nanopartikel als Modellsysteme

Zwei Eigenschaften von Metall- und Halbleiter-Nanoparti-
keln pradestinieren diese, um als Modellsysteme fiir die
Untersuchung grundlegender biologischer Phinomene ein-
gesetzt zu werden. Einerseits stimmen sie in ihrer Grée mit
den makromolekularen Komponenten lebender Systeme
iiberein. Proteine, Nucleinsdurefragmente und deren supra-
molekulare Aggregate wie das Nucleosom, Replikations- und
Transkriptionskomplexe oder das Ribosom haben typischer-
weise Dimensionen im Bereich von 2-200 nm. Andererseits
sind Nanoteilchen aus anorganischen Materialien die grund-
legenden Bausteine der Biomineralisation, einem fundamen-
talen Prozess mit dem die Natur aus genetischer Information
durch chemische Methoden wohldefinierte Morphologien
erzeugt. Es ist deshalb nicht iiberraschend, dass die aktuellen
Arbeiten an Metall- und Halbleiter-Nanopartikeln zu Kon-
zepten fithrten, bei denen solche Nanoteilchen als Modell-
systeme eingesetzt werden. So kann die unspezifische Wech-
selwirkung zwischen Proteinen und Nucleinsduren oder die
Prinzipien der Biomineralisation untersucht werden.

5.4.1. DNA-Protein-Wechselwirkungen

AuBer der Verwendung von Metall- und Halbleiter-Nano-
partikeln zur Markierung von Antikérpern oder Oligonu-
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cleotiden konnen auch die Nanoteilchen selbst als Sonde
genutzt werden, um biologische Prozesse zu untersuchen. Die
Nanopartikel haben eine geeignete — proteindhnliche — Grof3e
und ihre Ligandenhiille kann mit einer Vielzahl chemischer
Gruppen einfach und rasch bestimmten Anforderungen
angepasst werden. Sie konnen deshalb als ,,anorganische
Modellproteine*“ fiir die Untersuchung unspezifischer DNA-
Protein-Wechselwirkungen eingesetzt werden.[*! Die Pro-
tein-induzierte Kriimmung der DNA und das Umwickeln
einer DNA-Doppelhelix um einen Proteinkern ist besonders
wichtig fiir Nucleinsdurefragmente, die aus einigen wenigen
bis hin zu etwa 150 Basenpaaren bestehen, entsprechend
einem Léngenbereich von ca. 1-50 nm.'"?) Das wohl be-
kannteste Beispiel fiir eine Sequenz-unabhéngige Bindung
und Kriimmung von DNA durch Proteine ist das Umwickeln
von ca. 150 Basenpaaren der dsDNA um das Nucleosompar-
tikel, ein aus acht basischen Proteinen bestehender Komplex
mit einem Durchmesser von ca. 11 nm (Abbildung 25).['%]
Aktuelle Arbeiten legen nahe, dass die Histone, die lange Zeit

DNA

-‘“"‘7 Histonkern

11 nm

Histon H1

Abbildung 25. Nucleosommodell: Acht basische Proteine bilden den
Histonkern, der als Triger fiir 165 Basenpaare der dsDNA dient, die in
1.8 Windungen einer linksgéngigen DNA-Superhelix um den Proteinkern
geschlungen sind. Ein zusidtzliches Histonmolekiil H1 verschlieft das
Nucleosom, sodass ein Partikel mit einem Durchmesser von etwa 11 nm
entsteht.

als passive strukturelle Substrate fiir die Bindung der DNA
betrachtet wurden, tatsidchlich einen aktiven Einfluss auf die
Genexpression nehmen, indem sie mit Transkriptionsfaktoren
um die DNA-Bindung konkurrieren.'* Dies macht deutlich,
dass detaillierte Untersuchungen der unspezifischen Wech-
selwirkungen zwischen DNA und Proteinen und der Protein-
induzierten DNA-Verformung zum Verstindnis der grund-
legenden biologischen Prozesse der Verpackung, Manipula-
tion und Prozessierung von DNA unerldsslich sind.

Murphy et al. haben ein unkonventionelles Konzept ent-
wickelt, um die Adsorption von DNA an Proteine anhand
dhnlich dimensionierter Quantenpunkte modellhaft zu unter-
suchen.®# Das Nanopartikel imitiert dabei eine Protein-
dhnliche Oberflache im Hinblick auf dessen Dimensionen
und Oberfldachengruppen und bietet den Vorteil einer spek-
troskopisch detektierbaren Sonde, mit der die Interaktion zur
DNA gemessen werden kann. Wenn z.B. eine bestimmte
DNA-Sequenz eine ungewohnliche Form oder Flexibilitét des
Molekiils induziert, dann ist anzunehmen, dass diese Eigen-
schaften die adsorptive Bindung der DNA an ein protein-
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grofles Nanoteilchen beeinflussen kann. Die Adsorption kann
im Falle von Halbleiter-Nanopartikeln iiber die Loschung der
Photolumineszenz verfolgt werden. Diesem Ansatz folgend
wurde die Adsorption eines ,,geknickten“ DNA-Molekiils an
4 nm groBBen CdS-Nanopartikeln mit der eines ,,gestreckten®
DNA-Molekiils verglichen (Abbildung 26). Die selbstkom-
plementire DNA-Sequenz 5-GGTCATGGCCATGACC-3,
die kristallographisch einen Knick von 23° am zentralen

A)
gestreckte DNA
geknickte DMNA
B)
uh DMNA
1 ' 0.0
] J’ 4.3
T ."".-wl;;-‘_“-;.' gestreckte 8.4 geknickte
: 7Yy, DNA 124 j DNA
g W 16.1 ;
23.1 F
26.9 i
. 295 | )
T 1 | L i ora e Sk kel X
400 500 600 700 400 500 60O 700

Alnm  —>
Abbildung 26. Halbleiter-Nanopartikel als Modell fiir eine Protein-dhnli-
che Oberflache. A) Schematische Verdeutlichung, dass eine ungewohnli-
che Form eines DNA-Molekiils zu verdndertem Bindungsverhalten an
Partikel von der GroBe eines Proteins fithren konnen. B) Die Wechselwir-
kung zwischen einem gestreckten oder einem geknickten DNA-Molekiil
und Nanopartikeln wurde durch Photolumineszenzloschungs-Titration mit
Mercaptoethanol-stabilisierten 4 nm CdS-Partikeln untersucht. Die kon-
zentrationsabhingige Loschung ist deutlich effektiver fiir das geknickte
DNA-Molekiil (Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [40].
Copyright 1996 American Chemical Society).

Alnm  —=

GGCC in Gegenwart von Magnesiumionen aufweist,!%> %!
adsorbiert deutlich besser an die CdS-Quantenpunkte
als das gestreckte Molekill mit der Sequenz 5'-
GGGTCCTCAGCTTGCC-3 oder das gekriimmte Oligomer
mit der Sequenz 5-GGTCCAAAAAATTGCC-3".*! Unter-
suchungen mit neutralen, Mercaptoethanol-stabilisierten
CdS-Partikeln zeigten, dass Magnesiumionen fiir die stirkere
Bindung des geknickten Oligomers nicht essentiell sind,
wihrend die anderen zwei DNA-Molekiile ohne Magnesium-
ionen kaum Wechselwirkungen mit den Nanopartikeln ein-
gehen (Abbildung 26 B).1*)
Photolumineszenz-Spektroskopie-Untersuchungen zur
Temperatur- und Salzabhéngikeit der Bindung ldngerer
Kalbsthymus-DNA an CdS-Quantenpunkte (4.5 nm) ergab,
dass die Adsorption der DNA durch die Entropie getrieben
wird und der enthalpische Beitrag zur DNA-Oberfldchen-
Bindung leicht ungiinstig ist. Im Einklang mit dem Mecha-
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nismus der unspezifischen DNA-Protein-Wechselwirkung
wird die Zunahme der Entropie vermutlich durch Freisetzung
von Losungsmittelmolekiilen und Gegenionen aus der Inter-
phase bedingt.*! Diese Untersuchungen zeigen, dass Halb-
leiter-Nanoteilchen wegen ihrer GroBe, ihrer einstellbaren
chemischen Oberflichenbeschaffenheit und ihrer intrinsi-
schen Fluoreszenz als biologische Modellkomponenten ein-
gesetzt werden konnen. Anstelle der Fluoreszenzloschungs-
analyse mit Quantenpunkten konnen jedoch auch Gold- oder
Silbernanopartikel in Kombination mit der SERS als spek-
troskopische Methode fiir solche Studien verwendet wer-
den.[¥7]

5.4.2. Biomineralisation

Die Bildung biologischer Mineralien, aus denen Knochen,
Zihne oder Muschelschalen bestehen, ist eines der faszinie-
rendsten Beispiele wie in lebenden Systemen aus genetischer
Information makroskopische Formen erzeugt werden.”! Die
Leistungsfiahigkeit dieser einzigartigen Prozesse, in denen
Nanometer-grofie Bausteine aus mineralisierten Kristallen in
der zelluldren oder extrazellularen Matrix lebender Orga-
nismen abgeschieden und zu makroskopischen Strukturen
organisiert werden, ldsst sich eindrucksvoll anhand der
Kieselalgen (Diatomeae) verdeutlichen, deren verschiedenen
Arten jeweils individuelle Phinotypen bilden (Abbil-
dung 27).1'"1 Die Morphologie der nanostrukturierten SiO,-
Zellwande der Kieselalgen sind vermutlich auf speziesspezi-
fische Sétze polykationischer Peptide zuriickzufithren. Diese
so genannten ,,Silaffine*, die aus Zellwénden von Kieselalgen
isoliert wurden, bestehen aus kovalent modifizierten Lysin-
resten, die N-Methyl-propylamin-Einheiten und &e-N,N-Di-
methyllysin-Gruppen enthalten.”® Langkettige Polyamine,
die den organischen Hauptbestandteil des Biosilicats ausma-
chen, induzieren eine rasche Ausfillung von Silicaten. Ver-
schiedene Morphologien des Prizipitats konnen durch Poly-
amine unterschiedlicher Kettenlinge erzeugt werden.?"!]

Wenngleich die Grundlagenforschung zur Biomineralisa-
tion in den letzten 25 Jahren bereits einen Einblick in die
Mechanismen dieser Prozesse ermoglichte, bleiben dennoch
viele Fragen ungeklirt, insbesondere was die Mineralisation
in Vertebraten betrifft. Die Biomineralisation der dentalen
Zahnschmelz-Matrix mit einem Kohlenstoff-haltigen Hy-
droxyapatit Mineral ist z.B. gut untersucht.l'”®] Trotzdem
sind die chemische Natur der zuerst im Knochen oder Zahn
gebildeten Mineralkristalle, die Faktoren die zu dieser
Bildung fithren oder die Funktionen der an diesen Kristallen
assoziierten Makromolekiile im Detail nicht bekannt. Ak-
tuelle Arbeiten zur Molekularbiologie der Ameloblast-Gen-
produkte ergaben zwar die Primérstrukturen einiger maf3geb-
licher Proteine dieses extrazelluldren Mineralisationssystems.
Details zur Sekundir-, Tertidr- oder Quartédrstruktur von
Amelogeninen, Tuftelinen, Ameloblastinen, Enamelinen
oder Proteinasen, die an der Mineralisation der dentalen
Matrix beteiligt sind, deren Interaktion mit anderen Matrix-
oder Zelloberflichenproteinen und deren spezifische Rolle
im Gesamtprozess sind jedoch noch weitgehend unbekannt.
Aber unser Wissen iiber diese Molekiile, die Struktur der
Zahnschmelz-Matrix und die Funktion extrazelluldrer Ma-
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Abbildung 27. Verschiedene Klassen (A) und Arten (B) von Kieselalgen. Reproduziert von der

Internet Website: http://www.calacademy.org/research/diatoms/.

trixproteine wichst kontinuierlich.['*< Deshalb kénnten wei-
tere Untersuchungen Therapieansitze fiir Krankheiten er-
moglichen, bei denen der natiirliche Mineralisationsprozess
gestort ist.

Biologische Antifrostproteine sind ein weiteres eindrucks-
volles Beispiel fiir Makromolekiile mit spezifischen Erken-
nungseigenschaften fiir anorganische Strukturen. Diese Anti-
frostproteine (AFPs) und Antifrostglykoproteine (AFGPs)
gehoren zu einer umfassenden Klasse von Proteinen, die das
Wachstum von Eiskristallen verhindern konnen. Antifrost-
proteine werden deshalb in Organismen gefunden, die
Lebensrdume bewohnen in denen regelméBig Temperaturen
unterhalb des Gefrierpunktes herrschen, z.B. arktische Fi-
sche, Amphibien, Insekten oder Pflanzen.?”?l Die molekulare
Basis fiir den Inhibierungsmechanismus des Eiswachstums ist
prinzipiell verstanden. AFPS haben die Fahigkeit, spezifisch
an das Eis zu adsorbieren und hierdurch dessen Wachstum zu
unterbinden. Die F#higkeit der Eisbindung linearer alpha-
helicaler Typ-I AFPs wird auf regelméBig angeordnete, polare
Aminosdureseitenketten zuriickgefiihrt, die komplementér zu
einer pyramidalen Ebene des Eisgitters sind. So bindet z.B.
das AFP der Winterflunder spezifisch an einen Satz pyramidal
angeordneter Ebenen auf der Oberfldche des Eises. Vier
Gruppen von Asp-, Asn- und Thr-Resten des AFPs konnen
dabei simultan durch Wasserstoffbriicken und Van-der-Waals-
Wechselwirkungen mit der Eisoberfliche interagieren.0%l
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Globuldre Antifrostproteine wie das Typ-
III AFP, das nicht iiber wiederholende
Eisbindungsgruppen verfiigt, bindet am
Eiskristall mit einer bemerkenswert fla-
chen Bindungsstelle, in der sich H-Brii-
ckenbindungsatome komplementir zu zwei
Anordnungen von Sauerstoffatomen inner-
halb definierter Ebenen des Eisprismas
befinden.??! Trotz dieser Einblicke in die
molekulare Grundlage der AFP-vermittel-
ten Inhibierung des Eiswachstums sind
noch weitere Untersuchungen notwendig,
um ein umfassendes Verstdndnis der Anti-
frostwirkung zu erhalten. Eines der Ziele
betrifft das Design neuartiger Antifrost-
proteine, die ein grofes kommerzielles
Anwendungspotential als Lebensmittelzu-
sdtze haben, um Zellschidden wihrend des
Einfrierens zu verhindern und um das
Aussehen und den Geschmack von gefro-
renen Lebensmitteln zu verbessern.20%]
Die Biomineralisation hat auch fiir eini-
ge Bakterien eine grofle Bedeutung. Mag-
netotaktische Bakterien, die erdmagneti-
sche Feldlinien zur Orientierung ihrer
Fortbewegung nutzen, produzieren intra-
zelluldire magnetische Nanopartikel, die
Magnetosomen.?%] Diese bestehen aus na-
nometergroen monodispersen Kristallen
eines magnetischen Eisenminerals, haufig
Magnetit Fe;O,, die zur Vermeidung der
Agglomeration mit einer Magnetosomen-
membran umgeben sind (Abbildung 28). Je
nach Bakterienart betrdgt die GroBe der
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Abbildung 28. TEM-Aufnahmen von Magnetosomen, die aus verschiede-
nen magnetotaktischen Bakterien isoliert wurden. Der MaBbalken
entspricht 100 nm (Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus
Lit. [203a]).
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Magnetosomen etwa 35-120 nm im Durchmesser, sodass die
Partikel eine einzelne magnetische Doméne darstellen. Die
Bildung der Magnetosomen erfolgt durch einen biologischen
Mechanismus, der die Anreicherung von Eisen und die
Mineralisierung der magnetischen Kristalle mit einer charak-
teristischen Groéfe und Morphologie innerhalb von Mem-
branvesikeln aus proteinhaltigen Lipiddoppelschichten steu-
ert. Die Molekularbiologie der Magnetosombildung wird
gegenwirtig intensiv untersucht, und bereits mehr als 10
Proteine konnten als Teil der Magnetosomenmembran iden-
tifiziert werden. Bakterielle Magnetosomen haben ein grof3es
biotechnisches Anwendungspotential, da sie einige Vorteile
gegeniiber herkommlichen synthetischen Magnetpartikeln
aufweisen. Hierbei ist insbesondere ihre strukturelle Perfek-
tion und Einheitlichkeit hervorzuheben. Die Magnetosomen
konnen z.B. mit Nucleinsduren, Enzymen oder Antikdrpern
gekuppelt werden, sodass sie zur magnetischen Manipulation
von biologischen Komponenten einsetzbar sind. Gereinigte,
Rezeptor-funktionalisierte Magnetosomen wurden bereits
erfolgreich als Kontrastmittel fiir die Detektion von Tumoren
in der Magnetresonanztomographie eingesetzt.?%

Friihe biotechnische Anwendungen bakterieller Biomine-
ralisationsprozesse wurden von Dameron etal. beschrie-
ben.[*6-204.205] Sje entdeckten, dass die Hefe Candida glabrata
CdS-Nanopartikel produziert, wenn sie in Gegenwart von
Cadmiumsalzen kultiviert wird. Vermutlich erfolgt die CdS-
Produktion zur Abkapselung und Detoxifizierung intrazellu-
larer Cadmiumionen. Die biosynthetisch hergestellten Kris-
tallite sind mit einer Schicht von Peptiden umgeben, wobei
die Natur des Peptids von den im Kulturmedium enthaltenen
Néhrstoffen abhédngt. So fiihrt die Kultivierung in einem
nahrstoffreichen Medium zur Produktion von CdS-Partikeln,
die mit einer Mischung aus Glutathion und einem y-Gluta-
mylcysteindipeptid beschichtet sind. Wird hingegen in Mini-
malmedium kultiviert, werden Partikel mit polymerisierten
Peptiden der allgemeinen Struktur (y-Glu-Cys),-Gly erhal-
ten. Die biologisch hergestellten Peptid-beschichteten Parti-
kel zeigen die gleichen Eigenschaften wie synthetische Halb-
leiter-Quantenpunkte. Dies betrifft insbesondere die groflen-
abhidngigen optischen, photolumineszenten und photo-
chemischen Eigenschaften. In einer inhaltlich dhnlichen Ar-
beit wurde kiirzlich iiber die biologische Synthese einiger
Keramik-Metall-Komposite berichtet, so genannte ,,Cer-
mets“.?% So wurden mit dem urspriinglich aus einer Sil-
bermine isolierten Bakterienstamm Pseudomonas stutzeri
Silber-Kohlenstoff-Kompositmaterialien hergestellt, die zur
Produktion funktionaler optischer Diinnfilmbeschichtungen
geeignet sein konnten.

AuBer direkten biotechnischen Anwendungen, leistet die
Erforschung der bakteriellen Bildung von Nanopartikeln und
die Wechselwirkung der Organismen mit den anorganischen
Oberflichen?” auch einen wichtigen Beitrag zum Verstind-
nis fundamentaler Materialeigenschaften synthetischer Na-
noteilchen. Beispielsweise lieferten natiirliche Biomineralisa-
tionsprodukte aus Eisenoxyhydroxid kiirzlich einen deutli-
chen Hinweis, dass das Kristallwachstum und die Entstehung
von Mikrostrukturen auf einem Aggregationsmechanismus
basieren konnten.?® Da annidhernd perfekte Nanokristalle
bequem in groBen Mengen herstellbar sind, stellt sich seit
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langem die Frage, ob kleine Nanokristalle sich zu ausgedehn-
ten, perfekten Festkorperstrukturen anordnen lassen. Dieser
Ansatz wire duBerst niitzlich, um kostengiinstig neue optische
und elektronische Materialien herzustellen.? Lange dachte
man, dass die Aggregation von Nanokristallen stets nur
fehlgeordnete Festkorper hervorbringt. Aktuelle Beobach-
tungen von Banfield et al.?®! legten nun nahe, dass einige
natiirliche Mineralien durch einen Prozess gebildet werden,
der als ,orientierte Anlagerung® bezeichnet wird. Hierbei
dockt ein Nanopartikel an den nichsten so an, dass die zwei
Kristalle perfekt angeordnet sind. Eine solche orientierte
Anlagerung ist sicherlich durch starke thermodynamische
Triebkraft bevorzugt, da die Eliminierung der Zwischenphase
zu einer geringeren Oberflachenenergie fithrt. Dennoch ist es
sehr iiberraschend, dass zwei Kristalle fehlordnungsfrei mit-
einander verschmelzen, ohne in einer der unzéhligen falschen
Anordnungen stecken zu bleiben.??!

In Anbetracht dieser faszinierenden biologischen Minera-
lisationsprozesse haben Forschergruppen begonnen, die Mog-
lichkeiten, der modernen Molekularbiologie und Biotechno-
logie einzusetzen, um Ansitze fiir eine kiinstliche Biomine-
ralisation zu entwickeln. So wird die Protein-basierte
Erkennung organischer und anorganischer Oberfldchen von
Addadi etal. untersucht.?” Sie isolierten Antikorper aus
Tieren, die mit Mononatriumurat-Monohydrat- oder Magne-
siumurat-Octahydrat-Kristallen immunisiert worden waren.
Die Antikorper zeigten eine hohe Spezifitit, die es gestattete,
selbst Kristalle sehr dhnlicher molekularer und strukturche-
mischer Eigenschaften zu unterscheiden. Dies legt nahe, dass
die Bindungstasche der Antikorper einen Abdruck der
Kristalloberflichen enthélt. Solche Antikorper konnen als
Nucleationstemplate eingesetzt werden, um eine Kristallbil-
dung in vitro zu beschleunigen.?* Die Allgemeingiiltigkeit
des Ansatzes wurde gezeigt indem monoklonale Antikorper
gegen Kristalle aus 1,4-Dinitrobenzol (DNB) hergestellt
wurden. Die Reaktivitdt dieser Antikorper war spezifisch
gegen die DNB-Kristalle gerichtet, wihrend keine Wechsel-
wirkung mit molekularem DNB beobachtet wurde, das an
Tragerproteine gekuppelt war. Somit erkennen diese Anti-
korper also nicht die individuelle molekulare Struktur son-
dern nur das sich wiederholende Motiv des Molekiils an der
Oberfliche eines Kristalls.?*! In dhnlicher Weise wurden
verschiedene Antikorper hergestellt, die bestimmte Formen
von Cholesterin-Monohydrat-Kristallen erkennen.?” Diese
Antikorper, die mit dreidimensionalen Antigenen erzeugt
wurden, binden auch spezifisch an die zweidimensionale,
geometrisch reduzierte Form des Antigens, z.B. an fliissige
Membranen aus Cholesterin.2d<]

Die Beispiele zeigen, dass die Bindungsstellen von Anti-
korpern eine Anzahl von molekularen Einheiten erkennen
konnen, die an der Oberfliche in einer speziellen Art
orientiert sind. Somit dienen diese Studien einerseits der
modellhaften Untersuchung der Antikorper-Antigen-Wech-
selwirkung und damit auch diesbeziiglichen Anwendungen,
wie dem Einsatz von Antikorpern zur Detektion supramole-
kularer Strukturen in biologischen Systemen. Andererseits
konnten die Untersuchungen zur Bindung von Immunglobu-
linen an Kristalloberflichen neue Wege erdffnen, um (semi)-
synthetische Bindungsproteine fiir die Biomineralisation neu-
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artiger Materialien maf3geschneidert herzustellen. Die re-
kombinante DNA-Technologie bietet fiir die Herstellung
neuartiger Proteinkomponenten leistungsfahige Methoden,
und die Phagen-Display-Technik wurde bereits erfolgreich fiir
die In-vitro-Evolution von Proteinlinkern eingesetzt, die
selektiv Oberflichen von Halbleitermaterialien erkennen
und binden (Abbildung 8).11 Zukiinftige Forschungsarbeiten
konnten zur Entwicklung von Verfahren fiithren, mit denen
aus genetischen Informationen kiinstliche anorganische Ma-
terialien durch biologisches Wachstum herstellbar sind.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Dieser Aufsatz beschreibt ein noch junges, sich rasch
entwickelndes Forschungsgebiet im Grenzbereich zwischen
Materialforschung, Nanowissenschaften und molekularer
Biotechnologie. Ein Schwerpunkt beschiftigt sich mit der
Funktionalisierung anorganischer Nanopartikel mit evolutio-
ndr optimierten biologischen Komponenten. Da Nanoteil-
chen und Biomolekiile typischerweise gleiche Dimensionen
im Bereich einiger Nanometer aufweisen, diirfte dieser
interdisziplindre Ansatz zur weiteren Etablierung eines neuen
Gebietes beitragen, das deskriptiv als biomolekulare Nano-
technologie oder Nanobiotechnologie bezeichnet wird.[”l

Wenngleich wie in Abschnitt 2 dargestellt eine Reihe
chemischer Methoden beschrieben ist, um Biomolekiile und
anorganische Materialien zu verkniipfen, herrscht noch ein
grofler Bedarf nach milden und selektiven Kupplungsmetho-
den mit denen thermodynamisch stabile, kinetisch inerte und
stochiometrisch wohldefinierte Biokonjugat-Nanopartikel-
Hybride hergestellt werden konnen. Vorbilder aus der Natur
legen nahe, dass enzymatische Methoden, kombiniert mit den
modernen Verfahren der bioorganischen Synthesechemie, ']
neue Wege erschlieBen konnten, um definierte anorganisch/
biomolekulare Komponenten herzustellen, die als Bausteine
fir den Bottom-up-Aufbau komplexer nanostrukturierter
Architekturen einsetzbar sind. Erste Arbeiten in diese Rich-
tung verwendeten Protein- oder Nucleinsdure-basierte Er-
kennungssysteme (Abschnitt 3). In beiden Systemen stehen
eine Vielzahl komplementéirer Bindungsgruppen mit einer
groflen Spannbreite freier Assoziationsenergien zur Verfi-
gung. Deshalb bleibt abzuwarten, ob Protein-basierte Sys-
teme tatséchlich den Nucleinsdure-basierten Systemen {iiber-
legen sind.®?l A priori sollte man jedoch erwarten, dass
Nucleinsduren besser zur Funktionalisierung von Nanoparti-
keln geeignet sind. So reprisentiert ein einzelnes 20-mer-
Oligonucleotid die physikalisch-chemischen Eigenschaften
von 4% (=10'?) verschiedenen Erkennungsgruppen. Die
Bindungsstdrke kann bequem durch Variation der Lénge
und des GC-Gehaltes nativer DNA-Oligomere oder durch
Verwendung nichtnatiirlicher Analoga, die iiber verdnderte
Riickgrateigenschaften und/oder Basenpaarungsspezifitit
verfiigen, angepasst werden. Strategien der ,gerichteten
Evolution“, die bereits zur Herstellung neuartiger Proteinlin-
ker eingesetzt wurden,/” sind auch auf Nucleinsduren an-
wendbar. Es ist vorhersehbar, dass bei den groflen Fort-
schritten in der Entwicklung kiinstlicher Nucleinsdurerezep-
toren, bald auch Aptamere, die spezifisch beliebige
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Zielstrukturen erkennen,?'!! fiir die De-novo-Herstellung
von Nucleinsduresequenzen, die selektiv anorganische Ober-
flaichen erkennen und binden, eingesetzt werden. Deshalb
sind insbesondere Kombinationen aus Proteinen und Nu-
cleinsduren viel versprechend, um durch Synergismen neue
Funktionen und Anwendungen zu ermoglichen.®]

Eine weitere Schnittstelle von Biotechnologie und Mate-
rialwissenschaften beschiftigt sich mit der Nutzung der
chemischen und topographischen Eigenschaften biologischer
Komponenten als Templat fiir die Aggregation organischer
und anorganischer Bausteine zu nano- und mikrodimensio-
nierten Strukturen (Abschnitt4). Hier besteht noch ein
grof3er Bedarf an systematischen Untersuchungen zur Wech-
selwirkung zwischen Biomolekiilen und den abiotischen
Komponenten. Zukiinftige Arbeiten werden diese Fragen
behandeln und sich dariiber hinaus mit der Herstellung
mafgeschneiderter Biomolekiile beschiftigen, die durch
genetische oder bioorganische Methoden hinsichtlich ihrer
Form und physikalisch-chemischen Eigenschaften fiir die
Templatsynthese optimiert sind. Wenngleich gegenwirtig
kaum kommerzielle Anwendungen realisiert sind, eroffnen
diese interdisziplindren Forschungsarbeiten ein grofies Po-
tential fiir die Herstellung neuartiger Materialien, die in der
Sensorik, Signaltransduktion, Katalyse, oder als biokompa-
tible Werkstoffe fiir Anwendungen in der biomedinischen
Forschung und dem Tissue-Engineering??l einsetzbar sein
sollten. Zusitzlich zu diesen langfristigen Perspektiven wer-
den aber heute bereits die modernen Materialien und
physikochemischen Methoden, die urspriinglich fiir die Ma-
terialforschung und Physik entwickelt worden waren, in
bioanalytischen Anwendungen oder als Modellsysteme ein-
gesetzt, um biologische Fragestellungen zu untersuchen (Ab-
schnitt 5).

Die Fortentwicklung des Joint Venture von Biotechnologie
und Materialforschung profitiert von den raschen Fortschrit-
ten der Basiswissenschaft Chemie sowie der Genom- und
Proteomforschung. Hierdurch werden Daten verfiigbar, mit
denen noch geeignetere Biokomponenten hergestellt werden
konnen, um Nanosensoren, katalytische Einheiten, Licht-
sammelkomplexe, ultraschnelle molekulare Schalter, Media-
toren zwischen elektronischen und lebendigen Systemen und
andere bio- und optoelektronische Systeme aufzubauen. Es
ist offensichtlich, dass wir noch weit von den beriihmten
Nanomaschinen der Sciencefictionwelt entfernt sind, die
autonom in lebenden Organismen Wunden heilen oder
Operationen durchfithren. Dennoch sollte man sich, zu
Beginn eines neuen Jahrhunderts, die rasanten Entwicklun-
gen vor Augen fithren, die die organische Totalsynthese vom
Beginn des zwanzigsten Jahrhunderts bis hin zum Wettrennen
um die ,,molekularen Gebirgsgipfel“?'>24] Ende der 90er
Jahre erlebt hat. Eine dhnliche Zuwachsrate fiir die Fort-
schritte der supramolekularen Chemie an der Schnittstelle
zwischen Biotechnologie und Materialwissenschaften gibt
Anlass, den zukiinftigen Entwicklungen gespannt entgegen
zu sehen.??1]

Ich danke Dr. M. Adler fiir die kritische Durchsicht des

Manuskriptes und Prof. D. Blohm fiir die anregenden Dis-
kussionen sowie die grofiziigige Unterstiitzung. Unsere Arbei-

Angew. Chem. 2001, 113, 42544287



Nanobiotechnologie

AUFSATZ

ten werden durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft- und
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