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Nanopartikel-Biomolekil-Hybride

M etall- oder Halbleiter-Nanopartikel und Nanostibchen haben

Angewandte

Aus dem Inhalt

dhnliche Dimensionen wie Proteine (Enzyme, Antigene, Anti-

korper) oder DNA. Die Integration von Nanopartikeln (mit ihren
besonderen elektronischen, photonischen und katalytischen Ei-
genschaften) mit Biomaterialien (mit ihren einzigartigen Erken-

nungsmechanismen sowie katalytischen und inhibierenden Fi-

higkeiten) ergibt hybride Nanobiomaterialien mit synergistischen
Eigenschaften und Funktionen. Dieser Aufsatz beschreibt die
aktuellsten Entwicklungen bei der Synthese von Hybridsystemen
aus Biomolekiilen und Nanopartikeln oder Nanostibchen und

deren Anwendung zum Aufbau von geordneten 2D- und 3D-

Strukturen in Losung und auf Oberflichen. Schwerpunkte sind
der Einsatz von Biomolekiil-Nanopartikel-Konjugaten fiir die
Bioanalytik sowie zur Herstellung bioelektronischer Funktions-
einheiten und Nanoleiterbahnen aus Metall, Halbleitern oder

magnetischen Materialien.

1. Einleitung

Die einzigartigen elektronischen, optischen und katalyti-
schen Eigenschaften von Nanopartikeln aus Metallen und
Halbleitern (1-200 nm) und die Methoden zur Herstellung
von Nanopartikeln kontrollierter Form und Grofle ergeben
zusammen vielversprechende Bausteine fiir Assoziate, Struk-
turen und Funktionseinheiten im Nanomafstab. In seinem
visiondren Vortrag ,, There is plenty of room at the bottom*“[!!
inspirierte der Nobelpreistrdager Richard Feynman die Kon-
zepte der sich explosionsartig entwickelnden Forschung in der
Nanotechnologie, und das, obwohl der Begriff ,,Nanotechno-
logie“ seinerzeit noch nicht geprigt war: ,,What I want to talk
about is the problem of manipulating and controlling things on
a small scale ... What I have demonstrated is that there is room
— that you can decrease the size of things in a practical way ... 1
will not discuss how we are going to do it, but only what is
possible in principle ... We are not doing it simply because we
haven’t yet gotten around to it.“ Vier Jahrzehnte spéter
konnen die Wissenschaftler Atome, Molekiile und Cluster auf
Oberflaichen manipulieren, und die Eigenschaften der Nano-
objekte werden von neuen fundamentalen physikalischen
Prinzipien bestimmt.

Die Miniaturisierung von Strukturen durch konventio-
nelle® und Elektronenstrahl-Lithographie® stoBt heute an
die theoretische Grenze von etwa 50 nm. Die weitere Minia-
turisierung chemischer Objekte verlangt nach alternativen
chemischen Verfahren. Feynmans Vision folgend sind Atome
und Molekiile als Bausteine fiir den ,,Bottom-up“-Aufbau
von Gebilden mit Nanometer-Dimensionen einsetzbar. Be-
sonders Nanopartikel aus Metallen”! (z.B. Au, Ag, Pt, Cu)
oder Halbleitern®™ (z.B. PbS, Ag,S, CdS, CdSe, TiO,) sind fiir
die Herstellung solcher Strukturen interessant. Die einzigar-
tigen elektrischen Eigenschaften dieser Partikel’® und ihre
optischen und photophysikalischen Merkmale!”! — wie die
grof3enabhingige Plasmonenabsorption, die photonenindu-
zierte Erzeugung von Elektron-Loch-Paaren und Fluoreszenz
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— ermoglichen es, die Partikel durch externe elektronische
oder photonische Signale anzusteuern.

Es gibt inzwischen viele Synthesemethoden zur Herstel-
lung von Nanopartikeln mit enger GroBenverteilung.[*! Oft
werden die Nanopartikel nasschemisch prapariert, wobei die
Clusterung der Metallatome oder der Halbleitermolekiile in
Gegenwart eines Liganden erfolgt, der die Oberfldche blo-
ckiert. Der Ligand bindet an die Metall- oder Halbleiter-
Cluster, verhindert so ihre Aggregation zu gro3en Klumpen
und bestimmt letztlich die Groe der Nanopartikel. Es gibt
viele solcher Ligandsysteme, darunter hydrophobe Monola-
gen,™ positiv oder negativ geladene hydrophile Monolagen!!
und Polymerlagen.!'”! Durch Anbindung von molekularen
Einheiten an die Nanopartikel werden chemische Funktio-
nalitdten eingefiihrt, die Erkennungs- oder Affinitdtswech-
selwirkungen zwischen modifizierten Partikeln ermoglichen
und die Struktur der daraus resultierenden Aggregate dik-
tieren.'! Aggregierte Nanopartikel konnen neue kollektive
Eigenschaften wie gekoppelte Plasmonenabsorption, Ener-
gieiibertragung zwischen den Partikeln und Elektronentrans-
fer zeigen.”

Mithilfe der chemischen Funktionalitdten der Nanoparti-
kel konnen zwei- und dreidimensionale Strukturen auf Ober-
flichen erzeugt werden."! Unter Anwendung der vielseitigen
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Methoden der supramolekularen Chemie”” wurden Nano-
partikel mit einer Vielzahl mono- und dimolekularer Einhei-
ten funktionalisiert und zu komplexen Hybridsystemen zu-
sammengefiigt. Auch Kompositschichten und -aggregate aus
molekular oder makromolekular vernetzten Nanopartikeln
auf Oberflichen wurden hergestellt.'¥] Realisiert wurden
damit die spezifische Abtastung von Substraten,!*¥ abstimm-
bare Elektrolumineszenz!"®! und verbesserte photoelektro-
chemische Eigenschaften."! Durch den Aufbau von Nano-
partikel-Architekturen auf Oberflichen gelangte man auch
zu nanoskaligen Komponenten wie Einzelelektronen-Tran-
sistoren,™™ molekularen Schaltern auf Basis von Nanoparti-
keln™ und Metall/Isolator/Nanopartikel/Isolator/Metall-
Kondensatoren (MINIMs).'”! Die neuesten Ergebnisse be-
ziiglich der Synthese und Eigenschaften von Nanoparti-
keln'® und der Integration komplexer Nanopartikelsysteme
auf Oberflichen wurden in mehreren Ubersichtsartikeln
zusammengefasst.["!"]

Der aktuelle Trend zur Kombination von Biotechnologie
und Nanotechnologie beschleunigt die Entwicklung von
hybriden Nanomaterialien, die die hochselektiven katalyti-
schen und Erkennungseigenschaften von Biomaterialien wie
Proteinen, Enzymen und DNA mit den besonderen elektro-
nischen, photonischen und katalytischen Merkmalen von
Nanopartikeln vereinigen. Die Anbindung von Nanoparti-
keln und anderen Nanoobjekten (z.B. Nanostidbchen, Koh-
lenstoffnanorohren) an Biomolekiile ist ein attraktives For-
schungsfeld innerhalb der Nanobiotechnologie.”*! Die Evo-
lution hat faszinierende makromolekulare Strukturen mit
einmaligen Erkennungs-, Transport- und katalytischen Fi-
genschaften hervorgebracht. Durch Anbindung dieser Bio-
molekiile an Nanopartikel entsteht die Moglichkeit zur
elektronischen oder optischen Transduktion biologischer
Phinomene und somit zur Entwicklung neuer Biosensoren.””!

Enzyme, Antigene, Antikorper und biomolekulare Re-
zeptoren befinden sich mit einer Grofe von 2-20 nm im
gleichen GroBenbereich wie Nanopartikel, sodass beide
Strukturtypen strukturell kompatibel sind. Mehrere grundle-
gende Charakteristika machen Biomaterialien zu kiinftig
wichtigen Bausteinen fiir den Aufbau von Nanopartikel-
Architekturen: 1) Biomaterialien gehen spezifische und
starke komplementidre Wechselwirkungen ein (z.B. Antige-
ne-Antikorper, Nucleinsduren-DNA, Hormone-Rezepto-
ren). Die Funktionalisierung eines einzelnen Nanopartikels
oder unterschiedlicher Typen von Nanopartikeln mit Biomo-
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lekiilen konnte eine Biomolekiil-Nanopartikel-Erkennung
und damit  Selbstorganisationsprozesse  ermoglichen.
2) Viele Biomolekiile enthalten mehrere Bindungsstellen
(z.B. zwei Fab-Stellen in Antikorpern oder vier Bindungsdo-
minen in Streptavidin und Concanavalin A), sodass Aggre-
gate aus Nanopartikeln mehrdirektional verkniipft werden
konnen. 3) Proteine konnen gentechnisch manipuliert und
mit spezifischen Ankergruppen so modifiziert werden, dass
eine geordnete Bindung an Nanopartikel oder die ortsspezi-
fische Bindung des Biomaterials an Oberflachen verbessert
wird. Auf diese Weise kann ein gerichtetes Wachstum von
Strukturen aus Nanopartikeln erzwungen werden. Aulerdem
lassen sich andere Biomaterialien wie doppelstrangige DNA
in komplexen starren Strukturen herstellen, die als Matrizen
fiir die Assoziation von Nanopartikeln (durch Einlagerung,
elektrostatische Bindung an Phosphatgruppen oder Bindung
an funktionelle Gruppen an der DNA) fungieren konnen.
4) Durch Einsatz von Enzymen stehen katalytische Metho-
den fiir die Manipulation von Biomaterialien zur Verfiigung.
Durch Ligation von Nucleinsduren oder Spaltung von Nuc-
leinsduren durch Endonucleasen konnen z.B. Form und
Struktur von hybriden Biomolekiil-Nanopartikel-Systemen
gesteuert werden. Besonders interessant ist eine Verwendung
natiirlicher Biokatalysatoren zur Replikation von Biomole-
kiil-Nanopartikel-Konjugaten mit festgelegten Formen und
Zusammensetzungen.

Die moderne biotechnologische Forschung stiitzt sich auf
kombinatorische Methoden zur Synthese neuer Biokatalysa-
toren und Wirkstoffe, und die simultane Analyse von Patho-
genen, Mutanten oder therapeutischen Wirkstoffen ist eine
zentrale Herausforderung in der bioanalytischen Chemie.
Daher sind die einzigartigen optischen und elektronischen
Eigenschaften von metallischen und Halbleiter-Nanoparti-
keln von groler Bedeutung fiir die Entwicklung von Hoch-
durchsatz-Techniken zur parallelen Multikomponentenana-
lyse. Aufgrund dieser Eigenschaften — und besonders wegen
der Moglichkeit, sie iiber die Partikelgroe genau einzustel-
len — konnten Nanopartikel als vielseitige analytische Sonden
genutzt werden. Bibliotheken aus grofendefinierten Metall-
und Halbleiter-Nanopartikeln als spezifische Analyt-Sonden
haben ein grof3es Potenzial in der Biosensorik.

Die Bedeutung funktionalisierter Nanopartikel fiir bio-
medizinische Anwendungen ist kaum zu iiberschitzen. Ein
wichtiges Forschungsthema ist z.B. die gezielte Aufnahme
von Partikeln in Zellen.”® Der Zellkern ist ein wichtiges
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Target, da sich hier die genetische Information der Zelle und
die Transkriptionsmaschinerie befinden. Der gerichtete Par-
tikeltransport in den Zellkern ist ein technisch schwieriges
Problem, da die Kernsonde folgende Minimalanforderungen
zu erfiillen hat: Sie muss 1) in den Zellkern aufgenommen
werden, z.B. durch rezeptorvermittelte Endocytose; 2) dem
endosomalen oder lysosomalen Stoffwechselweg entkom-
men; 3) Signalsequenzen tragen, die mit dem nucledren
Kernkomplex in Wechselwirkung treten; 4) hinreichend
klein sein (<30 nm), um die Kernmembran zu passieren.
Den effizientesten Weg zum Targeting von Zellkernen in der
Biologie haben die Viren entwickelt, die gewohnlich mithilfe
von Peptiden durch die Zellmembran gelangen. Kiinstliche
Systeme, die sich an diesem viralen Mechanismus orientieren,
konnten auf Basis funktionalisierter Nanopartikel entwickelt
werden. Zum Beispiel wurden in einem Modellsystem Gold-
Nanopartikel (20 nm) mit Rinderserumalbumin (BSA) be-
schichtet, das mit verschiedenen Targeting-Peptiden modifi-
ziert war.”™ Die so erhaltenen funktionellen Nanopartikel
konnten biologische Membranen durchdringen und den
Zellkern erreichen. Finige Arten von Nanopartikeln
werden in der Krebsdiagnostik und -therapie genutzt, z.B.
als Biomarker fiir Tumoren und zur gezielten Applikation
von Tumortherapeutika.?!l Hybride aus Silber-Nanopartikeln
und amphiphilen, stark verzweigten Makromolekiilen wirken
antimikrobiell und werden als Wirkstoffe eingesetzt.>!

Eindimensionale Nanostrukturen — Drihte, Stdbchen,
Binder und Rohren — mit einer lateralen Ausdehnung von
1-100 nm gelten als potenzielle Komponenten fiir die Nano-
technologie und besonders fiir nanoelektronische Funktions-
einheiten.”® Eindimensionale Strukturen variabler Zusam-
mensetzung konnen in groBeren Mengen chemisch oder
physikalisch hergestellt werden, und eine Vielzahl von au-
Bergewohnlichen Eigenschaften (z.B. thermische, mechani-
sche, elektronische, optoelektronische, optische, nichtlineare
optische Eigenschaften und Feldemissionsverhalten) dieser
Strukturen wurden entdeckt. Einige dieser Eigenschaften
werden bereits in neuen Nanofunktionseinheiten genutzt. Die
Kombination von 1D-Nanostrukturen mit Biomolekiilen
ergibt Perspektiven fiir neue nanobioelektronische Funkti-
onseinheiten, z.B. zur Leitung bioelektronischer Signale
durch eindimensionale Nanodréhte.

Die Kombination von Nanoobjekten, Nanoinstrumenten
und Nanomatrizen”?! mit Biomolekiilen birgt vielfiltige
Moglichkeiten fiir die Bioelektronik®” und die Nanobioelek-
tronik. In diesem Aufsatz beschreiben wir die Synthesen und
Eigenschaften von Biomolekiil-Nanopartikel/Nanostdbchen-
Hybriden und die Organisation solcher Systeme zu Funkti-
onseinheiten (Abbildung 1). Wir diskutieren ihre Eigenschaf-
ten und die Methoden zur Erzeugung zwei- und dreidimen-
sionaler Strukturen auf Oberflachen, und wir beschreiben die
Wirkungsweise dieser Nanopartikelaggregate als Funktions-
einheiten. In erster Linie werden wir die Anwendungen
solcher Systeme als Sensoren, als Bauelemente fiir elektro-
nische Schaltkreise und als elektronische und optoelektroni-
sche Funktionseinheiten besprechen. Vor allem soll deutlich
werden, dass die wissenschaftlichen Errungenschaften der
letzten Jahre bereits die Kernelemente eines neuen Wissen-
schaftsgebietes erzeugt haben — der Nanobiotechnologie.
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Abbildung 1. Prinzip der Herstellung von Konjugaten aus Biomolekii-
len und Nanopartikeln/Nanostibchen und deren Organisation zu funk-
tionellen Komponenten.

2. Synthesen und Eigenschaften von Biomolekiil-
Nanopartikel-Hybriden

Eine Vielzahl von Methoden, darunter physikalische
Adsorption, elektrostatische Bindung, spezifische Erkennung
und kovalente Kupplung, wurde zur Immobilisierung von
biologischen Molekiilen (Proteinen und Enzymen, Antigenen
und Antikérpern, DNA und Oligonucleotiden) auf Polymer-
matrizen und anorganischen Trégermaterialien einge-
setzt.”¥ Die modifizierten Trigermaterialien fanden zahl-
reiche Anwendungen in der Biotechnologie, z.B. fiir Affini-
tatstrennungen und als Biosensoren, in der Bioreaktortechnik
und bei der Konstruktion von Bio-Brennstoffzellen. In jiings-
ter Zeit werden die genannten Immobilisierungstechniken,
die wurspriinglich zur Funktionalisierung makroskopisch
grofler Trager entwickelt wurden, auch zur Kupplung von
Biomolekiilen und Nanopartikeln eingesetzt.

2.1. Funktionalisierung von Nanopartikeln durch elektrostatische
Adsorption von Biomolekiilen

Die einfache Adsorption von Biomolekiilen an Nanopar-
tikel wird héufig angewendet, und das Spektrum an unter-
suchten Adsorbaten reicht von niedermolekularen organi-
schen Substanzen (z.B. Vitamin C)** bis hin zu grofen
Proteinen und Enzymen.’**”) Wenn die Nanopartikel durch
anionische Liganden wie Carbonsiureanionen (Citrat, Tar-
trat, Liponat) stabilisiert sind, werden positiv geladene Pro-
teine durch elektrostatische Wechselwirkungen adsorbiert
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(Abbildung 2 A).F¥*! Zum Beispiel wurden Gold- und Silber-
Nanopartikel durch Citratreduktion erzeugt und mit IgG-
Molekiilen (IgG = Immunglobulin G) bei pH-Werten knapp
oberhalb des isoelektrischen Punktes des Citratliganden
funktionalisiert.”® Auf diese Weise wurde eine effektive
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Abbildung 2. Herstellung von Biomolekiil-Nanopartikel-Hybriden:

A) Bildung eines Nanopartikel-Protein-Konjugats durch elektrostatische
Wechselwirkungen. B, C) Bildung von Nanopartikel-Protein-Konjugaten
durch Adsorption von Nanopartikeln an natiirliche (B) und syntheti-
sche Thiolgruppen (C) des Proteins. D, E) Bildung von Nanopartikel-
Protein-Konjugaten durch Bioaffinitatswechselwirkungen bei Streptavi-
din-Biotin-Komplexen (D) und bei Antikérper-Antigen-Komplexen (E).

Wechselwirkung zwischen den positiv geladenen Aminoséu-
re-Seitenketten des Proteins und den negativ geladenen
Citratgruppen des Kolloids hergestellt. Andere Beispiele fiir
die Erzeugung von Proteinschichten durch Nutzung elektro-
statischer Wechselwirkungen sind die direkte Adsorption von
Héam-haltigen Redoxenzymen an Citrat-stabilisierte Silber-
Nanopartikel®*! und die Bindung von basischen Leucin-
Zipperproteinen an Liponat-stabilisierte CdSey..,/ZnSye-
Halbleiterpartikel.”) Mit einem negativ geladenen Phospho-
lipid beschichtete Gold-Nanopartikel wurden durch Photo-
reduktion von NaAuCl, in Gegenwart von Dimyristoyl-L-a-
phosphatidyl-p,L-glycerin hergestellt;*!! dieses vermittelt
dann die Bindung positiv geladener Proteine, sodass das
Modell einer Biomembran in Nanogrofe entsteht. Die dyna-
mische Differenzkalorimetrie (differential scanning calori-
metry, DSC) wurde eingesetzt, um die elektrostatische Natur
der Proteinadsorption auf Silicat-Partikeln nachzuweisen und
die thermodynamischen Bindungsparameter zu berechnen.*?
Es wurde ein Modell entwickelt, das die Struktur der
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Metallg,/Proteinyy,.-Nanopartikel mit den experimentell
erhaltenen Lichtstreuungsspektren korreliert.””

Durch schnelle Expansion einer {iberkritischen Losung in
ein fliissiges Losungsmittel wurden monodisperse BSA-kon-
jugierte Ag- und Ag,S-Nanopartikel erhalten.¥) Da die
Assoziation und Dissoziation des freien Proteins vom pH-
Wert der Losung abhingt, konnen auch die BSA-Nanopar-
tikel-Hybride durch pH-Anderungen reversibel zusammen-
gelagert und aufgelost werden. Mit Ethylenglycol-Mono-
schichten geschiitzte Nanopartikel wurden verwendet, um
eine unspezifische Bindung biologischer Molekiile zu verhin-
dern.™ Gold-Nanopartikel wurden auch als Matrizen zur
Kupplung von Peptiden zu De-novo-Proteinen auf dem
Nanopartikeltriger eingesetzt.*!

Die elektrostatische Abscheidung von Biomolekiilen,
besonders Proteinen oder Enzymen, kann auch fiir die
Erzeugung vielschichtiger Anordnungen genutzt werden.*!
Proteine, die elektrostatisch an die geladenen Nanopartikel
binden, konnen als Grundlage fiir die weitere Anlagerung
entgegengesetzt geladener Polyelektrolyt-Polymere fungie-
ren, auf die dann wiederum eine zweite Proteinschicht
abgeschieden werden kann usw. Vielschichtige Filme von
BSA #1gG*" B-Glucosidase,*® Glucoseoxidase (GOx),[*
Ureasel™ und Meerrettichperoxidase (HRP)®" sind auf diese
Weise auf Polystyrol-Nanopartikel abwechselnd mit entge-
gengesetzt geladenen synthetischen Polyelektrolyten als Lin-
kern aufgebracht worden. Zum Beispiel wurden Poly(dial-
lyldimethylammoniumchlorid) und Poly(natrium-4-styrolsul-
fonat) als positiv bzw. negativ geladene Polyelektrolyte
verwendet. Die vielschichtige Protein/Polymer-Hiille konnte
in der Dicke von einigen Nanometern bis zu mehreren
hundert Nanometern variiert werden. Mit dieser Strategie
lassen sich funktionelle Filme mit einer hohe Dichte an
Enzymmolekiilen auf Nanopartikeln erhalten. Durch eine
dichtere Beladung von Nanopartikeln mit organischen Ver-
bindungen erhoht sich die Empfindlichkeit der Nanopartikel
in analytischen Verfahren. So wurden Polystyrolpartikel mit
einem vielschichtigen Film von Polyelektrolyten versehen,
die mit einem Fluoreszenzfarbstoff derivatisiert waren. Der
Aufbau wurde mit einer IgG-Schicht abgeschlossen, sodass
die modifizierten Partikel als Marker in der Fluoreszenz-
Immunanalyse verwendet werden konnten.”” Durch Erho-
hung der Farbstoffbeladung wurde ein stirkeres Fluoreszenz-
signal und somit eine hohere Empfindlichkeit erhalten.

Die elektrostatische Adsorption negativ geladener DNA
an positiv geladene Cd**-reiche CdS-Nanopartikel wurde
untersucht.’**"! Die Photolumineszenz von Halbleiter-Quan-
tenpunkten wurde genutzt, um den FEinfluss der DNA-
Struktur auf die DNA-Nanopartikel-Bindung zu analysie-
ren.*3%38 Kristallographische und biochemische Untersu-
chungen ergaben, dass ,,geknickte“ Oligonucleotide mit einer
Kriimmung von etwa 3 nm an dhnlich gekriimmte Nanopar-
tikel fester und schneller binden als gerade oder gebogene
DNA.P** Der Bindungmodus und seine Aufschliisselung in
statische und dynamische Komponenten ist aktueller Gegen-
stand der Forschung.” Des Weiteren wurde gefunden, dass
durch Substitution von Citrat-Ionen auf Gold-Nanopartikeln
durch negativ geladene DNA eine DNA-Hiille erzeugt
werden kann.[*
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2.2. Funktionalisierung von Nanopartikeln durch Chemisorption
Thiol-derivatisierter Biomolekiile und durch kovalente
Bindung von Biomolekiilen durch bifunktionale Linker

Die Bindung von Thiolat-funktionalisierten Molekiilen,
z.B. Oligopeptiden, an Gold-Nanopartikel bietet sich als ein
Weg zur kovalenten Verankerung von Biomolekiilen an
Nanopartikeln an. So wurden Gold-Nanopartikel mit L-
Cystein funktionalisiert und das Konjugat anschlieBend
durch Oligomerisierung in wéssriger Losung zu Oligopepti-
den auf Gold-Nanopartikeln umgesetzt.!! Des Weiteren
wurde iiber die Beschichtung von CdS-Nanopartikeln mit
Glutathion berichtet, wobei die starke Bindung der Thiol-
gruppen an die ionischen Cd**-Positionen an der Oberfliche
der Nanopartikel ausschlaggebend ist.[*”)

Die starke Chemisorption von Proteinen auf Gold-Nano-
partikeln wird in einigen Fillen durch die von Cysteinresten
stammenden Thiolgruppen der Proteine vermittelt (z.B. bei
Serumalbumin) (Abbildung 2B).[®! Wenn das native Protein
keine Thiolgruppen enthilt, konnen diese chemisch (z. B. mit
Traut-Reagens, 2-Iminothiolan (1)) (Abbildung 2C) oder
gentechnisch eingefiihrt werden.*”!

FEinige Proteine und Enzyme behalten ihre native Struk-
tur und ihre Aktivitdt, wenn sie direkt an Nanopartikel
adsorbiert werden. Beispielsweise wurde das Vorliegen von
nativem Hédmoglobin auf citratstabilisierten Silberkolloiden
durch oberflichenverstirkte Resonanz-Raman-Spektrosko-
pie (SERRS) nachgewiesen.”! Dabei wurde die reversible
Bindung von O, und von CO an die R-Konformation des
Himoglobins sowie der daraus resultierende Ubergang in die
T-Konformation beobachtet. Auch das Nicht-Héam-Eisenen-
zym Chlorcatechin-Dioxygenase wies nach physikalischer
Adsorption an ein citratreduziertes Silberkolloid noch seine
native Struktur und biokatalytische Aktivitit auf.’* Physika-
lisch adsorbierte Biomolekiile 16sen sich allerdings leicht von
der Oberfldche, und adsorbierte Proteine und Enzyme un-
terliegen oft der Denaturierung und verlieren dabei ihre
biokatalytische Aktivitdt und ihre Fihigkeit zur biologischen
Erkennung. Mit Circulardichroismus (CD), DSC und Fluo-
reszenzspektroskopie wurde bei Rinderfibrinogen nach Ad-
sorption an TiO,-Nanopartikel nachgewiesen, dass der a-
Helix-Gehalt des Proteins deutlich gesunken war.”!

Eine reversible Bindung mit spezifischer Orientierung des
Proteins gelang mit Pepsin als Modellenzym auf Aluminium-
oxid-Nanopartikeln durch die Wechselwirkung zwischen
einem Phosphorylrest (am Ser68-Rest in nativem Schweine-
pepsin) und der Aluminiumoxid-Oberfliche. Die Kristall-
struktur des Proteins lidsst erkennen, dass sich der Ser68-Rest
an der Oberfliche befindet, weit von den katalytischen
Resten Asp32 und Asp215 entfernt. Die Phosphorylgruppe
ist glinstig positioniert und ermoglicht eine gerichtete Kupp-
lung an die Oberfliche von einem definierten Punkt des
Enzyms aus. Wissriges Phosphat konkurriert mit phosphory-
lierten Proteinen um die Aluminiumoxid-Oberfldche. So ldsst
sich ein hybrides Nanopartikel aufbauen, das unter regulier-
baren Bedingungen (Zugabe von Phosphat) die gekuppelte
biologische Komponente abgibt. Hieraus ergibt sich ein
Ansatz fiir die In-vivo-Freisetzung von Biomolekiilen, z.B.
biopharmazeutischen Proteinen.
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Durch die kovalente Bindung von Proteinen an Nano-
partikel-Oberfldchen konnen Probleme durch Instabilitdt
und Inaktivierung umgangen werden.*! Niedermolekulare
Linker mit Ankergruppen zur Nanopartikel-Oberfliche und
funktionellen Gruppen, die die Kupplung zum gewiinschten
Biomolekiil herstellen, wurden vielfach zur kovalenten Ver-
kniipfung von Biomolekiilen und Nanopartikeln verwen-
det.”'¥ Als Ankergruppen zur Bindung der bifunktionellen
Linker an Gold-, Silber-, Cadmiumsulfid- und Cadmiumsele-
nid-Nanopartikel werden hiufig Thiole, Disulfide und Phos-
phane genutzt. Die Ankergruppen werden entweder durch
Substitution schwach adsorbierter Molekiile auf der Nano-
partikel-Oberfliache oder direkt wihrend der Nanopartikel-
Synthese eingefiihrt. Es resultieren Nanopartikel mit einer
funktionalisierten Oberfliche, die fiir weitere Reaktionen zur
Verfiigung stehen. Alkoxysilan- und Halogensilan-Gruppen
werden fiir die kovalente Bindung bifunktioneller Linker an
die Oberfldche von SiO, und anderen oxidischen Nanopar-
tikeln verwendet. Berichtet wurde iiber die Synthese von
Gold-Nanopartikeln, die mit Polysiloxan umbhiillt und mit
einer Vielzahl funktioneller Gruppen zur kovalenten Bin-
dung von Biomolekiilen versehen sind.®! Als terminale
funktionelle Gruppen steht eine gro3e Zahl von Resten zur
Verfiigung. Am héufigsten genutzt werden Aminogruppen,
aktive Ester und Maleimidgruppen, die mit der biologischen
Komponente durch Carbodiimid-vermittelte Veresterung
und Amidierung oder durch Reaktion mit Thiolgruppen
kovalent gekuppelt werden.”" Einzelne funktionelle Grup-
pen (z.B. aktive Ester- oder Aminogruppen) auf Gold-
Nanopartikeln werden durch einen statistischen Ansatz
oder durch Modifizierung des chemisch definierten Clusters
erhalten.® Mithilfe solcher Partikel konnen Nanopartikel
erzeugt werden, die nur je ein einziges Target-Biomolekiil
tragen. Uber eine vielseitige Festphasenmethode zur Mono-
funktionalisierung von L-Lysin-derivatisierten Gold-Nano-
partikeln (ca. 2 nm) wurde kiirzlich berichtet.®®!! Gold-Na-
nopartikel, die einen einzelnen L-Lysin-Rest tragen, wurden
als Bausteine fiir eindimensionale Nanopartikel-Peptidketten
vorgeschlagen.

Nucleinsduren mit Alkanthiolresten sind durch Festpha-
sen-Synthese aus den entsprechenden Phosphoramidat-Bau-
steinen zugénglich. Solche derivatisierten Nucleinsduren sind
bereits in vielen Féllen zur Herstellung von DNA-funktiona-
lisierten Gold-Nanopartikeln'® und CdSey,;.,/ZnS e
oder CdS-Halbleiter-Nanopartikeln®® verwendet worden.
Mit einem Steroiddisulfid-Derivat funktionalisierte DNA
bindet bereitwillig an Gold-Nanopartikel und weist eine
hohere Adsorptionsstabilitdt auf, weil beide Schwefelatome
der Disulfid-Ankergruppe am Bindungsvorgang beteiligt
sind." Die Bindung von Oligonucleotiden an CdS-Nanopar-
tikel gelingt auch mit Phosphorthiolat-Ankergruppen.’” Die
Konformation einzelstrangiger DNA, die iiber Thiolgruppen
an Gold-Nanopartikel gebunden ist, war abhéngig von der
Strangldnge und der Beladungsdichte. Um dies nédher zu
untersuchen, wurden thiolmodifizierte einzelstrangige Oligo-
nucleotide unterschiedlicher Linge (8-135 Basen) an die
Oberfliche von Gold-Nanokristallen von 10 nm Durchmes-
ser bei unterschiedlichen DNA/Gold-Verhiltnissen (1, 2, ...,
Sittigung) gebunden.™ Die elektrophoretische Beweglich-
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keit dieser Konjugate wurde in 2-proz. Agarose-Gel gemes-
sen und daraus der effektive Durchmesser der DNA-Gold-
Konjugate abgeleitet. Dieser Durchmesser héngt von der
Konformation der Oligonucleotide auf der Gold-Oberfliche
ab. Bei niedriger Oberflichenbedeckung wickeln sich die
DNA-Striange ungeordnet um die Nanopartikel. Bei hoher
Oberflachenbedeckung orientierten sich kurze Oligonucleo-
tide vollstandig ausgestreckt senkrecht zur Oberfldche. Bei
langen Oligonucleotiden ist der innere Teil der Kette, der sich
in der Ndhe der Gold-Oberfliche befindet, vermutlich vollig
gestreckt und steht senkrecht zur Oberflache, wahrend der
duflere Teil in ein Zufallsknéuel tibergeht.

2.3. Funktionalisierung von Nanopartikeln mit Biomolekiilen
durch spezifische Affinititswechselwirkungen

Nanopartikel mit Gruppen hoher Affinitét fiir die Bin-
dung von Biomolekiilen wurden zur spezifischen Kupplung
von Proteinen und Oligonucleotiden verwendet. So wurden
Streptavidin-funktionalisierte Gold-Nanopartikel tiber Affi-
nitdtswechselwirkungen mit biotinylierten Proteinen (z.B.
Immunglobulinen und Serumalbuminen) oder biotinylierten
Oligonucleotiden beladen (Abbildung 2D).2**7  Analog
konnen Dbiotinylierte CdSeg,-CdSy.-Nanopartikel an
Streptavidin gebunden werden.” Protein A auf Silber-Na-
nopartikeln ist ein vielseitiger Linker zur Bindung von Fc-
Fragmenten verschiedener  Antikorper.’®  Umgekehrt
wurden Nanopartikel-Antikérper-Konjugate zur Affinitéts-
bindung der jeweiligen Antigene eingesetzt (Abbil-
dung 2E)."” Bemerkenswerterweise kénnen an Nanoparti-
keln gebundene Antikorper hohere Bindungsaffinitdten fiir
ihre jeweiligen Antigene haben als die freien Antikorper."”!

Uber die Anbindung von Kohlenhydrat-Liganden an
Metall-Nanopartikel wurde kiirzlich berichtet."*%! Mithilfe
solcher multivalenter Liganden werden globuldre Strukturen
erhalten, auf deren Oberfldche Clusterbildung und Orientie-
rungseffekte untersucht werden konnen.” Die Eigenschaf-
ten des Metallkerns konnen genutzt werden, um die moleku-
lare Erkennung zwischen Kohlenhydraten und ihren jeweili-
gen Bindeproteinen zu untersuchen. Mit Mannose-stabilisier-
ten Gold-Nanopartikeln wurden FimH-Proteine auf Typ-1-
Pili von Escherichia coli elektronenmikroskopisch sichtbar
gemacht.® Stabilisierte Kolloidsysteme fiir den kolorime-
trischen Nachweis von Kohlenhydrat bindenden Proteinen
wurden in weiterfiihrenden Studien untersucht.®

Ein Mannose-Derivat wurde durch Selbstorganisation auf
vorgefertigten Citrat-beschichteten wasserloslichen Gold-Na-
nopartikeln aufgebracht. Durch Einsatz eines kurzen Koh-
lenwasserstoff-Linkers (C,) zwischen der Gold-Oberfldche
und dem Mannose-Erkennungszentrum konnte ein selekti-
ver, quantitativer und — nicht zu unterschétzen — schneller
kolorimetrischer Nachweis des Kohlenhydrat bindenden
Proteins Concanavalin A entwickelt werden. Auch mit Ober-
flichenplasmonenresonanz(SPR)-Spektroskopie wurde die
Erkennung zwischen Kohlenhydrat-funktionalisierten Gold-
Nanopartikeln und Concanavalin A verfolgt.®”! Die multiva-
lenten Wechselwirkungen zwischen Gold-Nanopartikeln, die
mit Galactosyl- und Glucosylkopfgruppen modifiziert waren,
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und dem HIV-assoziierten Glycoprotein gp120 wurden un-
tersucht.¥ Die Partikel wurden aus disulfidischen C-Glyco-
siden erhalten, die iiber eine Amidbindung mit Triethylen-
glycol verkniipft wurden (durch eine modifizierte Methode
nach Brust et al.*!). Gold-Nanopartikel, die mit einer Mo-
noschicht des Antibiotikums Vancomycin bedeckt sind,
binden multivalent an Membranen Gram-negativer Bakteri-
en und zeigen eine merkliche antimikrobielle Aktivitit.%

Durch Affinitdtsbindung gelang der Einschluss von Na-
nopartikeln in einige natiirlich vorkommende Proteine. Die
Chaperone GroEL (aus Escherichia coli) und T.th (,,T.th cpn“
aus Thermus thermophilus HB8) schlieBen denaturierte Pro-
teine im Inneren einer zylindrischen Hohlung ein. Die
eingeschlossenen Proteine werden durch ATP-induzierte
Umfaltung der Hohlung freigesetzt. GroEL und Tth cpn
konnen CdS-Halbleiter-Nanopartikel einschlieBen und ihnen
dadurch hohe thermische und chemische Stabilitédt in wéss-
rigem Medium verleihen.®™ Analog zum physiologischen
Vorgang konnen die Nanopartikel durch ATP leicht aus dem
Inneren der Chaperone freigesetzt werden. Durch Ubertra-
gung solcher biologischer Mechanismen auf die Materialwis-
senschaften konnten neue Konzepte fiir bioresponsive Kom-
ponenten entstehen.

GroEL besteht aus zwei supramolekularen Ringen, die zu
einer Doppeldecker-Struktur zusammengelagert sind (Abbil-
dung 3A,a). Jeder Ring enthilt sieben Protein-Untereinhei-
ten zu je 60 kDa. GroEL umschlieBt eine zylindrische Hoh-
lung von 4.5nm Durchmesser bei einer Wandstirke von
4.6 nm. T.th cpn besteht wie GroEL aus einem Tetradecamer
(840 kDa) einer Protein-Untereinheit (cpn60 mit 60 kDa),
das mit einem ,,Proteindeckel” ([cpn10], mit 70 kDa) abge-
schlossen ist (Abbildung 3 A,a). Innenvolumen und Wand-
starke von T'th cpn (ca. 5nm) und GroEL haben Transmis-
sionselektronenmikroskopie(TEM)-Aufnahmen zufolge dhn-
liche Abmessungen (Abbildung 3A,a). In Gegenwart von
Mg** und K* durchlaufen Chaperone bei ATP-Bindung eine
weitrdumige Konformationsédnderung, in deren Verlauf die
umgefalteten Gastproteine aus dem Inneren freigesetzt
werden (Abbildung 3A,b). Auch Komplexe aus T.th cpn
und CdS-Nanopartikeln sprechen auf ATP an und setzen die
eingeschlossenen Nanopartikel unter dhnlichen Bedingungen
frei.

2.4. Synthese von Nanopartikeln in biochemischen und
mikrobiellen Systemen

Die Verwendung von Bakterien in biotechnologischen
Verfahren zur Herstellung von Nanopartikeln befindet sich
noch in einem sehr frithen Stadium der Entwicklung. Gegen-
iiber rein chemischen Herstellungsprozessen zeichnen sich
biologische und besonders mikrobielle Reaktionen durch
Selektivitit und Prizision bei der Nanopartikelbildung®! und
durch umweltfreundliche Prozessbedingungen aus.®? Ge-
wohnlich baut man auf hoch spezifische Strukturen wie
Enzymen und Proteinen auf der Bakterienmembran auf, die
ihrerseits hoch spezifische Wechselwirkungen mit dem Kul-
turmedium eingehen. In solchen biologischen Prozessen
konnten schnell groe Mengen an Nanopartikeln entstehen,
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Abbildung 3. A) Chaperone fungieren als ATP-abhingige fassférmige Wirte zum Einschluss von Nanopartikeln. a) Ansicht von GroEL und T.th cpn
von oben und von der Seite. b) Bildung von GroEL-CdS-Nanopartikel-Komplexen durch Einschluss von CdS-Nanopartikeln in die zylindrische Hoh-
lung von GroEL und die durch ATP ausgeloste Freisetzung der Gastverbindung. B) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Kom-
plexen aus T.th cpn und CdS-Nanopartikeln und von intaktem T.th cpn (a); b, c) vergréRerte Ausschnitte und Modelle. (Mit Genehmigung aus

Lit. [85].)

viele biologische Details sind aber noch unklar. Aus elektro-
chemischer Sicht kann man sich die Bakterien als Elektroden
vorstellen, die bei einem relativ konstanten Potential arbei-
ten. Die Bandbreite der anorganischen nanoskaligen Pro-
dukte ist mit dieser Vorstellung in Einklang. Die bakteriell
hergestellten Nanopartikel konnten mit ihren Biomaterial-
hiillen isoliert werden, was belegt, dass Bakterien als ,,leben-
de Reaktoren“ fiir die Herstellung von Nanomaterialien
tauglich sind.

Mikroorganismen, besonders Prokaryoten, sind oft extre-
men Umweltbedingungen ausgesetzt (z.B. der Einwirkung
von toxischen Metallionen oder Metallen), die die Entwick-
lung spezifischer Abwehrmechanismen erzwingen. Die Toxi-
zitit von Metallionen wird durch Anderung des Redoxzu-
standes und/oder intrazelluldre Ausfillung als Metalle redu-
ziert oder beseitigt. Dies bildet die Basis fiir viele wichtige
Anwendungen von Mikroorganismen, wie bakterielle Erz-
laugung, Biosanierung, mikrobielle Korrosion und auch fiir
die Synthese von Nanopartikeln. Viele biologische Systeme
haben hochkomplexe Entgiftungsmechanismen durch Biore-
duktion und Mineralisation von Edelmetallen entwickelt.
Dabei bilden kleine Peptide und Proteine Kristallisationskei-
me fiir die Anbindung des Metalls und die Stabilisierung der
Nanopartikel. Silber-Nanopartikel wurden im GroBenbereich
von 2-5nm extrazelluldr durch den silbertoleranten Hefe-
stamm MKY?3 gebildet, wenn die Zellen in der logarithmi-
schen Wachstumsphase 1 mm Ag*-lonen ausgesetzt wur-
den.®™ Auch in lebenden Pilzen und Pflanzen k&nnen
metallische und Halbleiter-Nanopartikel gebildet werden.®”
Der Pilz Fusarium oxysporum synthetisiert halbleitende CdS-
Nanopartikel extrazelluldr durch einen rein enzymatischen
Prozess.*’"! Ahnliches wurde iiber Bildung und Wachstum
von Gold-Nanopartikeln in Alfalfa-Pflanzen berichtet.s"!
Halbleitende Nanopartikel wie CdSe und CdSeg.,,-ZnSyg.e
von regulierbarer Grofe und einheitlicher Form wurden mit
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gentechnisch hergestellten Proteinen erzeugt.® Die Biomi-
neralisation (besonders mithilfe von Ferritin) wird weithin fiir
die Herstellung magnetischer Nanopartikel genutzt (siehe
Abschnitt 7.1).

2.5. Eigenschaften hybrider Nanopartikel-Biomolekiil-Systeme

Durch Funktionalisierung von Nanopartikeln mit Biomo-
lekiilen verdndern sich die Eigenschaften von Partikeln und
ihre Wechselwirkungen mit der Umgebung. Zum Beispiel
wird das Absorptionsspektrum von Vitamin C bei Adsorption
auf TiO,-Nanopartikeln um 1.6 eV rotverschoben. Das spek-
trale Verhalten beruht auf einem Ladungstransfer und geht
auf eine spezifische Bindung des elektronenschiebenden
Adsorbats an Defekten der Kristallecken auf der Oberflidche
der Nanopartikel zuriick.”” Die Wasserloslichkeit von Nano-
partikeln kann durch Funktionalisierung der Oberflidche mit
stark hydrophilen Biomolekiilen stark erhoht werden.
Wihrend Gold-Nanopartikel, die mit langkettigen Alkylthio-
len modifiziert sind, nur in organischen Losungsmitteln
niedriger Polaritit 16slich sind, 16sen sich Gold-Nanopartikel
mit w-Carbonsdure-funktionalisierten Alkylthiolat-Hiillen
bereitwillig in polaren organischen Solventien wie Ethanol
und Aceton. Gold-Nanopartikel, die mit Biomolekiilen wie
Troponin oder Coenzym A modifiziert sind, 16sen sich her-
vorragend in Wasser."*

FEigenschaften von Biomolekiilen konnen durch deren
Bindung an Metall-Nanopartikel verdndert werden. So wurde
durch SERR-Spektroskopie nachgewiesen, dass die Schwin-
gungen der biologisch aktiven prosthetischen Hamgruppe des
Myoglobins oder Hdmoglobins durch die Adsorption der
Proteine an Metall-Nanopartikel selektiv verstirkt werden.®™!

Die chemischen Eigenschaften der Biomolekiile oder
Biomolekiil-Analoga, mit denen die Nanopartikel modifiziert
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sind, konnen durch externe Signale (z.B. elektrische oder
optische) verindert werden. Auf diese Weise ldsst sich die
Wechselwirkung der modifizierten Nanopartikel mit der
Umgebung steuern. Als regulierbare Eigenschaften bieten
sich die Bindungseigenschaften der modifizierenden Gruppe
und das Aggregationsverhalten der Nanopartikel an. Als
Beispiel wurde die Komplexbildung zwischen einem Diami-
nopyridin-Derivat und einem Flavin-Derivat auf der Ober-
fliche eines Gold-Nanopartikels untersucht.’” Es zeigte sich,
dass nach elektrochemischer Reduktion des Flavin-Derivats
stabilere Wasserstoffbriicken gebildet werden (Abbildung 4).
Damit ist es moglich, die Stiarke der Bindung zwischen dem
bioorganischen Molekiil und der organisch funktionalisierten
Hiille des Nanopartikels elektrochemisch zu schalten.

O
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Abbildung 4. Elektrochemisch kontrollierte Erkennung von Flavin
durch ein Diamidopyridin-funktionalisiertes Nanopartikel.

Durch photoinduzierte Anregung einer der Komponen-
ten des Biomolekiil-Nanopartikel-Hybrids kann eine Ener-
gie- und/oder Elektroneniibertragung ausgelost werden. Eine
effiziente photoinduzierte Elektroneniibertragung wurde z. B.
in einem Hybridsystem bestehend aus einer Carotinoid-Hiille
und einem TiO,-Nanopartikel nachgewiesen.”!! In einem
anderen System loste die Photoanregung von TiO,-Nanopar-
tikeln die Oxidation von Hidmin-Molekiilen aus, die an den
halbleitenden Partikelkern gebunden waren, was nachfolgend
die Ham-katalysierte Oxidation organischer Halogenide in-
duzierte.’” Durch den effizienten Resonanzenergietransfer
von Tryptophanresten in Proteinen auf den Halbleiterkern
des Nanopartikels (z. B. im BSA-CdTe-Konjugat)* wird die
Fluoreszenz des Nanopartikels nach Photoanregung der
Proteinhiille deutlich verstirkt.

3. Biomolekiil-Nanopartikel-Hybride zur Steuerung
chemischer Reaktivitdt

Die Wechselwirkungen zwischen funktionalisierten Na-
nopartikeln und Biomaterialien oder die Wechselwirkungen
innerhalb der Struktur von Biomaterialien konnen genutzt
werden, um die chemische Reaktivitit der Biomolekiile zu
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steuern. Daneben konnen diese Wechselwirkungen auch als
Indikator fiir den Zustand der Reaktion und der Reaktanten
herangezogen werden, sodass eine externe Steuerung vorge-
nommen werden kann. Kleine Molekiile und Polymere
konnen die chemische Reaktivitdt von Biomolekiilen beein-
flussen. Wenn es mehrere Konkurrenzreaktionen gibt, kann
ein Promotor oder Inhibitor einer spezifischen chemischen
Reaktion den im Gesamtprozess wirksamen Reaktionsweg
und damit das biochemische System regulieren. Molekulare
Marker (z. B. Fluoreszenzfarbstoffe) konnen den Zustand von
Biomolekiilen sichtbar machen und so die molekularen
Verdnderungen in ein Ausgangssignal umwandeln, das z.B.
fur diagnostische Zwecke genutzt werden kann. Funktiona-
lisierte Nanopartikel konnen in gleicher Weise wirken und so
den Zustand eines biologischen Promotors oder Inhibitors
oder eines Reportermolekiils anzeigen. Gegeniiber reinen
Molekiilmarkern zeichnen sie sich durch die besonderen
photophysikalischen und elektronischen Eigenschaften der
Nanopartikelkomponenten aus. Auch nanomechanische
Funktionseinheiten auf der Basis von Biomolekiil-modifizier-
ten Nanopartikeln sind moglich.

3.1. Biomolekiil-Nanopartikel-Hybride zur Steuerung der
Reaktivitit von DNA

Enzymatische Umsetzungen von DNA-Molekiilen auf
der Oberfldche von Metall-Nanopartikeln, z.B. die Verldn-
gerung der DNA-Kette, gelten als synthetisch anspruchsvolle
Operationen. Die Verldngerung einer DNA-Kette erfordert
zum einen die effiziente Hybridisierung der Matrize an den
partikelgebundenen Primer, zum anderen muss das beteiligte
Enzym, die DNA-Polymerase (das 68 kDa-Klenow-Frag-
ment), zugédnglich sein. Man muss davon ausgehen, dass die
Kettenverldngerungsreaktion gegen sterische Einfliisse emp-
findlicher ist als die Hybridisierung. Bei DNA-Primern, die
iiber einen HSC4H,,-Linker an Gold-Nanopartikel gebunden
waren, wurden Verldngerungseffizienzen von bis zu 100 %
beobachtet.”

Biokatalytische Reaktionen an der DNA, wie Transkrip-
tion oder Translation, erfordern die Komplexbildung von
Enzymen mit der DNA-Kette. Die kompetitive Bindung
anderer Molekiile an die DNA-Kette kann die Enzymbin-
dung schwéchen und den Prozess hemmen — sodass letztlich
eine Genregulation moglich ist. Niedermolekulare Verbin-
dungen,” Dendrimere!”” und Polymere® konnen effektiv
an DNA binden und in einigen Féllen die Transkription
hemmen. Ein entscheidender Punkt dieses Konzepts ist die
Erzeugung einer geeignet praorganisierten Struktur, die eine
kontrollierte Bindung an die DNA erméglicht. Die besondere
Herausforderung bei niedermolekularen Verbindungen be-
steht in der prézisen Synthese eines starren Gerlists mit
unterschiedlichen funktionellen Gruppen. Bei Polymeren
kommt es vor allem auf die genaue Positionierung der
Substituenten entlang der Hauptkette und auf die makrosko-
pische Konformation in Lésung an.

Fine ausgezeichnete Losung bietet die Anwendung von
Au-Clustern mit gemischten Monoschichten (mixed monola-
yer-protected clusters, MMPCs).[””! Ein solcher Uberzug aus
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einer selbstorganisierten Monoschicht stellt eine hochgeord-
nete Oberfldche fiir die Bindung von DNA bereit, die die
gleiche GroBenordnung hat (6-10 nm) wie DNA-bindende
Proteine. Der zentrale Metallkern stabilisiert das Partikel und
begrenzt die Zahl moglicher Konformationen des organi-
schen Adsorbats. Wegen der Beweglichkeit der Thiole auf der
Oberflache der Nanopartikel kann die Bildung von Erken-
nungselementen in nachfolgenden Schritte gesteuert
werden.'"! Hergestellt wurden Nanopartikel zur Erkennung
doppelstriangiger DNA, indem Octanthiol auf der Goldober-
flache teilweise durch 11-Mercaptoundecyltrimethylammoni-
um ersetzt wurde.'®) Die gemischte Monoschicht bindet
negativ geladene DNA elektrostatisch iiber die an der
Oberflache fixierten positiv geladenen Ammoniumgruppen.
Die Bindung von Enzymen, die an der Genregulation betei-
ligt sind, wird dagegen verhindert und so der biokatalytische
Transkriptionsprozess gehemmt.

Eine einfache Methode zum Schutz vor DNA-Spaltung
beruht auf der Anwendung von Konjugaten aus aminomodi-
fizierten Siliciumdioxid-Nanopartikeln und Biomolekiilen
(45 +4 nm).""” Negativ geladene DNA-Molekiile konnen
auf der positiv geladenen Oberfliche der Nanopartikel
angereichert werden und sind so gegen Abbau geschiitzt.
Die DNA-Stréange lassen sich von den Nanopartikeln wieder
ablosen und weisen dann die gleichen Eigenschaften wie freie
DNA-Stringe auf.

Ein Konjugat aus einem Gold-Nanopartikel und einer
Signalgeber-DNA (,,molecular beacon®) (2) wurde zur elek-
tronischen ,,Fernsteuerung“ der DNA-Hybridisierung er-
probt."” Durch induktive Kopplung eines Radiofrequenz-
feldes (1 GHz) mit dem Gold-Nanopartikel (1.4 nm), das als
Antenne fungiert, wird die lokale Temperatur der gebunde-
nen DNA erhoht und dadurch die Denaturierung ausgelost;
die umgebenden Molekiile bleiben weitgehend unbeeinflusst.
In Abbildung 5 A, Kurve a, ist die Absorption einer Losung
des Gold-Nanopartikel-DNA-Komplexes 2 bei 260 nm als
Funktion der Zeiten aufgetragen, wihrend der das elektro-
magnetische Feld ein- und ausgeschaltet ist. Die Zunahme
der Absorption zeigt die Denaturierung der DNA-Doppel-
helix beim lokalen Erhitzen an, die Abnahme der Absorption
nach Abschalten des elektromagnetischen Feldes resultiert
aus der Rehybridisierung. Der Ubergang zwischen den
beiden Zustdnden ist vollstindig reversibel. Im Kontrollex-
periment mit einem DNA-Strang ohne Gold-Nanopartikel
bleibt das elektromagnetische Feld ohne Wirkung (Abbil-
dung S A, Kurve b). Zwar wurden bereits andere Methoden
zur induktiven Erwidrmung von makroskopischen Proben
beschrieben (z.B. zur Behandlung von Krebszellen durch
elektromagnetisch induzierte Anregung biokompatibler su-
perparamagnetischer Nanopartikel),'™ mithilfe der Gold-
Nanopartikel-DNA-Konjugate ldsst sich das Konzept aber
entscheidend ausbauen. So konnen z. B. komplexe Operatio-
nen an spezifischen Stellen von Nucleinséduren oder Proteinen
(z.B. bei der Genregulation und spezifischen Aggregation
von Biomolekiilen) ausgelost werden, wihrend der Rest des
Molekiils und benachbarte Spezies unbeeinflusst bleiben. Da
es sich um kein optisches Anregungsverfahren handelt, ist
diese Technik auflerdem auch in stark streuenden Medien
anwendbar.
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Abbildung 5. A) Reversibler Ubergang (a) zwischen der denaturierten und hy-

bridisierten Konformation des Konjugats aus einem Gold-Nanopartikel und

einem mit einem molekularen Signalgeber versehenen DNA-Strang 2, induziert
durch Ein- und Ausschalten des elektromagnetischen Radiofrequenzfeldes. Das
freie DNA-Molekiil ohne Gold-Nanopartikel (3) wird vom elektromagnetischen
Feld nicht beeinflusst (b). B) Steuerung der Fluoreszenz durch Ubergang zwi-
schen Haarnadel-Zustand 5 und gestrecktem Zustand 6 einer DNA-Kette bei Hy-
bridisierung mit dem komplementiren Oligonucleotid 7. (Teil A mit Genehmi-

gung aus Lit. [103].)

3.2. Biomolekiil-Nanopartikel-Hybride als Indikatoren fiir die
Reaktivitdt von DNA

DNA-Molekiile, die an festgelegten Positionen mit einem
Fluoreszenzfarbstoff und einem Quencher derivatisiert sind,
konnen ein Fluoreszenzsignal erzeugen, das vom Abstand
zwischen Farbstoff und Quencher abhéingt. Daraus lassen sich
Riickschliisse auf die Konformation der DNA-Kette ziehen.
Gold-Nanopartikel konnen die Fluoreszenz von Chromopho-
ren bis zu 100-mal besser dimpfen als molekulare Quencher
und weisen auch hohere Quenchungswirkungen bei Farbstof-
fen auf, die im nahen Infrarot emittieren.

Ein DNA-Oligonucleotid wurde mit einem Fluoreszenz-
farbstoff (Fluorescein (4) oder Rhodamin 6G) am 3'-Ende
funktionalisiert, und ein Gold-Nanopartikel, das mit einer
einzelnen Maleimidgruppe funktionalisiert war, wurde kova-
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lent an die (CH,)sSH-Gruppe am 5'-Ende der Nucleinsdure
gekuppelt.' Das Molekiil konnte zwei Konformationen
einnehmen (Abbildung 5B): eine Stamm-Schleife-Konforma-
tion mit Fluorophor und Gold-Nanopartikel in unmittelbarer
Nachbarschaft (Haarnadel-Zustand) und eine stdbchenfor-
mige Konformation, bei der Fluorophor und Nanopartikel
weit voneinander entfernt sind (offener Zustand). Der Haar-
nadel-Zustand (5) entsteht von selbst, da die komplementa-
ren Enden des DNA-Molekiils intramolekular einen Dop-
pelstrang bilden. Der offene Zustand (6) wird hingegen erst
durch Wechselwirkung und Hybridisierung mit einem zu
analysierenden DNA-Molekiil (7) erzeugt, das komplemen-
tidr zum zentralen Teil des DNA-Molekiils ist. Dieses DNA-
Molekiil hybridisiert mit der modifizierten DNA, bildet eine
ds-DNA, offnet dadurch die Haarnadel-Struktur, vergroBert
den Abstand zwischen Fluorophor und Nanopartikel und
verstarkt damit die Fluoreszenz. Dieser Vorgang und das
resultierende Signal kommen nur zustande, wenn die zu
analysierende DNA komplementdr zum zentralen Teil der
Sensor-DNA ist. Das System wurde erfolgreich eingesetzt,
um einzelne Basen-Fehlpaarungen zwischen DNA-Sequen-
zen aufzuspiiren.'”! In kompetitiven Hybridisierungstests
wurde gefunden, dass das beschriebene Nanopartikel-System
achtmal mehr Punktmutationen nachweist als herkdmmliche
molekulare Signalgeber und die Nachweisempfindlichkeit auf
das hundertfache steigt.

Auf der Basis von Gold-Nanopartikeln wurde eine neue
Klasse von Nano-Biosensoren entwickelt, mit denen in einem
homogenen Testsystem spezifische DNA-Sequenzen und
Punktmutationen erkannt und nachgewiesen werden
konnen."™  An  Gold-Nanopartikeln wurde einstriangige
DNA fixiert, an deren anderem Ende ein organischer Farb-
stoff gebunden war. Durch die flexible DNA-Kette konnten
sich Farbstoff und Gold-Nanopartikel auf einen geringen
Abstand anndhern, sodass die Fluoreszenz des Farbstoffs
durch das Metall-Nanopartikel effizient geddmpft wurde. Die
Hybridisierung der ss-DNA mit einem komplementédren
DNA-Analyten erzeugte einen starren Spacer zwischen
Farbstoff und Gold-Nanopartikel, wodurch der Quenching-
Prozess gehemmt wurde und die Fluoreszenz anstieg. Anders
als konventionelle molekulare Signalgeber mit Stamm-
Schleife-Struktur benotigen die Nanopartikel-Sonden keine
Stamm-Komponente, und die Hintergrund-Fluoreszenz
nimmt mit der Temperatur nur wenig zu.

3.3. Biomolekiil-Nanopartikel-Hybride zur Steuerung der
Reaktivitdt von Enzymen

Funktionalisierte Nanopartikel konnen die Aktivitdt von
Enzymen beeinflussen und z.B. enzymatische Reaktionen
effizient inhibieren. So wirken etwa anionisch funktionali-
sierte Nanopartikel nach einem zweistufigen Inaktivierungs-
mechanismus als hoch wirksame Inhibitoren von Chymotryp-
sin (ChT).""! Die inhibierende Wirkung beruht auf der
elektrostatischen Komplementaritdt zwischen den negativ
geladenen Carboxyl-Endgruppen der Partikelhiille und den
kationischen Resten, die in der Peripherie des aktiven
Zentrums des Enzyms angeordnet sind. Im ersten, reversiblen
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Inhibierungsschritt bildet sich ein Komplex zwischen Enzym
und Nanopartikel. Im zweiten Schritt kommt es zur irrever-
siblen Denaturierung des am funktionalisierten Nanopartikel
gebundenen Enzyms. Eine vollstidndige Inhibierung der En-
zymaktivitdt wurde bei einem Nanopartikel/ChT-Verhiltnis
von 1:5 gefunden, was sich durch die groe Oberfldche des
anionisch funktionalisierten Nanopartikels erklart (ca.
110 nm?). Diese ,,irreversible* Inhibierung von Chymotrypsin
konnte durch Modifikation der Nanopartikel-Oberfldche in
situ mit kationischem Tensid umgekehrt werden.'"”®! Bis zu
50% der urspriinglichen Chymotrypsin-Aktivitdt wurde bei
Zugabe eines langkettigen Tensids wiederhergestellt. Dyna-
mische Lichtstreuungsexperimente zeigten, dass Chymotryp-
sin wieder von der Nanopartikel-Oberfldche abgelost wurde.

Die kontrollierte Abgabe von Inhibitoren, Promotoren
oder Cofaktoren in ein Reaktionsmedium kann als allgemei-
ne Strategie zur Desaktivierung oder zur Aktivierung von
Enzymen dienen. Auch die kontrollierte Freisetzung von
Wirkstoffen oder Neurotransmittern ist eine entscheidende
Voraussetzung fiir die Regulation komplexer physiologischer
biokatalytischer Vorgédnge. Funktionalisierte CdS-Nanoparti-
kel wurden verwendet, um Wirkstoffe und Neurotransmitter
in Kanidlen (Durchmesser ca. 2.3 nm) von mesopordsen
Siliciumdioxid-Nanokiigelchen (MSNs) vom Typ MCM-41
einzuschlieBen (Abbildung 6).1%! Diese Anordnung ermog-
licht die kontrollierte Freisetzung von Substanzen. Die MSN-
Kanile wurden mit Vancomycin oder Adenosin-Triphosphat
beladen und die MSN-Matrix mit einem aminoterminierten
Linker derivatisiert. Dieser enthielt eine Disulfidgruppe und
war iber eine Siloxan-Ankergruppe mit der Matrix verbun-
den (8). Die so priparierte MSN-Matrix wurde mit Carbon-
sdure-modifizierten CdS-Nanopartikeln 9 inkubiert (ca.
2 nm). Die CdS-Nanopartikel passen genau in die Kanile
und werden kovalent mit den Aminogruppen der Matrix
gekuppelt (10), sodass das Substrat eingeschlossen wurde. Die
CdS-Nanopartikel wurden durch chemische Spaltung der
Disulfidbriicken zwischen den Nanopartikeln und der MSN-
Matrix durch Dithiothreitol (11) entfernt, wobei die gespei-
cherten Substrate wieder freigesetzt wurden. Dieses MSN-
System konnte eine wichtige Rolle fiir die Entwicklung der
nichsten Generation ortsspezifischer Nanosysteme zur kon-
trollierten Freisetzung von Substanzen spielen.

4. Aggregation von Biomolekiil-Nanopartikel-
Hybriden

Die Erzeugung von zwei- und dreidimensionalen Struk-
turen aus anorganischen Nanopartikeln durch Organisation
und Musterbildung ist eine Voraussetzung fiir den Aufbau
chemischer, optischer, magnetischer und elektronischer
Funktionseinheiten.”) Eine durch spezifische biologische
Wechselwirkungen induzierte Aggregation von Nanoparti-
keln ermoglicht den selbstorganisierten Aufbau komplexer
Nanostrukturen mit neuen kollektiven Eigenschaften. Es gibt
zahlreiche Ansdtze zur Herstellung von 2D- und 3D-Arrays
aus Metall- und Halbleiter-Nanopartikeln. Angewendet
werden unter anderem: 1) Losungsmittelverdampfung von
hydrophoben Kolloiden,'®! 2) statistischer Einschluss von
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Abbildung 6. System zur kontrollierten Freisetzung von Wirkstoffen
und Neurotransmittern auf der Basis von mesoporésen Siliciumdioxid-
Nanokiigelchen (MSNs), die mit CdS-Nanopartikeln verschlossen sind.
(Mit Genehmigung aus Lit. [108], Copyright American Chemical Socie-
ty, 2003.)

Nanopartikeln in Gel- und Glasmatrizen,''" 3) matrizenge-
steuerte Synthese an strukturierten Oberflichen, in poro-
sen Proteinkristallen!'>!¥) oder in bakteriellen Uberstruktu-
ren,''¥ 4) chemische Kupplung in Losung mithilfe bifunktio-
naler Linker;!">!" ein Beispiel hierfiir ist die Alkandithiol-
gerichtete Aggregation von Gold-Nanopartikeln.['>116]

Es gibt mehrere gute Griinde, Biomolekiile als Bausteine
von Nanopartikel-Strukturen einzusetzen: 1) Biomolekiile
bieten eine grofle Auswahl von Bausteinen nahezu beliebiger
GrofBle, Form und Funktionalitit. 2) Es existieren zahlreiche
chemische und biologische Methoden zur Modifizierung und
Synthese von Biomolekiilen (z.B. Synthese von Nucleinsiu-
ren festgelegter Zusammensetzung und Form, Erzeugung
monoklonaler Antikorper, gentechnische Modifikation von
Proteinen), die zur gezielten Aggregation von Nanopartikeln
genutzt werden konnen. 3) Biomaterialien konnen enzyma-
tisch manipuliert werden. Proteinhydrolyse, Spaltung und
Ligation von DNA-Strangen oder Replikation von Nuclein-
sduren sind geeignete Methoden zur Erzeugung von Bioma-
terialien als Bausteine von Nanopartikel-Architekturen.
4) Natiirlich vorkommende Reparaturmechanismen fiir Bio-
molekiile konnen zur Stabilisierung von Biomolekiil-Nano-
partikel-Strukturen genutzt werden. 5) Durch Vernetzung
von Nanopartikeln mit Enzymen konnen biokatalytische
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Anordnungen festgelegter Funktionalitit erzeugt werden.
Damit ergibt sich die Moglichkeit zur Herstellung von
Nanopartikeln mit regulierbaren physikalischen, chemischen
und funktionalen Eigenschaften. Bei der Prédparation ver-
netzter Nanopartikel sollten vorzugsweise zwei verschiedene
Arten funktionalisierter Nanopartikel mit komplementéren
Einheiten eingesetzt werden. Zur Herstellung solcher kom-
plementidrer Biomolekiil-Nanopartikel-Aggregate eignen
sich biologische Wirt-Gast-Paare wie Biotin-Streptavidin,[''”)
Antigen-Antikorper!® und komplementire Oligonucleoti-
de 171191201 Eine Vielzahl vor allem optischer Methoden (z. B.
differentielle Lichtstreuungsspektroskopie) wurde angewen-
det, um die biospezifische Aggregation von Nanopartikeln
mit Proteinen und Oligonucleotiden zu untersuchen.'?!!
Kiirzlich berichtet wurde iiber elektrophoretische und struk-
turelle Untersuchungen der DNA-gesteuerten Aggregation
von Gold-Nanopartikeln.['

4.1. Rezeptorinduzierte Aggregation von komplexierten
Nanopartikeln

Proteinbasierte Erkennungssysteme kénnen zur Organi-
sation von anorganischen Nanopartikeln zu vernetzten Ag-
gregaten genutzt werden. So wurde iiber die Wechselwirkung
zwischen D-Biotin und dem biotinbindenden Protein Strept-
avidin (SAv) eine Nanopartikel-Aggregation induziert.'”
Die Erkennung zwischen wasserloslichem Biotin und dem
homotetrameren SAv erfolgt mit einer auBergewchnlich
groBen Affinititskonstante von K,>10"m"'. Es handelt
sich damit um die stidrkste gegenwirtig bekannte Ligand-
Rezeptor-Bindung.'"?! Ein weiterer Vorteil von SAv ist seine
hohe chemische und thermische Stabilitdt. Die Anwendung
des Biotin-Streptavidin-Systems zur Erzeugung supramole-
kularer Aggregate ist vor allem deshalb praktikabel, weil
diverse Avidin-Analoga!'*! und rekombinante SAv-Mutanten
zur Verfiigung stehen.'™ Ein weiter Bereich von Geschwin-
digkeits- und Gleichgewichtskonstanten (K,=10"-10"m"")
kann genutzt werden, was die Herstellung genau definierter
Nanopartikel-Aggregate ermoglicht. Viele biotinylierte Ma-
terialien sind kéuflich oder unter milden Bedingungen her-
stellbar. Zwei Methoden zur Aggregation von Nanopartikeln
iiber Biotin-Streptavidin-Wechselwirkungen stehen zur Ver-
fiigung: 1) Vernetzung von biotinylierten Nanopartikeln mit
dem tetravalenten SAv-Rezeptor (Abbildung 7A). 2) Ver-
netzung von SAv-modifizierten Nanopartikeln mit einem
Dibiotin-Derivat (12) (Abbildung 7B). Zur Funktionalisie-
rung von Metall- und Halbleiter-Nanopartikeln mit Biotin-
Derivaten gibt es mehrere Synthesemethoden. Im einfachsten
Fall werden Thiol- oder Disulfid-Derivate von Biotin direkt
an den Metallnanopartikeln (z.B. aus Gold oder Silber)
adsorbiert. Alternativ werden die Nanopartikel zuerst mit
einer organischen ,,Hiille“ beschichtet (z.B. durch Polymeri-
sation eines Trialkoxysilyl-Derivats oder durch Polymerad-
sorption) und dann kovalent mit Biotin modifiziert (z.B.
durch Carbodiimid-Kupplung).

Gold-Nanopartikel, die mit Disulfid-derivatisierten Bio-
tineinheiten funktionalisiert (13) und dann mit Streptavidin
vernetzt wurden, bilden Aggregate mit den Biotin-SAv-
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Abbildung 7. Bildung von Netzwerken mithilfe von Biotin-Streptavidin-
Wechselwirkungen. A) Verkniipfung von Biotin-funktionalisierten Nano-
partikeln mit Streptavidin; B) Verkniuipfung von Streptavidin-funktionali-
sierten Nanopartikeln mit Biotin-Dimeren; C) Bildung eines Netzwerks
aus Streptavidin-verkniipften thiolderivatisierten Biotineinheiten;

D) Bildung eines Netzwerks aus zwei Arten von Nanopartikeln, die mit
unterschiedlichen Erkennungsgruppen funktionalisiert und iiber einen
bifunktionalen Linker aus einer Biotingruppe und einer Dinitrophenyl-
Antigen-Einheit verbunden sind.

Erkennungspaaren zwischen den Nanopartikeln (Abbil-
dung 7 A).'"1] Eine #hnliche Struktur kann auch in umge-
kehrter Reihenfolge aufgebaut werden, indem man SAv mit
dem Disulfid-Biotin-Derivat umsetzt und den entstandenen
Komplex mit Gold-Nanopartikeln reagieren ldsst (Abbil-
dung 7 C)."*% In beiden Fillen kommt es zu einer schnellen,
spontanen Aggregation zu einem ungeordneten Netz aus
Gold-Nanopartikeln. Dynamische Lichtstreuung, Kleinwin-
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kel-Rontgenstreuung und Transmissionselektronenmikrosko-
pie wurden zur Verfolgung des Prozesses und zur Produkt-
charakterisierung angewendet. Die Kinetik der Aggregatbil-
dung wurde mit einem modifizierten Aggregationsmodell
nach Smoluchowski beschrieben.™ Anhand dieser kineti-
schen Analyse kann die Aggregatstruktur durch Optimierung
der Bedingungen (molares Verhiltnis zwischen Biotin-Nano-
partikel-Hybrid und vernetzendem SAv) gesteuert werden.

Uber eine verwandte SAv-induzierte Aggregation von
Gold-Nanostibchen wurde vor kurzem berichtet.'”” Die
Stabchen mit einem Seitenverhéltnis von 18 wurden in
Wasser in Gegenwart des formgebenden Tensids Cetyltrime-
thylammoniumbromid (CTAB) hergestellt und dann mit
einem Disulfidderivat von Biotin funktionalisiert. Bei
Zugabe des Streptavidin-Linkers entstand ein unerwartet
hoher Anteil an den Enden verbundener Stdbchen. Der
Abstand zwischen den Stdbchen betrug etwa 4-5nm, ent-
sprechend der GroBe eines Streptavidin-Molekiils (ca. 4.5 x
45x58nm’). Auch die Winkel zwischen den Stibchen
entsprachen der Lage der vier Biotin-Bindestellen am Strept-
avidin-Molekiil (Abbildung 8 A).
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Abbildung 8. A) Vernetzung Biotin-funktionalisierter Gold-Nanostib-
chen an den Enden durch Streptavidin; B) Transmissionselektronenmi-
kroskopische Aufnahme der Streptavidin-verkniipften Gold-Nanostib-
chen; C) Biotin-funktionalisiertes Ferritin. (Teil B mit Genehmigung
aus Lit.[127], Copyright American Chemical Society, 2003.)

Der Mechanismus, der zu der iiberproportionalen Ver-
briickung an den Enden der Stébchen fiihrt, ist noch unbe-
kannt. Es gibt zwei mogliche Erkldrungen: 1) Das Biotin-
Disulfid kann das CTAB, das ldngs an den Gold-Nanostib-
chen gebunden ist, nicht verdridngen und bindet daher
bevorzugt an die {111}-Enden der Gold-Stibchen; nach
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Zugabe von SAv entstehen dann bevorzugt Bindungen
zwischen den Enden. 2) Biotin bindet zwar von allen Seiten
an die Stdbchen, Streptavidin kann aber aus sterischen
Griinden nicht an den Léngsseiten der Stdbchen koordinie-
ren.

Gleich welcher Mechanismus zutrifft, beweisen die erhal-
tenen Nanostrukturen (Abbildung 8B), dass die Stibchen
nicht beliebig angeordnet sind, sondern durch chemische
Bindungen organisiert wurden. Hieraus ergibt sich ein Ansatz
fir die Erzeugung von Aggregaten hoherer Ordnung aus
Nanomaterialien.

Als mogliche Vernetzungsagentien fiir Nanopartikel-
Streptavidin-Hybride konnten kiinftig auch katalytische Pro-
teine in Betracht gezogen werden. Zur Verbriickung der
Gold-Stiibchen kénnten andere Metalle wie Ag’ verwendet
werden, wobei kontinuierliche Drihte resultieren wiirden.

Zur Herstellung eines weiteren Typs Biotin-Streptavidin-
Nanopartikel wurde das native Protein Ferritin eingesetzt,
das aus einer hohlen Polypeptidschale (8 nm Innen- und
12nm AuBendurchmesser) und einem Eisenoxid-Kern
(5Fe,059H,0) von 5 nm Durchmesser besteht.! Der Ei-
senoxid-Kern lésst sich leicht reduktiv aus der Proteinhiille
herauslosen, und der leere Apoferritin-Kafig kann anschlie-
Bend in vitro mit anorganischen Oxiden, Sulfiden, Seleniden
(z.B. MnO, FeS, CdS, CdSe)!*1* oder auch komplexen
Verbindungen wie PreuBischblau remineralisiert werden.['"
Ein aktivierter Biotin-Succinimid-Ester 14 wurde kovalent
mit Aminogruppen von Lysin aus der Polypeptidschale des
Ferritins verbunden, sodass eine Biotin-funktionalisierte
Proteinhiille mit einem Eisenoxid-Kern erhalten wurde (Ab-
bildung 8 C). Die funktionalisierten Eisenoxid-Nanopartikel
wurden dann durch Zugabe von SAv vernetzt und aggre-
giert.*? Betrachtet man die Auswahl moglicher Nanopartikel
fir den Kern, ist dieses Ferritin-basierte Aggregat ein viel-
versprechendes Ausgangsmaterial fiir elektronische, magne-
toelektronische und optoelektronische Funktionseinheiten.

Auch  Antigen-Antikorper-Bindungen wurden zum
Aufbau von Nanopartikel-Aggregaten genutzt.F*!"8 In der
einfachsten Version wurden Anti-DNP-IgE-Antikorper
(DNP = Dinitrophenyl) auf 12 nm groBle Goldpartikel adsor-
biert. Die Vernetzung erfolgte durch Zugabe eines syntheti-
schen Antigens (Bis(N-2,4-dinitrophenyl)octamethylendi-
amin), das zwei durch einen Spacer getrennte DNP-Kopf-
gruppen enthilt.

In einem komplexeren Ansatz konnen auch zwei unter-
schiedliche Arten von Nanopartikeln aggregiert werden.
Hierzu werden Nanopartikel mit unterschiedlichen Biore-
zeptoren funktionalisiert (z.B. mit unterschiedlichen Anti-
korpern oder mit einem Antikorper und Streptavidin) und
mit einem Liganden vernetzt, der zwei unterschiedliche
Kopfgruppen enthélt und fiir beide Rezeptoren affine Bin-
destellen bereitstellt. In einem Experiment wurden Gold-
Nanopartikel funktionalisiert, und zwar eine Halfte mit Anti-
DNP-IgE, die andere mit SAv.”*""® Der Linker (15) enthielt
zur Vernetzung eine Biotin-Einheit, eine DNP-Gruppe und
dazwischen einen Spacer (Abbildung 7D). Da jeder Ligand
seinen jeweiligen Rezeptor erkennt (Biotin bindet an SAv,
DNP an Anti-DNP-IgE), entsteht ein Netzwerk aus beiden
Nanopartikeln.
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Basierend auf der Aggregation von Nanopartikeln durch
Antigen-Antikorper-Wechselwirkung in Losung wurden Im-
munassays mit optischer Detektion entwickelt, z.B. ein
lasergestiitztes Doppelstrahlsystem zur Absorptionsmes-
sung."™*3 Der Assay basiert auf der Aggregation von
Gold-Nanopartikeln, die mit Proteinantigenen beschichtet
waren, durch die zugehorigen Antikorper. Die Aggregation
der Gold-Nanopartikel fiihrt zu einer Anderung in der
Absorption (detektiert bei 635 nm). Die Nachweisgrenze fiir
die Detektion der Antikorper liegt bei 3 x 10~ 8m.

Ein schneller Inmunassay, mit dem sich der Analyt ohne
Probenvorbereitung in komplexen biologischen Medien be-
stimmen ldsst, basiert auf der Verwendung von Gold-Nano-
hiillen, beschichteten Metall-Nanopartikeln und einem Di-
elektrikum, dessen optische Resonanz eine Funktion der
relativen GroBe der Schichten ist."™*! Die Aggregation von
Antikorper-Nanohiille-Konjugaten mit einem Extinktions-
spektrum im nahen Infrarot wurde spektroskopisch in Ge-
genwart des Analyten verfolgt. Ein erfolgreicher Nachweis
von Immunglobulinen gelang in Kochsalzlosung, Serum und
sogar Vollblut.

Komplementidre Biokonjugate aus einem Antikorper-
Antigen-Paar wurden auf lumineszierenden CdTe-Nanopar-
tikeln (Quantenpunkten) unterschiedlicher Gré8e immobili-
siert, und die Energieiibertragung zwischen den Partikeln
wurde untersucht.®! Hierzu wurde das Antigen Rinderse-
rumalbumin (BSA) mit rot emittierenden CdTe-Nanoparti-
keln konjugiert, wihrend der zugehorige Anti-BSA-Antikor-
per, IgG, an griin emittierende CdTe-Nanopartikel gebunden
war. Nach Bildung des BSA-IgG-Immunkomplexes trat ein
resonanter Transfer von Fluoreszenzenergie (FRET) zwi-
schen den beiden Nanopartikel-Typen auf. Die Lumineszenz
der griin emittierenden Nanopartikel wurde geddmpft, wih-
rend die Emission der rot emittiecrenden Partikel zunahm.
Durch Behandlung des Komplexes mit unmarkiertem Anti-
gen wurde die Lumineszenz der griin emittierenden Quan-
tenpunkte wiederhergestellt. Das Aggregat aus Antigen-
Antikorper-CdTe-Nanopartikeln lésst sich daher als funktio-
nale Uberstruktur fiir den kompetitiven optischen Nachweis
von Antigenen oder Antikérpern verwenden.

Ein neuer Ansatz zur Vernetzung von Nanopartikeln
basiert auf der Verwendung von De-novo-Proteinen mit
spezifischer Affinitdt zur Oberfldche anorganischer Kristal-
le.”'? Diese Strukturen konnen direkt an unmodifizierte
Oberflachen von Halbleiter-Nanopartikeln binden und sie so
vernetzen. Ausgehend von einer kombinatorischen Biblio-
thek von 10’ statistisch zusammengesetzten Dodecapeptiden
wurden De-novo-Proteine mit spezifischen Bindungsaffinité-
ten zu Einkristall-Halbleitern, darunter GaAs(100),
GaAs(111), InP(100) und Si(100), entdeckt.”!

4.2. Nucleinséure-Nanopartikel-Hybride zur Steuerung der
Aggregatbildung

DNA-Molekiile sind wertvolle und vielseitige Linker fiir
die gesteuerte Aggregation von Nanopartikeln.*12%138 Dje
Ketten konnen mit einstellbarer Linge und Zusammenset-
zung erzeugt werden, und ihre Eigenschaften sind vorherseh-
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bar. Mit doppelstrangiger DNA als starrem Spacer kann man
den Abstand zwischen Nanopartikeln festlegen. Lange DNA-
Ketten fungieren als Matrizen und kénnen Nanopartikel mit
komplementdren DNA-Stringen in hoch geordneter Weise
und mit definierten Abstédnden fixieren.

Um eine DNA-vermittelte Verkniipfung von Nanoparti-
keln nachzuweisen, wurden zwei Proben von Gold-Nanopar-
tikeln (13 nm Durchmesser) mit zwei thiolderivatisierten,
nicht komplementdren DNA-Oligonucleotiden separat funk-
tionalisiert: Nanopartikel A mit 3'-SH-TACCGTTG-5" (16)
und Nanopartikel B mit 5-AGTCGTTT-3'-SH (17) (Abbil-
dung 9 A).[” Ein DNA-Linker 18 wurde konstruiert, der aus

2 g.w M:;’: . 18" l"hn.; 3 B 2
1,16 i "’r; '* g - =
2237 r | il
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Abbildung 9. A) Aggregation Oligonucleotid-funktionalisierter Gold-
Nanopartikel durch Zugabe eines DNA-Strangs 18 mit Abschnitten,
die zur DNA auf jedem Nanopartikel (16, 17) komplementir sind.

B) Kuivetten mit den Gold-Nanopartikeln und dem zugegebenen DNA-
Strang, der den Aggregationsprozess auslést. a) DNA-funktionalisierte
Nanopartikel bei 80°C in unhybridisiertem Zustand; b) nach Abkiihlen
auf Raumtemperatur kommt es zur Assoziation der Nanopartikel; das
Prazipitat hat sich noch nicht abgesetzt; c) Die aggregierten Nanopar-
tikel haben sich am Boden der Kiivette abgesetzt. C) Absorption der
DNA-gekoppelten Nanopartikel-Netzwerke als Funktion der Tempera-
tur. Die Anderungen spiegeln unterschiedliche Aggregationsgrade
wider und werden durch die Assoziation (niedrige Temperatur) und
Dissoziation (hohe Temperatur) der DNA ausgel6st. D) Ein ,Satelliten-
system*, das aus zwei unterschiedlich groen Nanopartikeltypen auf-
gebaut ist. E) TEM-Aufnahmen von Gold-Nanostibchen, die durch
DNA-Hybridisierung organisiert sind. (Teile A-C aus Lit. [69a], Teil D
aus Lit. [142], Teil E aus Lit. [144] mit Genehmigung der Royal Society
of Chemistry.)

einer zentralen ds-DNA und zwei flankierenden einzelstrian-
gigen Fragmenten besteht. Diese beiden einstridngigen Ab-
schnitte waren komplementir zu den Oligonucleotiden an
den Nanopartikeln A und B. Beim Mischen des Linkers mit
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den beiden Nanopartikeln wurden die Partikel zu Aggregaten
vernetzt. Diese sollten theoretisch eine gewisse RegelméBig-
keit aufweisen, da jedoch beide Partikelarten identische
Kerne enthalten, konnte dies nicht nachgewiesen werden.

Bei der Aggregation dnderte sich die Farbe der Losung
durch ein kollektives Phidnomen, das von dem Kkleinen
Abstand zwischen den Partikeln herriithrt. Einzelne Gold-
Nanopartikel sind aufgrund ihrer Plasmonenabsorption rot.
Durch die Aggregation kommt es zur Plasmonenkopplung
zwischen den Partikeln, die eine zusétzliche Absorptionsban-
de bei niedrigeren Energien verursacht (Abbildung 9B). Der
Assoziationsprozess ist temperaturabhingig: Die aggregier-
ten Gold-Nanopartikel dissoziieren bei Erhhung der Tem-
peratur reversibel (weil die Doppelstringe aufschmelzen)
und assoziieren bei Temperatursenkung, wenn die Strénge
wieder hybridisieren. Dies wird durch reversible Anderungen
im Spektrum sichtbar (Abbildung 9 C).

In einem Kontrollexperiment wurde das Partikelgemisch
mit einem nichtkomplementéiren Linker versetzt — es wurde
kein Farbumschlag sichtbar. Anderungen der optischen und
elektronischen Eigenschaften von Nanopartikeln bei ihrer
Aggregation ermoglichen es, den Assoziationsprozess zu
verfolgen. Daraus ergibt sich die Moglichkeit zur Entwick-
lung optischer Biosensoren.'*'*!l Ein Farbumschlag liegt
auch dem von Mirkin et al.™®! entwickelten Northwestern-
Spot-Test zugrunde — der einfachsten und wichtigsten Ana-
lysemethode fiir die Messung der Assoziation von Gold-
Nanopartikeln. Mit dieser extrem empfindlichen Methode
kann zwischen aggregierten und nichtaggregierten Gold-
Nanopartikeln in wéssriger Losung unterschieden werden,
wobei die Farbe bei Aggregation von Rot nach Blau um-
schliagt. Der Test wird so ausgefiihrt, dass ein Tropfchen einer
wassrigen Losung der Partikel auf einer Umkehrphasen-
Diinnschichtchromatographie-Platte verdampft wird. FEin
blauer Fleck zeigt Aggregation an, ein roter Fleck frei
dispergierte Partikel.

In einem komplexeren Experiment wurde eine Mischung
DNA-funktionalisierter Gold-Nanopartikel mit Durchmes-
sern von 40 nm (A) und 5 nm (B) mit einem DNA-Linker
vernetzt.*?l Auf der Oberfliche der groBeren Partikel (A)
lagerten sich viele kleine Partikel (B) an, sodass ein ,,AB,-
Satellitensystem* entstand (Abbildung 9D). Durch Vernet-
zung dieser Satelliten-Aggregate entsteht ein dreidimensio-
nales Netzwerk (AB,),,. Ein wichtiger Faktor fiir die opti-
schen Figenschaften des Netzwerkes ist die Lidnge der
vernetzenden DNA-Oligonucleotid-Briicken. Sie bestimmt
nicht nur die Abstinde zwischen den Partikeln, sondern auch
die Aggregationsgeschwindigkeit und damit die Zahl der
Partikel je Aggregat.'*! In einem #hnlichen Ansatz wurden
DNA-funktionalisierte CdSe/ZnS-Nanopartikel und Gold-
Nanopartikel mit einem komplementidren Linker zu einem
bindren Netzwerk verbunden.””! Durch Fluoreszenz- und
Absorptionsspektroskopie wurden kooperative optische und
elektronische Phdnomene bei dem resultierenden Material
nachgewiesen.

Aus DNA-funktionalisierten Gold-Nanostédbchen entste-
hen Mikrostdbchen aus vielen vernetzten Nano-Einheiten
(Abbildung 9E).'"*! Dieses Material hat ungewohnliche an-
isotrope Eigenschaften.
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Der Nachweis unterschiedlicher Aggregationszustdnde
mit Gold-Nanopartikeln als kolorimetrischen Reporterkom-
ponenten wird als Messprinzip in der DNA-Sensorik ge-
nutzt.'**! Die Empfindlichkeit und Selektivitit dieser
Methode kommt anderen, etablierten Methoden gleich, z.B.
solchen auf Fluoreszenzbasis. Die Methode der Nanopartikel-
Aggregation wurde auch zur Detektion von anderen Analy-
ten als der DNA eingesetzt, z. B. von Schwermetallionen,'*’!
Kaliumionen!"*! und Protein A."*

Kiirzlich berichtet wurde iiber die kontrollierte Aggrega-
tion von Nucleinsdure-funktionalisierten Gold-Nanoparti-
keln als Sonden fiir den Nachweis von Pb**-Ionen oder
Adenosin durch DNAzyme.'"*"! Bei der Untersuchung kata-
lytischer Desoxyribonucleinsduren (katalytische DNAs oder
DNAzyme) wurden spezifische DNAzyme, die Pb**, Cu®*
oder Zn** binden, durch kombinatorische In-vitro-Selektion
aufgespiirt.'* Besonders das DNAzym ,,8-17“ zeigte hohe
Aktivitiat und Spezifitit fiir Pb?"-Ionen.['*)

Die Nucleinsiuresequenz 17E bindet Pb** mit hoher
Affinitdt. Der entstehende Komplex katalysiert spezifisch die
Spaltung der komplementdren Nucleinsdure 17DS, die als
Basen Desoxyribonucleoside (sowie Adenosinribonucleosid
(rA)) an der Spaltstelle enthilt (Abbildung 10A,a).[147]
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Durch die Spaltung der doppelstriangigen Nucleinsdure wird
deren Schmelztemperatur erniedrigt, und die Einzelstrénge
lassen sich leicht voneinander trennen (Abbildung 10 A,b).
Das Substrat des DNAzyms (17DS) wurde mit Nucleinsiduren
verlidngert, die komplementér zu sekundiren Nucleinsédure-
markierten Gold-Nanopartikeln sind. Beim Mischen der drei
Komponenten (des DNAzyms 17E, des komplementiren
Nucleinsédure-Substrats 17DS und des Nucleinsdure-markier-
ten Gold-Nanopartikels) hybridisieren die entsprechenden
Nucleinsdureabschnitte und das System aggregiert unter
Clusterbildung (Abbildung 10 A,c). Das Aggregat zeigte die
charakteristische gekoppelte Plasmonenabsorption (Abbil-
dung 10B,a, Kurve 1). Die Zugabe von Pb** loste die
DNAzym-katalysierte Spaltung der komplementéren Nucle-
insdure 17DS aus, wobei die Gold-Nanopartikel-Aggregate
getrennt wurden und die lokalisierte Plasmonenabsorption
der nichtaggregierten Gold-Nanopartikel auftrat (Abbil-
dung 10B,a, Kurve 2). Mit diesem Test konnten Pb**-Ionen
im Konzentrationsbereich zwischen 0.1 und 4 um nachgewie-
sen werden (Abbildung 10B,c, gefiillte Quadrate). In einem
Kontrollexperiment wurde belegt, dass das DNAzym als
aktive Komponente beim Pb?*-Nachweis fungiert: Der Thy-
minrest an Position 10 der Sequenz wurde gegen Cytosin
ausgetauscht, sodass eine
Komplementaritdt in  der
Schleifenregion des DNAzyms
entstand (17Ec). Als Folge
sank die enzymatische Aktivi-
tit der Duplexstruktur in Ge-
genwart von Pb** (Abbil-
dung 10B,b, Kurven 1 und 2)
und damit auch die Empfind-
lichkeit des Systems (Abbil-
dung 10B,c, offene Kreise).
Um die Methode auf ein
breiteres Spektrum an Analy-
ten anwenden zu konnen,

[

@‘--'f." 1) -CACGAGTTGACA-3'

5 -TGTCAACTCGTGACTCACTATrAGGAAGAGATGTGTCAACTCGTG-3"

wurde ein kolorimetrischer
S Adenosin-Biosensor konstru-
iert, der auf der Aptazym-ge-
richteten  Assoziation von
Gold-Nanopartikeln be-
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Abbildung 10. A) DNAzyme zur Analyse von Metallionen: a) Sekundirstruktur des DNAzyms ,,8-17¢, beste-
hend aus einem Enzymstrang (17E) und einem Substratstrang (17DS). Die Spaltstelle ist mit einem Pfeil
markiert. Mit Ausnahme des Adenosin-Ribonucleosids (rA) an der Spaltstelle sind alle anderen Nucleoside
Desoxyribonucleoside. b) Spaltung von 17DS durch 17E in Gegenwart von Pb?*-lonen. c) DNAzym-gerichte-
te Assoziation von Oligonucleotid-funktionalisierten Gold-Nanopartikeln und ihre Anwendung zum Pb**-
Nachweis. B) UV/Vis-Absorptionsspektren des aktiven 17E-DNAzym-Nanopartikel-Sensors (a) und eines in-
aktiven 17Ec-DNAzyme-Nanopartikel-Sensors (b) in Abwesenheit von Pb?" (1) und in Gegenwart von 5 pum
Pb** (2). ) Kalibrierkurven fur die Pb**-Analyse, wenn als Enzymstrang nur der aktive 17E vorliegt (gefiillte
Quadrate) und bei einem Verhiltnis von 17E zu 17Ec von 1:20 (offene Kreise). (Mit Genehmigung aus

Lit. [147], Copyright American Chemical Society, 2003.)
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ruht.!'*™ Das Aptazym leitete
sich von dem DNAzym 8-17
mit einem Adenosin-Apta-
mer-Motiv  ab, das die
DNAzym-Aktivitdt durch al-
losterische Wechselwirkungen
modulierte, die von der Anwe-
senheit von Adenosin abhin-
gen. Ohne Adenosin war das
Aptazym inaktiv, und die Sub-
stratstrdnge vernetzten die
DNA-funktionalisierten,

13nm groBen Goldpartikel
(unter Blaufirbung). Mit Ade-
nosin wurde das Aptazym ak-
tiviert, der Substratstrang ge-
spalten und die Bildung der
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Nanopartikel-Aggregate unterbunden. Es zeigte sich die rote
Farbe der einzelnen Gold-Nanopartikel. Adenosin-Konzen-
trationen bis zu 1 mMm wurden halbquantitativ durch den
Farbumschlag von Blau nach Rot oder quantitativ durch das
Extinktionsverhiltnis bei 520 und 700 nm bestimmt. Unter
den gleichen Bedingungen blieb der Ansatz mit 5 mm Gua-
nosin, Cytidin oder Uridin ausschlieBlich blau, was die gute
Selektivitdat des Sensors bestitigt. Aptamere fiir zahlreiche
Klassen wichtiger Analyte wurden bereits selektiert und
konnen an das Aptazym-System durch rationales Design oder
weitere Selektion angepasst werden. Basierend auf diesem
Ansatz konnen kolorimetrische Sensoren fiir viele wichtige
Analyte entwickelt werden, wobei es keine Rolle spielt, ob
der Analyt direkt an der Spaltungsreaktion beteiligt ist oder
nicht.

Biokatalytische Umwandlungen funktionalisierter Oli-
gonucleotid-Aggregate wurden zur kontrollierten Assoziati-
on von Nanopartikeln und zur Stabilisierung der Partikelag-
gregate genutzt.!™) Gold-Nanopartikel (15 nm) wurden mit
einer thiolderivatisierten Einzelstrang-DNA (45 Basen, 19)
beladen (Abbildung 11 A). Die DNA wurde anschlieBend

A a) 19y
}_ E:.*DHI_ )_
20 A -
b) 2 ) Hybrldlmerurl? ( : )
g =

19: Au-S-5-AAAAACGAGTGCTAAGGATCCEAATTCACTGCAGATATCCATTCG-3'
20: 3-GCTCACGATTCCTAGGCTTA -rmncmcmm GGTAAGC-5'

Abbildung 11. A) Kontrollierte Assoziation von Gold-Nanopartikeln
durch biokatalytische Umwandlung von Oligonucleotiden: a) Gold-Na-
nopartikel, die mit ds-DNA modifiziert sind, werden mit dem Restrikti-
onsenzym EcoRI behandelt, das die DNA spaltet und kohasive Enden
hinterldsst (grau: Erkennungssequenz des Enzyms; Pfeile: Spaltstellen
des Enzyms auf jedem Strang). b) Zwei kohiasive Enden hybridisieren
und erzeugen eine schwache Assoziation der Partikel. c) Die DNA-
Stringe werden an der Hybridisierungsstelle kovalent durch DNA-
Ligase zu einem stabilen, 40 Basenpaare langen doppelstringigen
Linker zwischen den Partikeln verbunden. B) TEM-Analyse der DNA-
Nanopartikel-Komplexe vor (a) und nach der Behandlung mit EcoRI
(b) sowie nach der folgenden Ligase-Reaktion (c). (Mit Genehmigung
aus Lit. [150].)

durch Hybridisierung mit einer komplementdren Einzel-
strang-DNA 20 in die Doppelstrangform iiberfiihrt. Die
DNA-Sequenz war so gewihlt, dass die Doppelstrange auf
den Partikeln Erkennungsstellen fiir eine Reihe von Restrik-
tionsendonucleasen enthalten. Nach der Hybridisierung ent-
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hielt das System keinerlei Einzelstrang-DNA mehr, die weiter
mit komplementdren Linker-Strangen hitte hybridisieren
konnen. Um reaktive Stellen zu erzeugen, wurden die
Doppelstrange mit dem Restriktionsenzym EcoRI spezifisch
gespalten; zuriick blieb ein kohésives Ende, das wieder
hybridisieren konnte (Abbildung 11 A, Schritta). Nach
diesem ersten enzymatischen Schritt wurden die neu freige-
legten kohésiven Enden {iiber die nur vier komplementédren
Basenpaare relativ labil zu einem schwach assoziierten Par-
tikel-Aggregat hybridisiert (Abbildung 11 A, Schritt b). Der
Prozess wurde mit TEM untersucht (Abbildung 11B, Auf-
nahmen a und b). Die Bildung kleiner Aggregate lisst sich
deutlich von der statistischen Verteilung einzelner Partikel
vor der Enzymbehandlung unterscheiden. Um das System in
diesem Stadium zu stabilisieren, wurden die Strdnge an den
hybridisierten Enden in einem zweiten enzymatischen Schritt
durch die T4-DNA-Ligase kovalent verbunden (Abbil-
dung 11 A, Schrittc). Im TEM wurden deutlich groBere
Aggregate beobachtet, die aufgrund der viel stiarkeren Bin-
dung zwischen den Partikeln durch den neu gebildeten, 40
Basenpaare langen doppelstrangigen Linker entstanden (Ab-
bildung 11 B, Aufnahme c). In dieser Sequenz biokatalyti-
scher Reaktionen werden die statistisch verteilten DNA-
beschichteten Gold-Nanopartikel durch einfache, vorhersag-
bare Manipulationen mit DNA-prozessierenden Enzymen
zuerst in schwach assoziierte Strukturen und dann in ein
aggregiertes System iiberfiihrt.

Proteine wie bakterielle DNA-Methyltransferasen
(M.EcoRI und M.Hhal) oder Restriktionsendonucleasen
(R.EcoRI) konnen DNA binden und spezifische Konforma-
tionsédnderungen hervorrufen. M. EcoRI erkennt die Sequenz
GAATTC und methyliert das zweite Adenin, indem die DNA
um etwa 55-59° gebogen und das Zieladenin aus dem DNA-
Duplex herausgeklappt wird. Durch diesen Vorgang kann der
Abstand zwischen Nanopartikeln, die mit ds-DNA vernetzt
sind, gezielt verdndert werden. In einem Experiment wurde
ein 40mer-Duplex mit einer entsprechenden Zielsequenz
(GAATTC) als starrem Spacer zwischen zwei Gold-Nano-
partikeln (Durchmesser 1.4 nm) eingebaut, woraus sich ein
Abstand von 11-14nm ergibt (Abbildung 12A, Struk-
tur a).!>Y Bei Zugabe von M.EcoRI zu einer Losung des ds-
DNA-Gold-Nanopartikel-Hybrids kommt es zu einer Bin-
dung des Proteins und einer biokatalytischen Methylierung
der Adeninbase. Der Abstand zwischen den Gold-Nanopar-
tikeln nimmt drastisch auf 6-8nm ab (Abbildung 12 A,
Struktur b) und korreliert mit den erwarteten topologischen
Anderungen, die durch die Bindung von M.EcoRI an die
DNA ausgelost werden.

Lange DNA-Molekiile, die in der Lage sind, komplemen-
tire DNA-Fragmente in unterschiedlichen Doménen des
Strangs zu koordinieren, fungieren als Matrizen fiir den
spezifischen Aufbau von linearen Aggregaten."*3 Um eine
Vernetzung von Nanopartikeln in mikroskopischem Maf3stab
zu verhindern, wurden Gold-Nanopartikel mit einer einzel-
nen Maleimidgruppe (21) funktionalisiert und mit thiolderi-
vatisierten DNA-Oligonucleotiden (22) umgesetzt. Die mit
einer einzelnen DNA funktionalisierten Gold-Nanopartikel
(23), die auf diese Weise erhalten wurden, wurden mit den
komplementdren Doménen auf der DNA-Matrize hybridi-
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Abbildung 12. A) Enzymgesteuerter Abstand zwischen DNA-verbriick-
ten Gold-Nanopartikeln: a) ds-DNA-Gold-Nanopartikel-Hybrid mit der
Erkennungsstelle fiir M.EcoRI; b) das Hybrid mit einer 59°-Biegung
nach der Bindung des Enzyms M.EcoRI. B) Kontrollierter Aufbau von
Mehrteilchenkonjugaten durch Hybridisierung auf einem DNA-Tem-
plat. (Teil A mit Genehmigung aus Lit. [151], Copyright American Che-
mical Society, 2002.)

siert (Abbildung 12B). Durch individuelle Platzierung der
Nanopartikel an spezifischen komplementdren Doménen der
Matrize gelingt es, die Abstdnde zwischen den Nanopartikeln
zu steuern und unterschiedliche Typen von Nanopartikeln
(verschiedene GroBen, Materialien) kontrolliert auf der
Matrize zu positionieren. Auf diese Weise konnen unter-
schiedliche Eigenschaften der Nanopartikel-Aggregate ein-
gestellt werden. Beispielsweise konnen zwei DNA-funktio-
nalisierte Gold-Nanopartikel in drei unterschiedlichen Ori-
entierungen zueinander auf einer DNA-Matrize positioniert
werden: Kopf-Kopf (24), Kopf-Schwanz (25) und Schwanz-
Schwanz (26). Je nach Anordnung resultieren unterschiedli-
che Absténde zwischen den Nanopartikeln.

Kiirzlich berichtet wurde iiber die vernetzungsfreie Ag-
gregation von DNA-funktionalisierten Gold-Nanopartikeln,
induziert durch Hybridisierung einer Ziel-DNA.'*Y Die
Gold-Nanopartikel (15nm) wurden mit einzelstringiger
DNA modifiziert (ca. 200 DNA-Molekiile je Partikel). Wih-
rend die unbeschichteten Gold-Nanopartikel in 0.1m NaCl
sofort aggregierten, blieben die DNA-funktionalisierten Par-
tikel in Gegenwart von bis zu 2.5M NaCl unverédndert. In
diesem Falle stabilisierte die an der Partikeloberflache im-
mobilisierte DNA die Nanopartikel-Dispersion. Die Disper-
sion wurde nun mit einer dquivalenten Menge komplemen-
tarer DNA versetzt, die mit der immobilisierten DNA auf den
Nanopartikeln hybridisierte. Bei NaCl-Konzentrationen
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oberhalb von 0.5M kam es zum schnellen Farbumschlag
(<3 min) nach Purpur, der die Partikel-Aggregation anzeigte.

Der Mechanismus dieses Vorgangs ist gegenwirtig nicht
vollstédndig verstanden. Wahrscheinlich spielt der Konforma-
tionsiibergang der immobilisierten DNA eine entscheidende
Rolle. Die Bildung eines Duplex zwischen immobilisierter
Sonde und zugegebener DNA stabilisiert und versteift diese
Konformation. So werden moglicherweise zwei Arten absto-
Bender Wechselwirkungen zwischen den Nanopartikeln ver-
ringert: 1) Die elektrostatische AbstoBung kann durch den
Abschirmungseffekt verringert werden, wenn die dichte
Konformation die Bindung mit den Gegenionen verstirkt.
2) Die sterische AbstoBung nimmt ab, wenn die Versteifung
der DNA den Entropieeffekt reduziert. Wenn die AbstoSung
durch die Bildung von Doppelstrangen an der Oberfliche
deutlich reduziert wird, verbleibt die London-Van-der-Waals-
Anziehung zwischen den Nanopartikeln als die treibende
Kraft fiir die Aggregation. Die Anziehungskréfte wirken iiber
weite Entfernungen und verursachen die schnelle Aggrega-
tion.

Auch Peptid-Nucleinsduren (PNAs) — DNA-Analoga, in
denen das gesamte Zucker-Phosphat-Riickgrat durch ein
Polypeptid-Riickgrat ersetzt wurde — konnen die Aggregation
steuern.™ Gold-Nanopartikel (13+1.2nm) wurden mit
unterschiedlichen PNA-Primern verkniipft und zur selbstor-
ganisierten Aggregation durch Hybridisierung komplemen-
tdrer PNA-Sequenzen eingesetzt. PNA-Komplexe haben drei
besondere Vorteile fiir die Synthese von Nanomaterialien:
1) Sie sind stabiler als DNA-Duplexe, besonders bei kurzen
Sequenzen. 2) Sie sind empfindlicher fiir Fehlpaarungen.
3) Anders als ein Zucker-Phosphat-Riickgrat kann ein Poly-
peptid leicht modifiziert werden, z.B. durch Ersatz von
Glycin durch eine andere Aminosdure. Auf diese Weise
lassen sich die strukturellen und elektrostatischen FEigen-
schaften des Molekiils justieren, sodass die Dynamik der
Assoziation regulierbar wird.

Neben ihren Anwendungen bei der Nanofertigung
kommen PNA-Nanopartikel insbesondere fiir einen Einsatz
in der Nanosensorik infrage. Die hohe Empfindlichkeit der
PNA fiir Fehlpaarungen einzelner Basen konnte zu besser
diskriminierenden Sensoren fiir eine Zielsequenz vor einem
unspezifischen Hintergrund fiihren.

4.3. Kompositaggregate aus Nucleinséuren, Proteinen und
Nanopartikeln

Die Kombination der Syntheseverfahren fiir biomoleku-
lar funktionalisierte Nanopartikel (siche Abschnitte 2.1-2.3)
mit der Verwendung von Proteinen mit spezifischen Affini-
titen (z.B. Streptavidin, Antikorper), Oligonucleotiden und
Nanopartikeln als Bausteinen ermoglicht die Konstruktion
ausgefeilter Biomolekiil-Nanopartikel-Hybridcluster (Abbil-
dung 13 A).”" Zur Funktionalisierung von Gold-Nanoparti-
keln mit Antikorpern wurde ein mehrstufiges Verfahren
entwickelt.'™ 5'-Thiolmodifizierte Oligonucleotide (27)
wurden kovalent iiber den heterobifunktionalen Linker Sul-
fosuccinimidyl-4-(maleimidomethyl)cyclohexan-1-carbon-
sdure (28) an Streptavidin gebunden. Das entstehende Kon-
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Abbildung 13. A) Bildung eines Konjugats aus einem Gold-Nanoparti-
kel und dem IgG-Antikérper. B) Verwendung des Konjugats zum Auf-
spiiren von Antigenen.

jugat hat vier Bindestellen fiir Biotin-Liganden und eine
Nucleinsdure-Funktion. Die Streptavidin-Rezeptorstellen
wurden mit biotinylierten Antikorpern (29) gegen Maus-
IgG (aM-IgG) oder Kaninchen-IgG (aR-IgG) zu DNA-
markierten Antikorper-Konjugaten umgesetzt, die mit der
einen Seite an komplementdre DNA, mit der anderen Seite
an die zugehorigen Antigene binden. Diese Aggregate
wurden mit Gold-Nanopartikeln umgesetzt, die mit zur
DNA-Markierung komplementiren Oligonucleotiden (30)
funktionalisiert waren. Es wurden Gold-Nanopartikel erhal-
ten, die mit den Antikdrper-Molekiilen modifiziert waren.
Dieses Konjugat wurde als Marker in einem Immunassay der
zugehorigen Antigene verwendet, die an eine Oberfliche
adsorbiert waren. Die Verkniipfung der Gold-Nanopartikel
mit dem Antigen-Antikorper-Komplex wurde durch die
stromlose Abscheidung von Silber auf den Gold-Nanoparti-
keln weiter verstirkt (Abbildung 13 B).['*]

Eine Kombination aus Rezeptorproteinen und Oligonu-
cleotiden als Briickenelementen fiir die gerichtete Aggrega-
tion von Nanopartikeln ermoglicht die komplexe Strukturie-
rung von Aggregaten.!””) So entstand bei der Reaktion von
Streptavidin mit biotinylierter DNA ein Konjugat von SAv
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mit vier DNA-Einheiten.'""¥ Mit diesem Konjugat als Bau-
stein fiir die Aggregation von DNA-funktionalisierten Gold-
Nanopartikeln erhielt man ein Netzwerk, dessen Grundmotiv
sich von der Anordnung unterscheidet, die bei der direkten
Aggregation DNA-funktionalisierter Nanopartikel durch
komplementédre Oligonucleotide erhalten wurde.

Eine noch interessantere Form der Aggregation wird
beobachtet, wenn man Gold-Nanopartikel zunidchst mit SAv
zu Nanoclustern kombiniert und diese anschlieend auf einer
DNA-Matrize anordnet (Abbildung 14 A).l*® In diesem Ex-

Abbildung 14. A) Aufbau von Clustern aus vier Nanopartikeln und
deren Anordnung zu linearen Konjugaten entlang eines DNA-Templats.
B) Elektronendichtekarte des Kuherbsen-Mosaikvirus, markiert mit
Goldclustern von 1.4 nm. (Teil B mit Genehmigung aus Lit. [159].)

periment wurden 1.4 nm gro3e Gold-Nanopartikel, an denen
ein einzelner Aminosubstituent angebracht war, mit einer
Biotingruppe derivatisiert. Am Biotinrest wurden dann die
Nanocluster zu einer tetraedrischen Uberstruktur organisiert,
die durch die Geometrie der Biotin-Bindestellen des Strept-
avidins definiert war. Vor der Clusterbildung wurde SAv mit
einem einzelnen DNA-Molekiil derivatisiert. Die tetraedri-
schen Cluster aus vier Gold-Nanopartikeln (31) — jedes mit
einem einzigen DNA-Schwanz — wurden auf einer DNA-
Matrize angeordnet (32), wobei Positionen und Abstinde
durch die Sequenz der Matrize diktiert wurden. Dieser
Ansatz konnte die Erzeugung fast beliebiger Strukturen aus
Nanopartikeln jeder GroBe und jedes Materials moglich
machen.

Nanopartikel wurden auch fiir die ortsspezifische Mar-
kierung von komplexen biologischen Einheiten wie Viren
eingesetzt. So wurde das Kuherbsen-Mosaikvirus (cowpea
mosaic virus, CPMV), mit einer Hiille von 30 nm Durchmes-
ser, mit Gold-Nanopartikeln von 1.4 nm versehen (Abbil-
dung 14B).I*)

Zu einer kristallographischen Steuerung der anorgani-
schen Nanostrukturen wurden synthetische biomolekulare
Matrizen aus anionischer DNA und kationischen Lipidmem-
branen eingesetzt. Diese bilden eine multilamellare Struktur,
in der ein periodisches eindimensionales Geriist paralleler
DNA-Ketten zwischen geschichteten zweidimensionalen Li-
pidebenen fixiert ist."*! Positiv geladene Cd**-Ionen wurden
elektrostatisch in den Poren zwischen den DNA-Helices
koordiniert und dann mit H,S zu CdS umgesetzt. Das CdS
wurde in Form von Nanostidbchen kontrollierbarer Léange und
kristallographischer Orientierung erhalten. Die starken elek-
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trostatischen Wechselwirkungen richten das matrizengebun-
dene CdS in polaren Ebenen (002) parallel zu dem negativ
geladenen Zucker-Phosphat-DNA-Riickgrat aus und bewir-
ken damit, dass die anorganischen Nanostrukturen den
biomolekularen Matrizen aufgeprégt werden.

5. Biomolekiil-Nanopartikel-Hybride
auf Oberflichen

Die Immobilisierung von Biomolekiilen auf Umfor-
mungselementen wie Elektroden, piezoelektrischen Kristal-
len oder Feldeffekt-Transistoren ist fiir die Biosensorik und
fiir Forschungen an bioelektronischen Komponenten interes-
sant.'®1%] Es wurden bereits mehrere Methoden zur Ober-
flaichenfunktionalisierung von elektronischen Bauelementen
entwickelt. Es stehen Verfahren zur Verfiigung, um die
aktiven Zentren von Enzymen oder die Erkennungsprozesse
von Biomaterialien mit elektronischen Bauelementen zu
kombinieren, sodass die biologischen Ereignisse elektronisch
umgewandelt werden konnen. Biosensoren,'® Biobrenn-
stoffzellen"®”! und optobioelektronische Systeme!'®®! wurden
bereits konstruiert. In dhnlicher Weise ist das Anbringen von
Biomaterialien auf nichtleitenden Oberfldchen (z.B. Kunst-
stoffen, Gldsern) und speziell die Erzeugung definierter
Muster auf solchen Oberflichen mithilfe von Biomateriali-
en('%1%1 yon groBem Interesse fiir die Fertigung von Protein-
und DNA-Chips fiir Proteom- und Genomanalysen. Daneben
wurden Methoden zur Anordnung von 2D- und 3D-Nano-
partikelstrukturen auf Oberflichen entwickelt. Anwendun-
gen solcher Systeme zur Herstellung photoelektrochemischer
Zellen (z.B. Solarzellen), Leuchtdioden, elektrochromer Sys-
teme, Computerkomponenten und auch zur Organisation
nanometrischer Einelektron-Funktionseinheiten sind schon
diskutiert worden.”!

Die Integration von Biomolekiil-Nanopartikel-Hybriden
mit Oberflichen ebnet den Weg zu geordneten Architekturen
mit neuen Funktionalititen. Die besonderen photonischen
Eigenschaften von Nanopartikeln lassen sich moglicherweise
zur Entdeckung und Untersuchung biologischer Erkennungs-
prozesse auf Oberflichen nutzen. Die spektroskopischen
Eigenschaften molekularer Adsorbate auf der Oberfldche
von Nanopartikeln — Oberflichenplasmonenresonanz (SPR),
oberflichenverstirkte Raman-Streuung (SERS) und oberfla-
chenverstiarkte Fluoreszenz — konnen zur Analyse von Bio-
materialien auf Oberfldchen herangezogen werden. Auch die
speziellen elektronischen und katalyti-
schen Eigenschaften von Nanopartikeln

konnen zur Elektroneniibertragung von TiFg*"
oder zu Redoxzentren in Enzymen oder B‘DHh
zur Verstarkung chemischer Reaktivitit
von Biomaterialien genutzt werden.
Auch in einer anderen Hinsicht bieten ~ QCM-
Oberflache

oberflichengebundene Biomaterialien
einen einzigartigen Zugang zu Biomole-
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ren als Matrizen fiir die Immobilisierung von Nanopartikeln
und konnen durch enzymatische Katalyse manipuliert
werden. Nucleinsduren spezifischer Linge und Zusammen-
setzung sind durch Ligation, Spaltung oder Polymerisation
zuginglich. Somit lassen sich durch genetische Manipulation
von Biomaterialien, durch die Synthese von Nucleinsduren
und durch die biokatalytische Behandlung von Biomateria-
lien auf Oberflachen komplexe Strukturen aus Biomateriali-
en erzeugen. Durch Einbau und Integration von Nanoparti-
keln in die oberfldchenfixierten biologischen Matrizen sind
neue funktionale Materialien erhiltlich. Beispielsweise ent-
stehen durch die katalytische Abscheidung von Metallen auf
Nanopartikelkeimen Leiterbahnen in der Form der Bioma-
terialien. Biomolekiil-Nanopartikel-Hybride auf Oberflédchen
sind funktionale Schnittstellen, die fiir bioelektronische,
elektronische, optobioelektronische und photonische Anwen-
dungen wichtig werden koénnten.

Als treibende Kraft fiir die Assoziation funktionalisierter
Nanopartikel und Biomaterialien mit festen Phasen und
Grenzflachen (fliissig/flussig oder fliissig/gasformig) kommen
Ladungswechselwirkungen"’" oder spezifische Bioaffinitits-
bindungen®? infrage. In den nachfolgenden Abschnitten
erortern wir Methoden zur Organisation von Hybridsystemen
auf Oberflichen und diskutieren, wie solche Systeme fiir
sensorische und photoelektrochemische Anwendungen und
elektronische Schaltkreise eingesetzt werden konnen.

5.1. Organisation von geschichteten Nanopartikel-Protein-Arrays
auf Oberflichen

Vielschichtige tragerfixierte Systeme aus Proteinen und
Nanopartikeln,'! z.B. Schichten aus Cytochromc (Cytc)
und TiO,-Nanopartikeln,!”*?! wurden durch schichtweise Ab-
scheidung der biologischen und der anorganischen Kompo-
nente hergestellt. Die TiO,-Nanopartikelschichten!!”?!
wurden aus wassriger Losung durch Borsdure-katalysierte
Hydrolyse von Hexafluortitanat-Ionen abgeschieden (Abbil-
dung 15A) (liquid phase deposition, LPD).["””! Mit der LPD-
Technik lassen sich TiO,-Schichten ohne Verwendung orga-
nischer Losungsmittel herstellen, was von groler Bedeutung
fiir die nachfolgende Abscheidung des Biomaterials ist. Die
auf der Oberfldache aufgebrachten TiO,-Nanopartikel sind
negativ geladen. Bei der anschlieBenden Abscheidung des
positiv geladenen Proteins Cytc (isoelektrischer Punkt pl =
10.1) wirken elektrostatische Anziehungskrifte zwischen den

1.2
—h-- 084
0.4+
TiOy- Cy‘t C- Ayng
Schicht Schicht
zuséizliche Schichten durch 00 . X ! !
Wiaderholung der Schritts 0 1 2 a4

kiil-Nanopartikel-Hybriden. Geordnet an-
gebrachte Biomaterialien (Nucleinsduren,
Streptavidin-Biotin- oder Antigen-Anti-
korper-Komplexe) auf Oberflachen fungie-
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Abbildung 15. A) Methode zum Aufbau einer TiO,/Cytc-Mehrfachschicht auf einer QCM-Elektrode.
B) Optische Absorption von Aggregaten unterschiedlicher Dicke bei 409 nm; der Aufbau der Cytc-
Schichten lisst sich damit verfolgen. (Teil B mit Genehmigung aus Lit. [171].)
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TiO,-Nanopartikeln und dem Protein, sodass der Aufbau
mehrerer Schichten moglich wird. Die Ablagerung der
Schichten wurde mit einer Quarzkristall-Mikrowaage
(QCM) mikrogravimetrisch verfolgt; die Masse nahm mit
jeder Doppelschicht von TiO,/Cytc linear zu, was sich auch
durch Absorptionsspektroskopie bestéitigen lieB (Abbil-
dung 15B).

Die LPD-Methode konnte auf andere Protein-Metall-
oxid-Schichtsysteme iibertragen und zur Herstellung photo-
funktionaler Ubergitter aus Protein und anorganischem Ma-
terial eingesetzt werden. In einem weiteren Ansatz wurden
Komplexe aus Polyurethang,,,-Goldy,.-Nanopartikeln als
durchlissige Tréger mit groBer Oberfliche zur Immobilisie-
rung von Enzymen (z.B. Pepsin) verwendet; sie bieten den
Substratmolekiilen leichten Zugang zum aktiven Zentrum
der Enzyme in dem vielschichtigen Enzym-Aggregat.['”!

Proteinchips wurden quantitativ mit Rasterelektronenmi-
kroskopie untersucht.'” Als Modellsysteme wurden Biotin/
Streptavidin und Antikorper/Antigene untersucht. Die mit
dem Target beschichteten Gold-Nanopartikel, die spezifisch
mit den auf einem behandelten Glasplittchen aufgebrachten
Proteinen reagieren, wurden anhand der Riickstreuung von
Elektronen gezihlt. Damit war es moglich, die absolute Zahl
der Biomolekiile auf dem Chip zu bestimmen (statt nur der
relativen Anteile).

5.2. Nucleinséure-Nanopartikel-Architekturen auf Oberflichen

Wie in Abschnitt 4.2 bereits diskutiert wurde, kdnnen
Nucleinsduren als Matrizen fungieren und DNA-funktiona-
lisierte Nanopartikel iiber komplementédre Segmente binden.
Wenn DNA-Matrizen an der Oberfldche eines festen Tragers
fixiert sind, kann eine Anordnung von Nanopartikeln entste-
hen, deren Muster entweder von der Form der DNA-Matrize
selbst abhéingt oder von dem Muster, in dem die Matrize
immobilisiert wurde.

Eine natiirliche einstridngige langkettige Virus-DNA 33
(der M13mp18-Phagen mit 7249 Basen) wurde mit einem
biotinylierten kurzkettigen Oligonucleotid 34 hybridisiert,
das komplementér zu einem spezifischen Segment der Virus-
DNA war (Abbildung 16 A).' Dabei muss beachtet werden,
dass die virale DNA-Matrize 33 mehr als eine komplemen-
tire Doméne tragen und daher mehr als eine biotinylierte
DNA-Kette binden kann. Die hybridisierte DNA mit den
Biotin-Einheiten, 35, wurde dann mit Streptavidin-beschich-
teten Gold-Nanopartikeln 36 (5 nm) umgesetzt. Der negativ
geladene Komplex 37 aus Gold-Nanopartikeln und markier-
ter DNA-Matrize wurde auf der Oberfldche eines positiv
geladenen Mg”*-beschichteten Glimmer-Plittchens adsor-
biert und mit Rasterkraftmikroskopie (AFM) vermessen
(Abbildung 16 B). Auf den Bildern kann man deutlich die
gebundenen Gold-Nanopartikel erkennen, allerdings war die
Zahl der Gold-Nanopartikel pro DNA-Kette nicht genau
definiert. Dies deutet entweder auf eine unvollstdndige
Hybridisierung zwischen der DNA-Matrize und dem biotiny-
lierten Oligonucleotid hin oder auf eine unvollstindige
Assoziation der Streptavidin-funktionalisierten Gold-Parti-
kel mit den biotinylierten Doménen. Da verschiedene bio-
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Abbildung 16. A) Gesteuerte Assoziation eines SAv-beschichteten
Gold-Nanopartikels an ein ss-DNA-Templat mithilfe einer biotinylierten
ss-DNA, die mit der Ziel-DNA hybridisiert. B) AFM-Bild eines DNA-
Strangs mit Gold-Nanopartikeln, die aufgrund der Biotin-SAv-Wechsel-

wirkung spezifisch an das Templat binden. (Teil B mit Genehmigung
aus Lit. [175].)

tinylierte Nucleinsdure-Segmente mit der M13mpl18-DNA
hybridisieren konnen, lisst sich im Prinzip die gesamte virale
DNA mit Streptavidin-Goldpartikeln versehen. Mit einem
solchen Experiment wurde auch gezeigt, dass die Gold-
Nanopartikel-funktionalisierte virale DNA auf dem festen
Tréger gebildet wird.

Die elektrostatische Koordination von CdS-Nanoparti-
keln an DNA wurde als treibende Kraft fiir die Bildung eines
Halbleiter-Nanopartikel-DNA-Drahts auf einer Oberfliche
genutzt.'’") Negativ geladene ds-DNA-Molekiile ordneten
sich an der Wasser-Luft-Grenzfliche an, wenn das Wasser
kationische Detergentien enthielt (z. B. Dioleyltrimethylam-
moniumpropan (38)) (Abbildung 17). Die Molekiil-Lage an
der Grenzschicht wurde nach der Langmuir-Blodgett-Technik
komprimiert, um eine dichte Packung der DNA-Molekiile zu
erreichen. Positiv geladene CdS-Nanopartikel (3 nm), die mit
Thiocholin (39) versiegelt waren, wurden dann der wéssrigen
Phase zugegeben, worauf sie mit der DNA aggregierten.
Diese DNA-CdS-Aggregate wurden auf einen festen Triger
gebracht; die Bildung dicht gepackter CdS-Nanopartikel
entlang der DNA-Matrize lief3 sich elektronenmikroskopisch
nachweisen. Die so erzeugten Ketten bestehen aus halblei-
tenden Nanopartikeln mit einem Durchmesser von etwa 3 nm
und einem durchschnittlichen Abstand zwischen den Zentren
benachbarter Partikel von etwa 3.5 nm.

Andere Methoden zur Erzeugung von hybriden DNA-
Halbleiter- und DNA-Metall-Nanostrukturen auf Oberfla-
chen wurden beschrieben. Die ringformige doppelstrangige
Plasmid-DNA pUCLeu4 (3455 Basenpaare lang) wurde mit
Cd**-Tonen umgesetzt und durch Spin-Coating auf Polylysin-
beschichteten Glasplédttchen aufgebracht. Die komplexierten
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Abbildung 17. Elektrostatische Abscheidung von CdS-Nanopartikeln
auf einer DNA-Kette an der Luft-Wasser-Grenzfliche mit der Langmuir-
Blodgett-Technik.

Cd**-Ionen wurden mit S~ in CdS umgewandelt. Auf elek-
tronenmikroskopischen Bildern erkennt man, wie die Bil-
dung von CdS-Nanopartikeln der Ringform der DNA-Matri-
ze folgt.l””!

In einem anderen Beispiel wurden positiv geladene, mit
Lysin versiegelte Gold-Nanopartikel auf einer Oberfliche
abgeschieden, die mit einem dicken, negativ geladenen DNA-
Film iiberzogen war.'™!'" Die elektrostatische Wechselwir-
kung zwischen den positiven Ladungen der Gold-Nanoparti-
kel und den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA
fithrte zu einer Anordnung der Nanopartikel zu einer linea-
ren Uberstruktur. Die DNA-Stringe, die vor der Zugabe der
Lysin-beschichteten Gold-Nanopartikel in einer relativ star-
ren Struktur fixiert waren, wurden durch die Solvatation beim
Aufbringen der Nanopartikel-Losung auf der Oberfliche des
DNA-Films beweglich. Dies erleichterte ihre Reorganisation
zu sehr regelmiBigen linearen Nanopartikel-Uberstrukturen
wihrend der elektrostatischen Komplexierung.

Die Visualisierung oberflachenfixierter DNA mit AFM
und STM kann durch Zugabe von Gold-Nanopartikeln, die
mit komplementdrer DNA funktionalisiert sind, erheblich
verbessert werden. Zum einen werden gut sichtbare Gold-
Cluster eingefiihrt, die mit der auf der Oberfldche liegenden
DNA assoziiert sind, zum anderen kann die Orientierung der
langen DNA-Molekiile auf der Oberfliche so verdndert
werden, dass die DNA-Ketten hervorstehen, anstatt flach
aufzuliegen.'®! Beide Effekte erleichtern die Visualisierung
von DNA-Molekiilen an Oberfldchen.

Positiv geladene Metallionen konnen durch negativ gela-
dene DNA-Molekiile komplexiert und anschlieBend zum
Metall reduziert werden; auf diese Weise entsteht ein Me-
talldraht entlang der DNA-Matrize. Zum Beispiel erhilt man
durch Beladen einer DNA-Matrize mit Pd**-Ionen und
nachfolgende Reduktion nanoskalige Pd-Cluster auf der
DNA.®U Je nach Dauer des Reduktionsprozesses bilden
sich deutlich separierte Pd-Cluster oder ein quasikontinuier-
licher Pd-Draht mit einer kornigen Struktur.
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Um eine Strukturkontrolle iiber groBere Entfernungen zu
erlangen, wurde ein kontinuierliches Netzwerk mit DNA als
Linker untersucht (Abbildung 18A)."® Drei Arten von
Oligonucleotiden wurden verwendet: 1) Das 17 Basen lange

Abbildung 18. A) Zweidimensionale Assoziation von Gold-Nanoparti-
keln mithilfe von DNA: a) Ein Gold-Nanopartikel wird mit dem Oli-
gonucleotid 40 iiber eine Gold-Thiol-Briicke verkniipft; b) das Oligonu-
cleotid 40 wird mit dem Oligonucleotid 41, das eine komplementire
Basensequenz tragt, hybridisiert; c) die Komponenten werden in ein
DNA-Netzwerk, bestehend aus dem Oligonucleotid 42 eingebaut.

B) AFM-Bild des zweidimensionalen Gold-Nanopartikel-DNA-Netz-
werks. (Mit Genehmigung aus Lit. [182].)

Oligonucleotid 40 mit einer Thiolgruppe am 3'-Ende (5'-
GTAAAACGACGACGGCCAGT-SH-3'); 2) das 57 Basen
lange Oligonucleotid 41 mit einem zentralen Sequenzab-
schnitt, der zu 40 komplementir ist, und mit Flanken aus
alternierenden A- und T-Basen; 3)das 50 Basen lange
poly(dAdT)-Oligonucleotid 42, das eine Netzwerkstruktur
bildet und bei Kontakt mit 41 hybridisiert. Alle drei Oligo-
nucleotide wurden mit Gold-Nanopartikeln (5 nm) gemischt.
Das Netzwerk wurde auf einer Glimmer-Oberfldche adsor-
biert und mit AFM abgebildet (Abbildung 18 B). Die Bilder
dhneln einem Nanoschaltbild, es fehlt aber die Organisation
und der direkte Kontakt zwischen den Gold-Nanopartikeln.

Um echte mikroskalige Dréihte entlang von DNA-Matri-
zen zu erhalten, wurden durch elektrochemische Metallab-
scheidung hergestellte Mikrodrihte in einer porésen Alumi-
niumoxid-Membran an thiolmodifizierte DNA-Molekiile ge-
bunden und mit einer festen Phase, die mit komplementéren
DNA-Oligonucleotiden funktionalisiert war, umgesetzt.'*’]
Die Hybridisierung zwischen der oberflachenkoordinierten
DNA und der DNA, die an die Mikrodriahte gebunden war,
ergab doppelstringige DNA-Briicken, die die Mikrodrihte
an der Oberfliche fixierten. Bemerkenswert an diesem
Verfahren ist, dass die DNA-Molekiile als ,molekularer
Leim* genutzt werden, um anstelle individueller Nanoparti-
kel mikroskalige vorgefertigte Drihte auf der Tréageroberfla-
che zu fixieren. Damit ist ein entscheidender Fortschritt hin
zur Fertigung mikroskaliger Schaltkreise gelungen.

FEin anderer Ansatz fiir die direkte Positionierung von
Nanopartikeln auf festen Tragern mithilfe von DNA beruht
auf der Mikrostrukturierung einer Oberfliche mit DNA-
Molekiilen. Das Verfahren ermoglicht die spezifische Bin-
dung von Nanopartikeln, die mit komplementdrer DNA
funktionalisiert wurden, an definierten Doméinen des Mus-
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ters. Ein aminoderivatisiertes Oligonucleotid wurde auf einer
chemisch modifizierten Glasoberfliche nach einem festen
Muster mit einem Nanoliter-Dispenser aufgetragen und dann
kovalent fixiert."™ AnschlieBend wurden Gold-Nanopartikel
(34 nm), an denen komplementire Oligonucleotide ange-
bracht waren, auf das DNA-Muster aufgetragen, sodass das
Muster der Gold-Nanopartikel dem der DNA entsprach.
Eine noch prizisere Positionierung der Gold-Nanoparti-
kel wird durch die Dip-Pen-Nanolithographie erméglicht, die
zur exakten Anordnung der primidren DNA auf der Oberfli-
che verwendet wird."® Zwei Arten aminoderivatisierter
DNA-Oligonucleotide — TCTCAACTCGTAA,, (43) und
A )CGCATTCAGGAT (44) — wurden auf eine mit 1,16-
Mercaptohexadecansdure modifizierte Goldoberfliche auf-
gebracht und dort kovalent verkniipft (Abbildung 19 A). Die
Abscheidung wurde in zwei aufeinanderfolgenden Schritten

A Strukturierung
durch Dip-Pen- 43 44
Nanolithographie
_F
I

Abbildung 19. A) Herstellung eines definierten Musters aus Nanoparti-
keln mit Dip-Pen-Lithographie und DNA. B) AFM-Bild des aus grofien
und kleinen Nanopartikeln bestehenden Aggregats; der Maf3stab be-
tragt T um. (Teil B mit Genehmigung aus Lit. [185].)

ausgefiihrt, sodass ein Muster aus Punkten beider Oligonuc-
leotide erhalten wurde. Dieses primidre Muster wurde mit
einem Oligonucleotid 45 der Sequenz TA-
CGAGTTGAGAATCCTGAATGCG umgesetzt. Dieses
Oligonucleotid besteht aus zwei Dominen: eine ist komple-
mentir zu 43, die andere zu 44. Die so vorbereitete DNA-
funktionalisierte Oberfldche trdgt komplementire DNA-
Ketten fiir zwei Arten DNA-funktionalisierter Gold-Nano-
partikel: 43-Au (13 nm) und 44-Au (31 nm).

Das Muster auf der DNA-modifizierten Oberfléche lief3
sich mit AFM sichtbar machen. Die 43-Au-Nanopartikel
banden spezifisch an das Hybrid 4445, die 44-Au-Nanopar-
tikel hingegen an 43-45, sodass auf dem festen Triger ein
periodisches Muster entstand (Abbildung 19B). Mit einem
dhnlichen Verfahren wurde eine Oberfldche durch direkte
Dip-Pen-Nanolithographie mit einem regelméfigen Muster
von funktionalisierten Gold-Nanopartikeln versehen, in
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diesem Falle basierend auf einer spezifischen Antigen-Anti-
korper-Erkennung. '

Die Komplementariit der DNA kann auch genutzt
werden, um vielschichtige Nanopartikel-Systeme auf festen
Trigern aufzubringen.™ Hierzu wurde eine Glasoberfliche
mit einer Monolage des Oligonucleotids 46 beschichtet und
dann mit dem Oligonucleotid 47 hybridisiert, das aus zwei
Dominen besteht (eine komplementir zu 46, die andere
komplementir zu einem anderen Oligonucleotid, 48). Mit 48
funktionalisierte Gold-Nanopartikel (13 nm) wurden zuge-
geben, sodass eine Monolage doppelstrangiger DNA (ds-47/
48) mit angebundenen Gold-Nanopartikeln erhalten wurde
(Abbildung 20 A). Nach der Reaktion der mit 48 funktiona-

A i 48
A A
L’u 4’;

@ = Au- oder CAS-NP
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T
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Abbildung 20. A) DNA als Linker zum Aufbau mehrschichtiger Nano-
partikel-Aggregate auf Oberflichen. B, C) Absorptions- und Fluores-
zenzspektren der mehrschichtigen CdS-Nanopartikel-Aggregate;

a—d) 1-4 Schichten. (Teile B und C mit Genehmigung aus Lit. [188].)

lisierten Gold-Nanopartikel mit der oberflachengebundenen
DNA 47 bleiben viele DNA-Ketten 48 nichtumgesetzt. Diese
konnen in einem Folgeschritt mit freien komplementédren
Oligonucleotid-Doménen 47 weiter umgesetzt werden,
woraus wiederum Bindestellen fiir 46 entstehen. So konnte
ein zweiter Typ von Gold-Nanopartikeln, nun funktionalisiert
mit 46, mit der ersten Schicht verkniipft werden. Die wieder-
holte schrittweise Abscheidung von Gold-Nanopartikeln, die
abwechselnd mit 46 und 48 modifiziert sind, fiihrt letztlich zu
einer vielschichtigen Aggregation von Gold-Nanopartikeln.
Jede hybridisierte Gold-Nanopartikel-Schicht vertieft die
rote Farbe auf dem Substrat. Auch ein schichtweises Auftra-
gen unterschiedlicher Nanopartikel (hinsichtlich Grofie und
chemischer Zusammensetzung, z.B. Ag, CdS, CdSe) ist
moglich (Abbildung 20 A).
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Ein &dhnlicher Ansatz wurde gewdhlt, um eine mehr-
schichtige Struktur von CdS-Nanopartikeln (2.6 nm) auf
einem Glastriger zu erzeugen.'™! Absorption und Fluores-
zenz der Nanopartikel-Struktur nahmen mit der Zahl der
aufgebrachten Schichten zu (Abbildung 20B, C). Gold-Nano-
partikel, die mit mehreren thiolmodifizierten Oligonucleoti-
den beladen waren, konnten so komplementéire Sequenzen
fiir mehr als eine DNA-Kette bereithalten.'"™! Solche vielfach
derivatisierten Gold-Nanopartikel wurden verwendet, um
DNA-Arrays mit Oligonucleotid-Bibliotheken zu analysie-
ren.[l8ga]

Gold-Nanopartikel, die zwei unterschiedliche Oligonuc-
leotide tragen, wurden als Bausteine mit zwei unabhéngig
ansprechbaren DNA-Sequenzen genutzt. Uber eine der Se-
quenzen wurde das Gold-Nanopartikel am Triger fixiert,
wihrend iiber die andere Sequenz laterale Verbindungen
zwischen den benachbarten immobilisierten Nanopartikeln
aufgebaut wurden.'™ Mit AFM konnte die Vernetzung
zwischen den Partikeln nachgewiesen werden, die eine ver-
besserte Bedeckung der Oberfldche mit dem einschichtigen
DNA/Gold-Nanopartikel-Aggregat bewirkte. Die Methoden
zur Organisation von Nanopartikel-Schichten auf Oberfli-
chen konnen wahrscheinlich auch auf andere Nanopartikel
iibertragen werden und spielen daher eine wichtige Rolle
beim Design aktiver elektronischer, photonischer und pho-
toelektrochemischer Sensoren (siche Abschnitte 6.2 und 6.3).

6. Oberflichengebundene Biomolekiil-Nanopartikel-
Hybride in der Sensorik

Die besonderen Eigenschaften von Nanopartikeln
machen Konjugate aus Biomolekiilen und Nanopartikeln zu
interessanten Materialien fiir die Sensorik. Optische und
elektronische Sensoren auf der Basis oberfldchenfixierter
Biomaterialien sind gidngige Funktionseinheiten in der ana-
lytischen Biochemie. Daher ist mit der Immobilisierung von
Biomolekiil-Nanopartikel-Konjugaten auf Trégern ein allge-
meiner Weg zur Entwicklung optischer oder elektronischer
Biosensoren vorgezeichnet. Metall-Nanopartikel wie Gold-
oder Silber-Nanopartikel haben Plasmonenabsorptionsban-
den im sichtbaren Spektrum, die von der Grof3e der entspre-
chenden Partikel abhédngen. Zahlreiche Arbeiten berichten
iiber die Markierung von Bioassays und die Anfirbung von
biologischen Geweben mit Metallpartikeln zur Visualisierung
biologischer Prozesse.'”” Die spektralen Verschiebungen, die
von benachbarten oder aggregierten Metall-Nanopartikeln
herriihren, finden zunehmend Interesse bei der Entwicklung
optischer Biosensoren aus Biomolekiil-Nanopartikel-Hybri-
den [139-1411

Verwendet man z. B. zwei Arten Nucleinsdure-funktiona-
lisierter Nanopartikel, die komplementér zu zwei Segmenten
des DNA-Analyten sind, werden durch die Hybridisierung
der Nanopartikel mit dem DNA-Analyten Aggregate gebil-
det, die sich anhand der rotverschobenen Plasmonenabsorp-
tion des Nanopartikel-Aggregates nachweisen lassen.” Ein
anderer Ansatz fiir die optische Detektion von biologischen
Erkennungsprozessen beruht auf der Verwendung von
Metall-Nanopartikeln als lokalen Fluoreszenzquenchern.
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Trigt eine Markierungs-DNA an ihren Enden beispielsweise
ein Gold-Nanopartikel und einen Farbstoff, wird die Fluo-
reszenz des Farbstoffs unterdriickt. Offnet man nun die DNA-
Struktur durch Hybridisierung mit einem DNA-Analyten,
wird die Fluoreszenz des Farbstoffs wegen der rdumlichen
Trennung von Nanopartikel und Farbstoff wiederherge-
stellt.'%) In shnlicher Weise zeigen auch Halbleiter-Nanopar-
tikel groBenabhéngige, regulierbare Fluoreszenz.

Die hohe Fluoreszenz-Quantenausbeute der Halbleiter-
Nanopartikel, ihre Lichtbestdndigkeit und die regulierbaren
Fluoreszenzbanden gaben Anlass fiir intensive Forschungen
mit dem Ziel, solche Halbleiter-Nanopartikel als Fluores-
zenzmarker fiir biologische Erkennungsprozesse nutzbar zu
machen.[™ Der vielfache Gebrauch von Metall- und Halb-
leiter-Nanopartikeln fiir Biosensoren ldsst erwarten, dass die
besonderen katalytischen und photoelektrochemischen Ei-
genschaften der Nanopartikel auch fiir die Entwicklung
elektronischer Biosensoren geeignet sind.'™!! So koénnten
durch katalytische stromlose Abscheidung von Metallen auf
hybriden Nanopartikel-Markern leitende Doméinen und
Oberflachen hergestellt werden, wobei die Leitfahigkeit des
Systems zur Wandlung des biologischen Signals dient.['!
Funktionalisierte Nanopartikel werden hiufig in der bioelek-
troanalytischen Chemie eingesetzt.'”? Auch das lokalisierte
Plasmon von Metall-Nanopartikeln als Marker fiir Biokon-
jugate konnte mit dem Oberflichenplasmon eines Goldtra-
gers wechselwirken'”! und so die biologischen Erkennungs-
prozesse an der Oberfldche verstdrken.

Weiterhin kénnen Ladungen, die durch biologische Trans-
formationen entstehen, Storungen der Oberfldchen-Plasmo-
nenresonanzspektren (SPR) verursachen. Solche Effekte
lassen sich vielleicht zur Entwicklung neuer Methoden fiir
die Wandlung von Signalen aus Biotransformationen an
Grenzflichen nutzen. Die folgenden Abschnitte fassen
neuere Fortschritte bei der Anwendung von Biomolekiil-
Nanopartikel-Konjugaten als aktiven Komponenten in bio-
elektronischen Systemen und Biosensoren zusammen.

6.1. Bioelektronische Sensoren mit Nanopartikel-Enzym-
Hybriden

Die Herstellung elektrischer Kontakte zwischen Redox-
Enzymen und Elektroden ist ein Schliisselschritt bei der
Entwicklung von Enzym-Elektroden fiir bioelektronische
Anwendungen wie Biosensoren!'®*1%1% ynd Biobrennstoff-
zellen.'"”) Redoxenzyme gehen normalerweise keine direkte
elektrische Wechselwirkung mit Elektroden ein,!'®! sodass
mehrere Techniken zur Herstellung einer elektronischen
Kommunikation entwickelt wurden, z.B. durch diffusive
Elektronenmediatoren,'” durch Anbringen von Redox-
Relays am Protein™ und durch Immobilisierung der
Enzyme in redoxaktiven Polymeren.!**!"”

Der elektrische Kontakt zwischen Enzym und Elektrode
bleibt allerdings sehr ineffizient, wenn die Enzyme durch die
Redox-Einheiten nicht optimal modifiziert wurden!'**"! oder
die Enzyme nicht passend auf den Elektroden angeordnet
sind. Fine sehr effiziente elektrische Verbindung zwischen
Redox-Proteinen und Elektroden wurde erhalten, wenn die
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Apo-Enzyme auf Monoschichten der leitenden, mit den
Elektroden assoziierten Cofaktoren rekonstituiert
wurden.l”*2% So wurde Apo-Glucoseoxidase auf einer
Transfer-FAD-Schicht rekonstituiert!”*'*! und Apo-
Glucosedehydrogenase wurde auf einen mit Pyrrolochi-
nolinchinon (PQQ) modifizierten Polyanilinfilm aufge-
bracht, der mit der Elektrode verbunden war.'"”*® Man
beobachtete eine effektive elektrische Kommunikation
zwischen den Redoxzentren der Biokatalysatoren und

Ll
u
/%
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Glucose

den Elektroden und entsprechend eine hohe Elektro-
nentransfergeschwindigkeit von den Redoxzentren zur
Elektrode. Dieses effektive elektrische Zusammenspiel
zwischen Redoxenzymen und Elektrode wurde auf die
Anordnung der Proteine auf den Elektroden und auf die
optimale Position der zwischen die Redoxzentren und die
Elektrode eingeschalteten Elektronentransfereinheiten
zuriickgefiihrt.

Einige biokatalytische Elektroden wurden fiir An-
wendungen in der Biosensorik durch gemeinsame Ab-
scheidung von Redoxenzymen/Proteinen und Gold-Na-
nopartikeln auf dem Elektrodentriger hergestellt.’:2%]
So wurde die direkte Elektroneniibertragung zwischen
Héamoglobin und einer Glaskohlenstoffelektrode durch
lipidgeschiitzte Gold-Nanopartikel vermittelt.?”? Die
biokatalytischen Elektroden funktionierten zwar ohne

Elektronentransfer-Mediatoren, aber die statistische,
nicht optimierte Positionierung der Redoxproteine auf
den leitenden Nanopartikeln lie keinen effizienten
Elektronenfluss zwischen den aktiven Zentren der
Enzyme und dem Elektrodentriger zu. Ein effizienter
elektrischer Kontakt mit dem Redoxenzym Glucose-
oxidase (GOx) tiiber ein einzelnes Gold-Nanopartikel
wurde erhalten, wenn das Apo-Flavoenzym (Apo-Glu-
coseoxidase, Apo-GOx) auf einem 1.4 nm groBen Auss-
Nanopartikel, das mit N°-(2-Aminoethyl)flavinadenin-
dinucleotid (49; Aminoderivat des FAD-Cofaktors)
funktionalisiert war, rekonstituiert wurde. Das Konjugat
wurde auf einer thiolmodifizierten Monoschicht mit
unterschiedlichen Dithiolen 50-52 als Linkern fixiert
(Abbildung 21 A).! Alternativ kann auch das FAD-
funktionalisierte Gold-Nanopartikel auf eine thiolmodi-
fizierte Monoschicht aufgebracht werden, die mit einer
Elektrode verbunden ist. AnschlieBend wird Apo-GOx
auf den funktionalen Nanopartikeln rekonstituiert (Ab-
bildung 21 B).

Die Enzymelektroden, die auf diesen beiden Wegen
hergestellt wurden, zeigten eine &hnliche Oberfldachen-
bedeckung durch Protein von etwa 10~ molcm ™2 Die
Schicht aus Nanopartikeln und rekonstituierter Gluco-
seoxidase hatte ohne zusédtzliche Mediatoren einen elek-
trischen Kontakt zur Elektrode, und das Enzymaggregat
stimulierte die bioelektrokatalytische Oxidation von Glucose
(Abbildung 21 C). Die resultierenden Elektroden aus Nano-
partikeln und rekonstituiertem Enzym zeigten eine beispiel-
los effiziente elektrische Kommunikation zwischen Katalysa-
tor und Elektrode (Elektroneniibertragungsgeschwindigkeit
ca. 5000s7"). Diese elektrische Kontaktierung macht die
Enzymelektrode unempfindlich gegen Sauerstoff oder andere
oxidierbare Verbindungen wie Ascorbinsidure. Geschwindig-
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Abbildung 21. Elektrische ,Verdrahtung“ von Glucoseoxidase (GOx) durch
Rekonstitution des Apoenzyms mit einem Gold-Nanopartikel, das mit einer
einzelnen FAD-Cofaktor-Gruppe funktionalisiert war. A) Rekonstitutionspro-
zess in Lésung mit anschlieBender Adsorption des Komplexes an einer di-
thiolmodifizierten Goldelektrode. B) Adsorption eines Gold-FAD-Konjugats
an einer dithiolmodifizierten Goldelektrode und anschlieflende Rekonstituti-
on von Apo-GOx an der Grenzfliche. C) Kalibrierkurve des elektrokatalyti-
schen Stroms, der durch die rekonstituierte GOx-Elektrode in Gegenwart un-
terschiedlicher Glucosekonzentrationen erzeugt wird.

keitsbestimmend fiir die Elektroneniibertragung vom aktiven
Zentrum des Enzyms durch das Gold-Nanopartikel ist der
molekulare Dithiol-Linker, der das Partikel an die Elektrode
bindet. Das konjugierte Phenyldithiol 52 erwies sich als der
effizienteste Elektroneniibertrdger unter den Linkern 50-52.
Molekulare Dréhte wie Oligophenylacetylen-Einheiten
konnten den elektrischen Kontakt noch effizienter machen.

Im oben beschriebenen System wird das Metall-Nanopar-
tikel als Nanoelektrode eingesetzt, die das Redoxzentrum des
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Enzyms elektronisch mit der makroskopischen Elektrode
verbindet. Es lassen sich aber auch hybride Enzym-Nanopar-
tikel-Systeme konstruieren, in denen das Produkt, das durch
den biokatalytischen Prozess gebildet wurde, die Funktionen
des Nanopartikels aktiviert. Dies wurde jlingst an einer
hybriden Monoschicht aus Acetylcholinesterase (AChE) und
CdS-Nanopartikeln auf einer Goldelektrode gezeigt.?* Das
CdS-AChE-Hybrid auf der Goldelektrode wurde hergestellt,
indem zuerst Cystamin-funktionalisiertes CdS an die Elek-
troden adsorbiert und anschlieend das Enzym AChHE iiber
eine sekundire kovalente Bindung an die Partikel gekuppelt
wurde (Abbildung 22 A). Das Enzym katalysiert die Hydro-
lyse von Acetylthiocholin (53) zu Thiocholin (54) und Acetat.
Die Photoanregung des CdS-Halbleiters erzeugt ein Elek-
tron-Loch-Paar im Leitungs- bzw. Valenzband. Das vom
Enzym gebildete Thiocholin 54 wirkt als Elektronendonor fiir
Locher im Valenzband. Das Auffiillen der Valenzbandlocher
fithrt dazu, dass Elektronen im Leitungsband angesammelt
und zur Elektrode abgeleitet werden. Hierdurch entsteht ein
Photostrom (Abbildung 22B,C). Die Zugabe von Enzym-
inhibitoren = wie  1,5-Bis(4-allyldimethylammoniumphe-
nyl)pentan-3-ondibromid (55) blockiert die biokatalytische
Funktion des Enzyms und verhindert die Erzeugung des
Photostroms (Abbildung 22D). Auf diese Weise bietet das
CdS-AChE-Hybrid eine funktionelle Schnittstelle zum Nach-
weis von AChE-Inhibitoren (z.B. in chemischen Kampfstof-
fen) durch Messung eines Photostroms.

Uber ein #hnliches System, das aus photoaktivierbaren
CdS-Nanopartikeln und coimmobilisierter Formaldehyd-De-
hydrogenase besteht und Formaldehyd als Elektronendonor
benotigt, wurde berichtet.?”! Bei diesem Hybrid werden die
Elektronen direkt vom aktiven Zentrum des Enzyms zu den
photogenerierten Elektronenlochern in CdS iibertragen. Der
Photostrom im Flief3gleichgewicht hédngt direkt von der
Substratkonzentration ab.

6.2. Bioelektrische Sensorsysteme auf Nanopattikel-Basis zum
Nachweis von Erkennungsereignissen

Die ungewdhnlichen optischen,”™!  photophysikali-
schen,” elektronischen®®” und katalytischen™ Eigen-
schaften von Metall- und Halbleiter-Nanopartikeln machen
diese zu idealen Sonden fiir Erkennungs- und Biosensorpro-
zesse. So wird das einzigartige Plasmonenabsorptionsverhal-
ten von Gold-Nanopartikeln und speziell die gekoppelte
Plasmonenabsorption konjugierter Partikel vielfach fiir die
Analyse von DNAP*! und Antikérper-Antigen-Wechselwir-
kungen®! genutzt. In dhnlicher Weise fungiert das regulier-
bare Fluoreszenzverhalten der Halbleiter-Nanopartikel zum
photonischen Nachweis von biologischen Erkennungsvorgén-
gen.”'*™ Auch elektrochemische Methoden kommen zum
Einsatz, um biomolekular gebundene Nanopartikel-Marker
zu verfolgen. Beispielsweise wird die differentielle Pulsvolt-
ammetrie (ca. 1.2 V), die die Oxidation von Gold-Nanopar-
tikel-Markern misst, die an eine Ziel-DNA gebunden sind,
zur elektrochemischen DNA-Analyse genutzt.*!!]

An Biomaterialien gekuppelte Metall- und Halbleiter-
Nanopartikel ergeben solubilisierte Einheiten, dennoch ent-
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Abbildung 22. A) Aufbau des CdS-Nanopartikel-AChE-Hybrids fiir den pho-

toelektrochemischen Nachweis der Enzymaktivitat. B) Photostrom-Akti-

onsspektren, gemessen in Gegenwart von Acetylthiocholin (53): a) 0 mwm,

b) 6 mm, c) 10 mm, d) 12 mm, e) 16 mm, f) 30 mm. C) Kalibrierkurve fiir
den Photostrom bei A =380 nm bei unterschiedlichen Konzentrationen

von 53. D) Photostrom-Spektren des CdS-AChE-Hybrids in Gegenwart von

10 mm 53: a) ohne Inhibitor, b) nach Zugabe von 1x107°m Inhibitor 55,
c) nach Abspiilen des Systems, Entfernen des Inhibitors und Zusatz von
53 (10 mm).

halten sogar nanoskalige partikuldre Clustersysteme viele
Atome oder Molekiile im Cluster. Die Loslichkeit der
Biomolekiil-Nanopartikel-Strukturen ermoglicht Wasch-
schritte auf Oberfldchen, die eine sensorische Grenzfldche
aufweisen, wodurch sich unspezifische Adsorptionsprozesse
vermeiden lassen. Andererseits ermoglicht die spezifische
Bindung von Biomolekiil-Nanopartikeln auf Sensor-Oberfla-
chen die nachgelagerte Ablosung der gebundenen Nanopar-
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tikel; dadurch kann die Detektion des jeweiligen Analyten
durch die Freisetzung vieler Ionen oder Molekiile als Folge
eines einzelnen Erkennungsvorgangs verstdrkt werden.

Die meisten der eingesetzten Nachweisschemata stiitzen
sich auf eine hochempfindliche elektrochemische Stripping-
Technik mit nachfolgender Messung des Indikatormetalls.
Die Stripping-Voltammetrie ist eine vielseitige elektroanaly-
tische Technik zur Detektion von Spurenmetallen.?"?! Die
aullergewohnliche Empfindlichkeit kommt durch den ,ein-
gebauten“ Vorkonzentrationsschritt zustande, in dem die
Metalle auf der Arbeitselektrode gesammelt werden. Die
Nachweisgrenzen sind um drei bis vier GréSenordnungen
tiefer als bei den Pulsvoltammetrie-Techniken, die frither zur
Detektion der DNA-Hybridisierung eingesetzt wurden. Die
Cluster konnen mit zusitzlichen Markern beladen werden,
darunter mit redoxaktiven Resten. So wurden Siliciumdioxid-
Nanopartikel, die mit Tris(2,2-bipyridyl)cobalt(@m)®* oder
Ferrocen-funktionalisierten Gold-Nanopartikeln beladen
waren,”'¥ zur Markierung von DNA und zum elektrochemi-
schen DNA-Nachweis auf der Basis der redoxaktiven Kom-
plexe eingesetzt.

Vielseitige elektrochemische DNA-Hybridisierungstests
mit Nanopartikeln wurden mit Au, Ag, Cu oder In als
Metalltracer entwickelt.?*>*") Der Vorgang beruht auf dem
Anbinden der Gold-,2">2' Sjlber-2'1 oder Cuy,-Alye-
Nanopartikel®® oder der Indium-Nanodrihte?®! am Hybri-
disierungs-Target, gefolgt von einer anodischen elektroche-
mischen Stripping-Messung des Metall-Tracers. Die Immobi-
lisierung von Sonde oder Target erfolgte direkt auf Kohlen-
stoff- oder Indium-Zinnoxid(ITO)-Elektroden.”*?!1" Auch
uber eine Kupplung iiber Streptavidin-beschichtete Magnet-
kiigelchen®? oder die Adsorption an die Winde von Poly-
styrol-Mikrotiterplatten®®'® wurde berichtet. Die DNA-funk-
tionalisierten Kiigelchen wurden auf der Elektrodenoberfli-
che gesammelt, wodurch der elektrochemische Nachweis
pikomolarer Mengen des DNA-Analyten gelang.

Die 406 Basen lange Sequenz des menschlichen Cytome-
galievirus (HCMV-DNA) wurde mit einem Nachweissystem
auf der Basis von Gold-Nanopartikeln elektrochemisch quan-
tifiziert.”!®! Die HCMV-DNA wurde in einer Mikrotiterplatte
immobilisiert und mit einem Gold-Nanopartikel mit einem
Oligonucleotid komplementédrer Sequenz hybridisiert. Der
gesamte Komplex wurde mit HBr/Br, behandelt, wodurch die
Goldpartikel durch Oxidation aufgelést wurden. Die Au**-
Tonen wurden elektrochemisch reduziert, sammelten sich auf
der Elektrode und wurden durch anodische Stripping-Volt-
ammetrie mit einer Sandwich-Elektrode (SPMBE) detek-
tiert. Die Kombination aus der empfindlichen Detektion der
Au’*-Ionen an der SPMBE (durch den nichtlinearen Mas-
sentransport der Ionen) und der Freisetzung einer grofen
Zahl von Au**-Ionen beim Auflésen der Partikel infolge eines
einzelnen Erkennungsprozesses fithrt zu einem auflerge-
wohnlichen Verstiarkungsfaktor, der den Nachweis der
HCMV-DNA bis hinab zu einer Konzentration von 5 x
107>m erméglicht. Eine weitere Steigerung der Empfindlich-
keit wurde durch die katalytische VergroBerung der Gold-
Tracer, die an die doppelstriangige DNA gebunden sind, durch
die Abscheidung von Gold®?" oder Silber erzielt.*?! Kombi-
niert man eine solche VergroBerung der Metall-Partikel-
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Markierung mit der inhdrenten Verstiarkung durch die elek-
trochemische Stripping-Analyse, kann man die Nachweis-
grenzen bis in den subpikomolaren Bereich driicken.

FEin elektrochemisches Protokoll zum Nachweis der
DNA-Hybridisierung, das auf der Ablagerung von Metall-
clustern entlang des DNA-Riickgrates beruht (anstatt am
Ende des Duplex), wurde vor kurzem veréffentlicht.??! Es
beruht auf der durch die DNA-Matrize induzierten Erzeu-
gung leitender Nanodrihte als Ergebnis der DNA-Hybridi-
sierung. Die Verwendung der DNA als metallisierbare Ma-
trize" hat umfangreiche Forschungsarbeiten zur Erzeugung
leitender Nanodrdhte und zur Konstruktion funktionaler
Stromkreise ausgelost.'®122221 Mit einem solchen Ansatz
wurden Cluster aus Silber,??>?? Palladium™®! und Platin®”!
auf DNA-Matrizen erzeugt.

Teilschritte dieser Methoden zur Erzeugung von Metall-
Nanoleitern auf DNA-Matrizen wurden angepasst, um Nach-
weisverfahren fiir DNA zu entwickeln (sieche Abbildung 23).
Der kurze DNA-Primer 56 an der Elektrode hybridisiert mit
der Ziel-DNA 57 (Schritta). Die Phosphatgruppen des
langen DNA-Stranges 57 lagern durch elektrostatische Wech-
selwirkungen Ag*-Ionen aus der Losung an (Schritt b). Die
gebundenen Agt-Ionen werden mit Hydrochinon reduziert
und bilden Aggregate aus metallischem Silber entlang der
DNA (Schritt c). Die hybridisierte DNA wird schlieBlich
durch die Auflosung der Silberaggregate und deren elektro-
chemische Detektion durch Stripping-Voltammetrie nachge-
wiesen. Der kurze DNA-Primer kann ebenfalls Ag*-Tonen
binden und so ein gewisses Hintergrundsignal verursachen.
Dieses lisst sich vermeiden, wenn man als Primer fiir die
Hybridisierung der Ziel-DNA Peptid-Nucleinsduren (PNA)
verwendet, die keine Phosphatgruppen tragen und daher
keine Agt-Ionen binden.

Die katalytischen Eigenschaften der Metall-Nanoparti-
kel, die die stromlose Abscheidung von Metallen auf den
Nanopartikel-Clustern erméglicht, konnen auch zur Vergro-
Berung der Partikel zu leitenden, untereinander in Kontakt
stehenden Einheiten genutzt werden. Die Bildung leitender
Dominen als Ergebnis einer biologischen Erkennung liefert
einen Ansatz fiir die elektrische Detektion des biologischen
Erkennungsprozesses. Das Funktionsprinzip wurde an einem
miniaturisierten Immunsensor auf Basis von Gold-Nanopar-
tikeln und ihrer katalytischen Eigenschaften demonstriert
(Abbildung 24 A).”*! Latexpartikel wurden durch eine anio-
nische Schutzschicht stabilisiert und dann durch ein ungleich-
formiges elektrisches Wechselfeld in die Liicke zwischen zwei
Gold-Mikroelektroden gezogen (Dielektrophorese). Nach
Entfernung der Schutzschicht von den Latexpartikeln durch
einen entgegengesetzt geladenen Polyelektrolyten aggregier-
ten die Latexpartikel und wurden in der Liicke fixiert. Durch
Adsorption von Protein A an die Latexoberflidche wurde eine
sensorische Oberfliche erzeugt, die spezifisch auf die Asso-
ziation von humanem Immunglobulin-Antigen anspricht. Das
Immunglobulin wurde mit einem goldmarkierten Anti-
Human-IgG-Antikorper als Sonde koordiniert. Zuletzt
wurde durch katalytische Abscheidung eine Silberschicht
auf den Gold-Nanopartikeln aufgebracht. Die Silberschicht
bildet eine Art Leiterbahn und iiberbriickt die Liicke zwi-
schen den beiden Mikroelektroden. Typische Widerstdnde
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Abbildung 23. Schematische Darstellung der Schritte zur Verstirkung
des elektrochemischen Nachweises von DNA durch katalytische Ab-
scheidung von Silberclustern auf dem DNA-Strang: a) Hybridisierung
der komplementiren Ziel-DNA 57 mit der DNA-Sonde 56, die kovalent
tiber eine Cysteamin-Monoschicht mit der Elektrodenoberfliche ver-
bunden ist; b) Beladung der immobilisierten DNA mit Ag*-lonen;

c) Reduktion der Ag*-lonen mit Hydrochinon zu Silberaggregaten auf
dem DNA-Riickgrat; d) Auflésen der Silberaggregate in einer sauren
Lésung und Transfer zur Nachweiszelle (PSA = potentiometric strip-
ping analysis).

zwischen den Mikroelektroden betragen 50-70 €. In Kon-
trollexperimenten, in denen die spezifische katalytische Ver-
groBerung der Doméne durch die Gold-Nanopartikel-Anti-
korper-Konjugate fehlte, wurden Widerstdnde von >10° Q
gemessen. Humanes IgG kann mit dieser Methode mit einer
Nachweisgrenze von ca. 2 x 107> M analysiert werden.

Ein dhnliches DNA-Nachweisschema wurde mit Mikro-
elektroden auf einem Silicium-Chip entwickelt (Abbil-
dung 24B).”®! Eine als Sonde fungierende Nucleinsiure
(58) wurde auf der SiO,-Grenzfliche in der Liicke zwischen
den Mikroelektroden immobilisiert.’”*” Das Ziel-Oligonu-
cleotid (27-mer; 59) wurde mit der Sonde auf dem Chip
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Abbildung 24. A) Immunsensorik an Gold-Mikroelektroden. Die Mess-
anordnung wird durch Bindung von Gold-Nanopartikeln und anschlie-
Rende Silberabscheidung pripariert. Das Messprinzip beruht auf der
Verinderung der Leitfahigkeit zwischen den Goldstreifen. B) Anord-
nung zur Detektion von DNA-Analyten. Der Kontakt zwischen den
beiden Mikroelektroden wird durch Adsorption eines DNA-Nanoparti-
kel-Konjugats und anschlieflende Silberabscheidung hergestellt. (Teil A
mit Genehmigung aus Lit. [7a].)

hybridisiert, anschlieBend wurde ein Gold-Nanopartikel, das
mit der Nucleinsidure 60 funktionalisiert war, mit dem freien
3'-Ende der Ziel-DNA-hybridisiert. Die Gold-Nanopartikel
katalysierten die Reduktion von Ag*-Tonen mit Hydrochinon
unter Bildung einer Silberschicht, wodurch der Widerstand
zwischen den Elektroden sank. Punktmutanten des Analyten
59 wurden von der Sonde 58 durch Puffer mit geeigneter
Ionenstdrke weggewaschen. Die Widerstidnde, die mit der
Ziel-DNA und ihrer Mutante gemessen wurden, unterschie-
den sich um einen Faktor 10°. Die Widerstinde zwischen den
Mikroelektroden hidngen von der Konzentration der Ziel-
DNA ab, und die Nachweisgrenze liegt bei etwa 5x 107" m.
Dies entspricht etwa 1 pgul ™! humaner genomischer DNA
oder ca. 0.3 nguL™" DNA aus einem kleinen Bakterium.
Damit lésst sich wahrscheinlich vermeiden, aus Pathogenen
extrahierte DNA vor der Analyse in Polymerasekettenreak-
tionen amplifizieren zu miissen. Nach einem &hnlichen Ver-
fahren wurde die DNA-Hybridisierung auf einem Chip durch
Kapazititsmessungen analysiert.’”® Die parallele Analyse
von 42 Ziel-DNA-Sequenzen gelang mit einem Chip mit 42
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Elektrodenliicken und den entsprechenden unterschiedlichen
Nucleinsiure-Sonden zwischen den Liicken.?"

Durch die Immobilisierung von Nanopartikeln auf Ober-
flichen gelingt auch die Herstellung von Elektroden mit
grofer Oberfliche,™" die eine entsprechend groBere Kapa-
zitit fiir die Hybridisierung haben. Ein solcher Nanopar-
tikelfilm wurde durch Selbstorganisation von Gold-Nanopar-
tikeln mit 16 nm Durchmesser auf einer mit Cysteamin
modifizierten Goldelektrode prépariert. Auf diese Weise
wurden Oberflidchendichten von 4 x 10" Oligonucleotid-Mo-
lekiilen pro cm?® erhalten. Die empfindliche Detektion des
Ferrocencarboxaldehyd-Markers, der mit der Ziel-DNA ver-
kniipft war, fithrt zu einer Nachweisgrenze von 500 pmol.

Durch Aufrauen eines Gold-Quarz-Kristalls mit einer
Monolage aus Gold-Nanopartikeln konnte eine verbesserte
mikrogravimetrische Analyse von DNA durchgefiihrt
werden.™!  Ahnlich wurden Elektrodenoberflichen mit
Gold- oder Siliciumdioxid-Nanopartikeln aufgeraut und als
Plattformen fiir erweiterte Immunassays genutzt. Gemessen
wurden mikrogravimetrische, amperometrische und Impe-
danzsignale.”¥

Ebenfalls entwickelt wurden effiziente Methoden zur
Herstellung von Halbleiter-Nanopartikeln (z.B. CdS, CdSe,
PdS, ZnS) und die Funktionalisierung mit Biomolekiilen.*>!
Mit diesen Nanopartikeln wurden Biomaterialien in biologi-
schen Erkennungsprozessen markiert (etwa als DNA-Senso-
ren). Zum Beispiel wurden CdS-Halbleiter-Nanopartikel mit
Nucleinsduren modifiziert und als Marker fiir den Nachweis
von DNA-Hybridisierungen eingesetzt.*! Auflsen des CdS
(mit 1M HNO;,), elektrochemische Reduktion von Cd** zu
Cd° (das sich auf der Elektrode ansammelt) und Ablosen des
erzeugten Cd’ (unter Reoxidation zu Cd*") generierte das
elektrische Signal fiir die DNA-Analyse. In Abbildung 25A
sind die Chronopotentiogramme gezeigt, die sich bei der
Analyse unterschiedlicher Konzentrationen der komplemen-
tiren Ziel-DNA mit CdS-Nanopartikeln als Markern erge-
ben.

In einer Weiterentwicklung dieses Verfahrens wurden
magnetische Partikel eingesetzt, die mit der Sensor-Nuclein-
sdure funktionalisiert waren. Die CdS-Nanopartikel waren
mit den komplementidren Oligonucleotiden markiert. Die
Hybridisierung der komplementidren Nucleinsduren ermog-
lichte die Trennung der Doppelhelices aus der Reaktionsmi-
schung und ihre Aufkonzentration auf der Elektrodenober-
flache mit nachfolgendem elektrochemischem Nachweis. Die
CdS-Nanopartikel konnten durch stromlose Abscheidung
von Cd° vergroBert werden, was sich auf das elektrochemi-
sche Signal auswirkte und die Nachweisgrenze auf 100 fmol
Analyt-DNA verringerte.

Eine interessante Perspektive ergibt sich aus der Kombi-
nation unterschiedlicher Metall- oder Halbleiter-Marker mit
unterschiedlichen Nucleinsduren fiir die parallele Hoch-
durchsatz-Analyse einer Bibliothek von Ziel-DNA-Sequen-
zen an unterschiedlichen magnetischen Kiigelchen. Bei
diesem Ansatz®”? werden Nucleinsdure-Sonden, die zu
einer Serie von Ziel-DNAs komplementér sind, mit unter-
schiedlichen magnetischen Partikeln gekuppelt. In dhnlicher
Weise wurden unterschiedliche Halbleiter- oder Metall-Na-
nopartikel-Marker, die zu Segmenten der Ziel-DNAs kom-
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Abbildung 25. A) Stripping-Potentiogramme bei unterschiedlichen
DNA-Konzentrationen; die analysierte DNA ist an Magnetpartikel ge-
bunden und mit CdS-Nanopartikeln markiert: a) 0.2, b) 0.4,

) 0.6 mgL™"; d) Kontrollexperiment mit nichtkomplementarer DNA
(0.6 mgL™"). B) Paralleler elektrochemischer Nachweis von DNA-Analy-
ten mit unterschiedlichen nanokristallinen Markern: a) Anbringen von
Sondenmolekiilen an den Magnetkiigelchen; b) Hybridisierung mit der
Ziel-DNA; c) zweite Hybridisierung mit Nanopartikel-markierten
Sonden; d) Aufldsen der Nanopartikel und elektrochemische Detekti-
on. C) Stripping-Voltammogramme, aufgenommen bei der parallelen
Analyse dreier unterschiedlicher DNA-Targets (60-mer), die mit dem
Brustkrebs-Gen BRCA1 (je 54 nm) verwandt sind. Die DNA-Molekiile
sind markiert mit: ZnS-Nanopartikeln (T1), CdS-Nanopartikeln (T2)
und PbS-Nanopartikeln (T3). (Teil A aus Lit. [236], Teile B und C aus
Lit. [237] mit Genehmigung, Copyright American Chemical Society,
2003.)

plementir sind, als Amplifizierungseinheiten im priméren
Hybridisierungsvorgang eingesetzt. Die Hybridisierung der
Nucleinsédure-funktionalisierten Halbleiter- oder Metallparti-
kel mit der spezifischen Ziel-DNA, gefolgt vom Auflosen der
Nanopartikel, der elektrochemischen Akkumulation und
dem Ablosen der Metalle ermdglicht die Detektion der in
der Probe vorliegenden spezifischen Ziel-DNAs. Die fiir das
Abldsen des Metalls charakteristischen Potentiale sind elek-
trochemische Indikatoren fiir die Natur der analysierten
DNA. Das nachfolgend beschriebene Modellsystem beruht
auf diesem Prinzip.*”

Drei Arten magnetischer Partikel, modifiziert mit drei
unterschiedlichen Nucleinsduren 61a—c, wurden zunichst mit
den komplementiren Analyt-Nucleinsduren 62a-c hybridi-
siert. Im nédchsten Schritt erfolgte Hybridisierung mit drei
Arten von Halbleiter-Nanopartikeln (ZnS, CdS und PbS), die
mit Nucleinsduren funktionalisiert waren (63a—c), die zu den
freien Enden der Analyt-DNA komplementdr waren (Abbil-
dung 25B). Wegen der magnetischen Eigenschaften der Par-
tikel kann die Analytprobe leicht transportiert und gereinigt
werden, und die Halbleiter-Nanopartikel liefern nichtiiber-
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lappende elektrochemische Signale mit einer fiir die hybridi-
sierte DNA spezifischen Signatur. Durch Stripping-Voltam-
metrie der Metalle aus den Halbleiter-Nanopartikeln werden
genau definierte und gut aufgeloste Peaks erhalten, z.B. bei
—-112V (Zn), —0.68 V (Cd) und —0.53 V (Pb) (gemessen
gegen eine Ag/AgCl-Referenzelektrode). Auf diese Weise
lassen sich mehrere DNA-Analyten, die mit Halbleiter-
Nanopartikeln markiert sind, simultan elektrochemisch ana-
lysieren.

Abbildung 25C zeigt die Voltammogramme fiir eine
Losung mit drei DNA-Proben, die mit ZnS-, CdS- und PbS-
Nanopartikeln markiert waren. Durch Funktionalisierung der
Nanokristallmarker mit thiolderivatisierten Oligonucleotid-
Sonden erhilt man voltammetrische Signaturen mit charak-
teristischen elektrischen Signalen fiir die entsprechenden
Ziel-DNAs. Position und GroBe der resultierenden Stripping-
Peaks liefern die gewiinschte Information hinsichtlich Natur
und Menge der Ziel-DNAs. Der parallele DNA-Nachweis
wurde mit der Amplifizierung durch Stripping-Voltammetrie
gekoppelt (was die Nachweisgrenzen in den fmol-Bereich
verschiebt) sowie mit einer effizienten magnetischen Entfer-
nung nichthybridisierter Nucleinsduren (was Empfindlichkeit
und Selektivitdt erhoht). Fiinf bis sechs DNA-Sequenzen
konnen so simultan in einem einzigen Lauf mit ZnS, PbS,
CdS, InAs und GaAs als Halbleiter-Nanopartikeln detektiert
werden. Durch Weiterentwicklung zu hoch parallelen Ansit-
zen (durch Mehrfachmessungen in Vertiefungen von Mikro-
titerplatten oder mit Mehrkanalmikrochips) konnte man so
zu einer Hochdurchsatz-Analyse von DNA gelangen.

Die oben diskutierten Amplifizierungsmoglichkeiten fiir
die elektrochemische DNA-Analyse beruhen darauf, dass pro
Hybridisierungsereignis auf eine einzelne Reporter-Einheit
zugegriffen wird, z. B. auf ein Metall- oder Halbleiter-Nano-
partikel. Die Empfindlichkeit kann weiter gesteigert werden,
indem man mehrere Marker je Bindungsereignis akti-
viert.”$?l Hierzu miissen die Erkennungseinheiten mit
polymeren Mikrokiigelchen gekuppelt werden, die entweder
extern (d.h. an ihrer Oberfliche) oder intern (verkapselt)
unterschiedliche Redoxmarker tragen. Das Prinzip dieses
Verfahrens wird anhand eines dreifach amplizierenden Bio-
assays aufgezeigt. Dieser kombiniert die Anwendung von
Amplifikationseinheiten auf Carrierkiigelchen (die mit zahl-
reichen Gold-Nanopartikel-Markern beladen sind) mit den
»eingebauten“ Vorkonzentrierungseigenschaften der Strip-
ping-Voltammetrie und der katalytischen Vergroferung der
Gold-Partikel (Abbildung 26 A).**% Die goldmarkierten Kii-
gelchen wurden durch Kupplung von biotinylierten Gold-
Nanopartikeln an Streptavidin-beschichtete Polystyrol-Kii-
gelchen hergestellt. Diese Kiigelchen wurden mit einem
einstridngigen Oligonucleotid funktionalisiert, das mit einem
komplementédren Oligonucleotid hybridisiert wurde, an dem
ein Magnetpartikel gekuppelt war (Abbildung 26 A,
Schritt a). Die so erhaltenen Gold-Nanopartikel-Marker,
die mit einem doppelstréangigen Oligonucleotidpaar assoziiert
waren, wurden durch stromlose Goldabscheidung vergrof3ert
(Abbildung 26 A, Schritt b) und mithilfe der Magnetpartikel
zum Elektroden-Array transportiert. Das Goldaggregat
wurde mit HBr/Br, aufgelost und durch elektrochemische
Abscheidung mit nachfolgender Stripping-Voltammetrie ana-
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Abbildung 26. A) Amplifizierter DNA-Nachweis mit Nucleinséure-Gold-
nanopartikel-funktionalisierten Kiigelchen M als Markern und stromlo-
ser katalytischer Goldabscheidung auf den Nanopartikeln. a) Hybridi-
sierung der Nucleinsiure-Goldnanopartikel-funktionalisierten Kuigel-
chen mit der Ziel-DNA, die an ein Magnetkiigelchen gebunden ist;

b) katalytisch verstirkte Goldabscheidung auf den Nanopartikeln;

c) Aufldsung der Goldcluster; d) Nachweis der Au**-lonen durch Strip-
ping-Voltammetrie. B) Amplifizierter DNA-Nachweis mit Polystyrol-Kii-
gelchen, die mit einem Ferrocen-Redoxmarker beladen sind.

lysiert (Abbildung 26 A, Schritte ¢ und d). Durch diese drei-
fache Amplifikation wurde eine drastische Steigerung der
Empfindlichkeit erreicht.

In einem anderen Ansatz wurden als Marker fiir die
DNA-Hybridisierung Kohlenstoff-Nanorohren eingesetzt,
die mit CdS-Nanopartikeln beladen waren.*®! Die gebun-
denen CdS-Nanopartikel wurden mit 1M HNO; aufgelost,
und die freigesetzten Cd**-lonen erzeugten ein verstirktes
Signal fiir die Hybridisierung.

Eine alternative Moglichkeit zur Markierung der Sonden
ist die interne Verkapselung elektroaktiver Marker in den
Carrier-Kiigelchen. Dieser Ansatz kann einige Vorteile ge-
geniiber der externen Markierung der Sonden mit Nanopar-
tikeln bieten. So wurde iiber einen ultraempfindlichen elek-
trischen DNA-Nachweis auf der Basis von Polystyrol-Kiigel-
chen, die mit dem Redoxmarker Ferrocencarboxaldehyd (64)
imprégniert waren, berichtet (Abbildung 26B).**! Die
DNA-Sonden 65 waren an Magnetpartikel gebunden und
die Polystyrolkiigelchen mit der komplementéiren Nuclein-
sdure 66 funktionalisiert. Die komplementdren Stringe
wurden hybridisiert und gesammelt, die Kiigelchen in einem
organischen Losungsmittel gelost und die an den Kiigelchen
gebundenen Redoxmarkierungen 64 freigesetzt. Mit diesem
Verfahren gelingt der chronopotentiometrische Nachweis der
Ziel-DNA mit einer Empfindlichkeit von etwa 5.1 x 107! mol
(~ 31000 Molekiilen), und das unter experimentellen Bedin-
gungen, die 20 Minuten Hybridisierungszeit und die ,Frei-
setzung“ der Marker durch Auflosen der modifizierten Kii-
gelchen in organischem Medium einschlieBen. Das verstirkte
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elektrochemische Auslesesignal wurde mit bemerkenswerter
Diskriminierung gegen einen groBen Uberschuss (10’fach)
nichtkomplementirer Nucleinsduren registriert.

Weitere Studien galten der Verkapselung von redoxakti-
ven Nanopartikeln (ZnS, GaAs, CdS, InAs) in Polystyrol-
Wirten. Auf diese Weise wurden Bibliotheken mit elektro-
chemisch lesbarer Codierung erzeugt, die eine parallele
DNA-Detektion ermdglichen.™! Andere Ansitze zur Ver-
kapselung von Markern bieten vielversprechende Perspekti-
ven fiir den elektrischen DNA-Nachweis. Besonders attraktiv
sind kiirzlich entwickelte nanoverkapselte mikrokristalline
Partikel, die schichtweise aufgebaut sind und sich durch grofle
Marker/Biomolekiil-Verhéltnisse auszeichnen und hocham-
plifizierte Bioassays ermoglichen.”*! Verwandte analytische
Verfahren, die mehrfache Amplifizierungsschritte auf der
Basis enzymfunktionalisierter Liposomen mit der Akkumu-
lation der Produkte aus der biokatalytischen Reaktion kom-
binieren, wurden fiir hochempfindliche DNA-Tests entwi-
ckelt.’*!] Die Funktion dieser Testsysteme beruht auf der
grofBen Oberfliche der Liposomen, die eine grof3e Zahl von
Enzymmolekiilen tragen. Der Nachweis des akkumulierten
Produkts erfolgt chronopotentiometrisch.

Zur photoelektrochemischen Transduktion von DNA-
Erkennungsprozessen wurden Halbleiter-Nanopartikel (CdS)
eingesetzt, die mit Nucleinsiuren modifiziert waren.* Die
Nanopartikel (2.6 +£0.4nm) wurden mit einer von zwei
thiolderivatisierten Nucleinsduren (67 oder 68) funktionali-
siert, die komplementir zum 5’ bzw. 3'-Ende der Ziel-DNA 69
sind. Ein schichtweises Hybridisierungsverfahren wurde an-
schlieBend eingesetzt, um auf einer Goldelektrode ein Array
von CdS-Nanopartikelschichten = aufzubauen  (Abbil-
dung 27 A). Eine primére thiolderivatisierte DNA-Mono-
schicht von 68 wurde auf eine Goldelektrode aufgebracht.
Die Ziel-DNA 69 fungierte nun als Vernetzungselement fiir
die Assoziation der mit 67 modifizierten CdS-Nanopartikel
an der Elektrode. Anschliefend wurden die mit 68 modifi-
zierten CdS-Partikel an die ersten, mit 67 modifizierten CdS-
Partikel hybridisiert, wodurch eine zweite Generation von
CdS-Partikeln entstand. Durch schrittweises abwechselndes
Aufbringen der beiden Typen Nucleinsdure-funktionalisierter
CdS-Partikel (durch Hybridisierung mit 69) wurde letztlich
ein Array mit einer kontrollierten Zahl von Nanopartikel-
Generationen auf der Elektrode aufgebaut. Der Array wurde
spektroskopisch (Absorption, Fluoreszenz, sieche Abbil-
dung 20B,C) und durch mikrogravimetrische Quarzkristall-
Mikrowaagen-Analyse charakterisiert.

Durch Bestrahlung des Arrays wird ein Photostrom
induziert, der mit der Zahl der CdS-Nanopartikel-Genera-
tionen auf der Elektrode zunimmt. Die Aktionsspektren des
Photostroms entsprechen den Absorptionseigenschaften der
CdS-Nanopartikel, was darauf hinweist, dass der Photostrom
durch Photoanregung der CdS-Nanopartikel zustandekommt.
Somit induziert die Photoanregung des Halbleiters den
Transfer von Elektronen in das Leitungsband und die Bildung
eines Elektron-Loch-Paars. Die Ableitung der Leitungsband-
elektronen zur Arbeitselektrode und der gleichzeitige Trans-
fer von Elektronen von einem Opferelektronendonor zu den
Valenzbandlochern hélt den Photostrom in einem Flie$3-
gleichgewicht aufrecht. Die Leitungsbandelektronen werden
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Abbildung 27. A) Konstruktion von Uberstrukturen aus CdS-Nanoparti-
kel-DNA-Konjugaten und ihre Anwendung zur Erzeugung von Photo-
strom. B) Dendritisch verstirkte DNA-Sensorik mit Oligonucleotid-
funktionalisierten Gold-Nanopartikeln auf einer Quarzkristall-Mikro-
waagen-Elektrode (QCM).

iiber Nanopartikel im Kontakt mit dem Elektrodentrédger in
die Elektrode geschleust. Diese Deutung wird durch den
Befund gestiitzt, dass [Ru(NH,)s]**-Komplexe 70 (E°=
—0.16 V gegen SCE), die elektrostatisch an die DNA koor-
dinieren, den Photostrom von DNA-CdS-Arrays verstarken.
Die [Ru(NH;)s**-Komplexe wirken wie Elektronenleiter
und erleichtern das Elektronen-Hopping von Leitungsband-
elektronen aus CdS-Partikeln, die nicht iiber DNA-Stringe
mit der Elektrode verkniipft sind. Das System demonstriert
die Anwendung von photoelektrochemischen Methoden als
Ubertragungsverfahren fiir die DNA-Sensorik und ist zu-
gleich ein Beispiel fiir ein Nano-Engineering mit organisier-
ten DNA-bestiickten Halbleiter-Nanopartikeln auf leitfahi-
gen Tragern. Diese Strukturen sind ein erster Schritt hin zu
elektronischen Nano-Schaltkreisen (siche die Diskussion in
Abschnitt 8.2).

Nanopartikel als Komponenten von Metall-Nanopartikel-
Nucleinsdure-Hybriden haben ein hohes Molekulargewicht,
was die Konjugate zu idealen Markern fiir die mikrogravi-
metrische Quarzkristall-Analyse von biologischen Erken-
nungsprozessen auf der Oberfliche von piezoelektrischen
Kristallen macht. Da Nanopartikel aulerdem als Katalysato-
ren fiir die Abscheidung von Metallen wirken, kénnen noch
groflere Massenidnderungen induziert werden, was eine wei-
tere Verstirkung mikrogravimetrischer Signale bei biologi-
schen Erkennungsprozessen ergibt. Bei einem piezoelektri-
schen Quarzkristall (AT-Schnitt) dndert sich die Kristall-
Resonanzfrequenz um Af, wenn sich die Masse auf dem
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Kristall um Am &ndert [siche die Sauerbrey-Gleichung (1); f;
ist die Basisfrequenz des Quarzkristalls, Am die Massenén-
derung, A die piezoelektrisch aktive Fléche, p, die Dichte von
Quarz (2.648gcm™) und p, der Schermodul (2.947 x
10" dyncm™ fiir Quarz im AT-Schnitt).”*!

, Am
A =2 A (ugpq)” M

Zum mikrogravimetrischen DNA-Nachweis mit Nuclein-
sdure-funktionalisierten Gold-Nanopartikeln als ,,Nano-Ge-
wichten“ wurde eine Ziel-DNA 69 mit einem Gold-Quarz-
kristall hybridisiert, der mit einer Oligonucleotid-Sonde 68
modifiziert war. AnschlieBend wurde die Grenzfliche zwi-
schen Gold-Nanopartikeln, die mit einer zum freien 3'-
Segment der Ziel-DNA 69 komplementiren DNA 67 funk-
tionalisiert waren, hybridisiert (Abbildung27B).2¥! Das
Signal wurde weiter amplifiziert durch ein sekundéres Gold-
Nanopartikel, das mit der Nucleinsidure 68 funktionalisiert ist.
Dieses ist komplementér zum 5'-Segment der Ziel-DNA 69
und ermoglicht so eine schichtweise Auflage von Gold-
Nanopartikeln. Die Hybridisierung der mit 68 modifizierten
Gold-Nanopartikel mit der zu analysierenden DNA 69,
gefolgt von der Hybridisierung des Komplexes an die primére
Nanopartikel-Schicht ergab eine zweite Generation von
Gold-Nanopartikeln, die an das Wachstum von Dendrimeren
erinnert.***?* Konzentrationen bis hinab zu 1x10™'m
konnten durch diese Amplifizierung der Ziel-DNA durch
Nucleinsdure-funktionalisierte ~ Gold-Nanopartikel-Markie-
rungen nachgewiesen werden. Das GroBenwachstum der
Gold-Nanopartikel-Markierungen von 10 nm bis auf ca. 40—
50 nm erzeugt ein verstédrktes Af-Signal und vergrofert damit
den Amplifikationsfaktor bei der DNA-Analyse.”*! Eine
weitere VergroBerung der Gold-Nanopartikel verursacht nur
noch kleinere Anderungen des mikrogravimetrischen Signals,
weil bei zu groem Umfang des Markierungspartikels die
Analyt-DNA unvollstindig hybridisiert.

Eine weitere Methode zur amplifizierten mikrogravime-
trischen Quarzkristall-Mikrowaagen-Analyse von DNA ver-
wendet die katalytische Metallabscheidung auf den Markie-
rungspartikeln.”*! Abbildung 28 A zeigt die Signalverstir-
kung beim Nachweis der 7249 Basen langen M13mp18-DNA
durch katalytische Abscheidung von Gold auf einem Gold-
Nanopartikel-Konjugat.”?*”) Der DNA-Primer 71 wurde auf
einem Gold-Quarz-Kristall aufgebracht. Nach Hybridisie-
rung mit M13mp18-DNA (72) wurde der doppelstringige
Komplex mit einer Mischung von Nucleotiden (ANTP-Mi-
schung: dATP, dGTP, dUTP, biotinyliertes dCTP [B-dCTP])
und der DNA-Polymerase (Klenow-Fragment) repliziert. Die
entstandene biotinmarkierte DNA wurde mit einem Strept-
avidin-Gold-Nanopartikel-Konjugat 73 zu einer goldmarkier-
ten DNA-Replika umgesetzt. Diese wurde einer Gold-Nano-
partikel-katalysierten Abscheidung von Gold durch NH,OH-
stimulierte Reduktion von AuCl,” unterzogen.

Der Replikationsprozess ist der primare Amplifikations-
schritt. Er steigert die Masse des Kristalls und erzeugt
gleichzeitig eine grofle Zahl von Biotin-Markierungen, die
zur Assoziation der Streptavidin-Gold-Nanopartikel-Konju-
gate dient. Der sekundire Amplifikationsschritt bei der
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Abbildung 28. A) Signalverstirkung beim Nachweis der 7249 Basen langen
M13mp18-DNA durch katalytische Abscheidung von Gold auf einem Gold-Na-

nopartikel-Konjugat. B) Analyse einer einzelnen Fehlpaarung in der DNA

durch katalytische Abscheidung von Gold auf einem Gold-Nanopartikel-Konju-
gat. C) Mikrogravimetrischer Nachweis einer Punktmutation, verstarkt durch
katalytische Abscheidung von Gold auf einem Gold-Nanopartikel-Konjugat.

Aufgetragen sind die Kristallfrequenzen, die mit der Mutante (a) und mit
einer normalen DNA-Sequenz (b) gemessen wurden. Pfeil (1) markiert di

e An-

bindung des SAv-Au-Konjugats, Pfeil (2) die katalytische Abscheidung von
Gold auf den Gold-Nanopartikeln. (Mit Genehmigung der Royal Society of

Chemistry aus Lit. [247].)

Analyse der M13mp18-DNA ist die Bindung des Nanoparti-
kel-Konjugats. Der dritte Schritt, die katalytische Abschei-
dung des Metalls und die damit verbundene Massenzunahme
des Gold-Nanopartikels, leistet den groften Beitrag zum
Amplifizierungsfaktor. Die M13mpl18-DNA konnte mit
dieser Methode bis zu einer Nachweisgrenze von ca. 1x
10 m detektiert werden.

Das beschriebene Amplifizierungsverfahren wurde auch
fiir die Analyse von Fehlpaarungen einzelner Basenpaare in
der DNA angewendet. Im Beispiel (Abbildung 28 B) ist die
Analyse der DNA-Mutante 74a gezeigt, in der ein Adenin
des normalen Gens 74 gegen ein Guanin ausgetauscht ist. Zur
Analyse der Mutation wurde die DNA-Sonde 75 — die zum
normalen Gen 74 ebenso komplementir ist wie zu der
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Mutante 74a (mit Ausnahme der einen Base an der Muta-
tionsstelle) — auf dem Gold-Quarzkristall immobilisiert.
Durch Hybridisierung des normalen Gens oder der Mutante
mit dieser Sonde und anschlieBende Replikation des ein-
stringigen DNA-Segments mit biotinyliertem dCTP (B-
dCTP) in Gegenwart der Polymerase (Klenow-Fragment)
wurde die Biotin-Markierung ausschlieBlich in den Komplex
mit der Mutante 74a eingefiihrt. Die nachfolgende Assozia-
tion des Streptavidin-Gold-Konjugats 73 und die katalytische
Abscheidung von Gold auf den Gold-Nanopartikeln ver-
stiarkte das Signal fiir die Analyse der Fehlpaarung in 74a. In
Abbildung 28 C, Kurve a, ist der mikrogravimetrische Nach-
weis der Mutante 74a mit dieser Methode dargestellt. Bei
dem normalen Gen 74 dndert sich die Frequenz des Kristalls
hingegen nicht (Abbildung 28 C, Kurve b). Mit dieser Metho-
de konnte eine Nachweisgrenze von 5x107°m erreicht
werden.

6.3. Nanopartikel-Biomolekiil-Konjugate fiir die optische
Sensorik und Analytik

An Biorezeptoren gekuppelte Metall- oder Halbleiter-
Nanopartikel wirken als markierte Konjugate und konnen zur
optischen Verfolgung biologischer Erkennungsprozesse an
biosensorischen Oberfldchen eingesetzt werden. Die Adsorp-
tion von Nanopartikeln auf Biochips wurde mit mehreren
optischen Methoden nachgewiesen, z.B. durch Lichtstreu-
ungsmessungen, Oberflichenplasmonenresonanz, resonanz-
verstiarkte Absorption durch Nanopartikel, Nanopartikel-
Fluoreszenz und verstarkte Raman-Streuung.

In einem typischen Aufbau wird ein modifizierter Glas-
trager auf den Objekttisch eines Mikroskops montiert und in
der Ebene des Tréagers mit weilem Licht beleuchtet. In dieser
Konfiguration fungiert der Glastriger als planarer Wellenlei-
ter, der durch Totalreflexion verhindert, dass Licht das
Objektiv des Mikroskops erreicht. Wo immer Nanopartikel-
Sonden an der Oberfldche anhaften, wird evaneszent gekop-
peltes Licht aus dem Triger gestreut und als helle farbige
Flecke sichtbar. Auf diese Weise gelang der Nachweis von
Gold-Nanopartikel-markierten DNA-Molekiilen, die spezi-
fisch an eine DNA-funktionalisierte Oberfliche gebunden
waren.”®! Die VergroBerung der Gold-Nanopartikel durch
katalytische Reduktion von Silberionen und die Abscheidung
von metallischem Silber auf den Gold-Nanopartikeln ergab
eine 100fache Verstirkung des Signals.***d Zwei unter-
schiedliche DNA-Sequenzen konnten simultan nachgewiesen
werden, wenn zwei Gold-Nanopartikel unterschiedlicher
GroBe zur Markierung unterschiedlicher Oligonucleotide
eingesetzt wurden.’*! Flecken unterschiedlicher Farben,
die die primdre Assoziation von zwei Arten von Gold-
Nanopartikeln anzeigen, konnten auf dem Glastriger nach-
gewiesen werden, wenn Doménen, die mit unterschiedlichen
DNA-Sonden funktionalisiert waren, mit der entsprechenden
komplementiren DNA (markiert mit Gold-Nanopartikeln
von 50 und 100 nm Durchmesser) umgesetzt wurden. Die
Methode wurde zur Detektion von Fehlpaarungen einzelner
Basen in Oligonucleotiden eingesetzt, die mit an unterschied-
lichen Dominen des Glastrdgers immobilisierten DNA-
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Sonden hybridisiert waren.?**! Die hohe analytische Emp-
findlichkeit wurde durch die Abscheidung von Silber erreicht,
die Selektivitdt wurde anhand des Schmelzprofils der Flecken
eruiert (die Flecken mit der Fehlpaarung wiesen wegen der
niedrigeren Assoziationskonstanten die niedrigere Schmelz-
temperatur auf).

Die Schmelzeigenschaften von DNA-gebundenen Nano-
partikel-Aggregaten werden durch mehrere Faktoren beein-
flusst, einschlieBlich der Oberflichendichte der DNA, der
Nanopartikelgrof3e, des Abstands zwischen den Partikeln und
der Salzkonzentration.?! Ein theoretisches Modell zur Be-
schreibung dieses Prozesses wurde vor kurzem entwi-
ckelt.?*! Die Schirfe des Schmelzprofils hingt stark von
der GroBe der Nanopartikel ab. Mit 50 nm groen Gold-
Nanopartikeln wurde ein Schmelzbereich von nur 1K beob-
achtet.”*® Da die Schirfe des Schmelzbereichs direkt mit der
Selektivitdt korreliert, ergibt sich hieraus ein vielverspre-
chender Ansatz zur Verbesserung der Selektivitdt von DNA-
Nachweissystemen auf Nanopartikel-Basis.

Silber-Nanopartikel wurden auf dhnliche Weise als Anti-
korper-Marker zum Nachweis von Antigenen verwendet. Mit
diesem Nachweisschema wurde eine ausreichende Empfind-
lichkeit zur Ausfiihrung von Immunassays erhalten, die auf
dem Nachweis eines einzelnen Targets beruhen.”*” In einem
Experiment zur Detektion von Pestiziden mit Gold-Nano-
partikel-markierten Antikorpern diente ein einfacher Flach-
bett-Scanner dazu, Signale von der immunsensorischen Ober-
fliche auszulesen.”" In einem anderen Versuch wurde ein
preiswerter Bildanalysator eingesetzt, um die von den eva-
neszenten Wellen induzierte Lichtstreuung an den silberver-
starkten Gold-Nanopartikel-Markierungen zu erfassen.3

Uber eine Echtzeit-Nachweismethode fiir DNA wurde
kiirzlich berichtet. Das Verfahren beruht auf der Verwendung
von Gold-Nanopartikel-Sonden mit konjugierter FEinzel-
strang-DNA und mikrostrukturierten chemoresponsiven Bre-
chungsgittern, die simultan bei mehreren Laserwellenldngen
abgetastet werden.™ Das Verfahren kombiniert die hohe
Empfindlichkeit und Selektivitdt der Nanopartikel-Sonden
mit dem einfachen experimentellen Aufbau der Beugungs-
technik. Es ermoglicht eine wellenldngenabhéngige Reso-
nanzverstarkung und verfiigt tiber ein betrichtliches Minia-
turisierungspotential.

Die Resonanzverstirkung der optischen Absorptionsei-
genschaften von Metall-Nanopartikeln bei biologischen
Erkennungsprozessen wurde auch als effektive Methode in
der Biosensorik genutzt.”! Silber-Nanopartikel fungierten
als Tréger fiir die weitere Erkennung von Biomolekiilen;**"
Metall-Nanopartikel (Ag, Au, Pt), die durch biologische
Erkennung an die aktive Sensor-Schnittstelle binden, wurden
als Marker eingesetzt.>*! Durch die gute Ubereinstimmung
zwischen den experimentellen Daten und der erweiterten
Mie-Theorie ergab sich ein theoretischer Ansatz zur quanti-
tativen Bestimmung der gebundenen Biomolekiile.”*! Die
besonderen optischen Eigenschaften der Gold-Nanopartikel
wurden zur Entwicklung eines Trockenstreifen-Biosensors
eingesetzt, der den visuellen Nachweis von doppelstrangiger
DNA innerhalb von Minuten ermdoglicht.™* Auch iiber die
Detektion von Immunglobulin G mit bloBem Auge durch
VergroBerung von Gold-Nanopartikeln wurde berichtet.?
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Gold-Nanopartikel wurden als spektroskopische Verstirker
fiir In-vitro-Untersuchungen an einzelnen Viren genutzt.?®
Extrinsische Parameter wie die dielektrischen Eigenschaften
der unmittelbaren Umgebung des Partikels (Nanoumgebung)
oder Ladungsverteilungen beeinflussen die Position der Plas-
monenresonanzen der Nanopartikel entscheidend.™ Prote-
in- oder DNA-Bindungsereignisse verursachen eine Ande-
rung des Brechungsindex der Nanoumgebung eines Gold-
Nanopartikels und damit eine Verschiebung seiner Plasmo-
nenresonanz. Die Verschiebung wurde zur Detektion biolo-
gischer Erkennungsprozesse an einem einzelnen Nanoparti-
kel herangezogen.®®!

Uber die interessante Anwendung submikrometergrofer
metallischer ,,Strichcodes“®” zur Analyse von Biomateriali-
en wie DNA oder Antigenen ist kiirzlich berichtet wor-
den.”®! Strichcodes einer Breite von wenigen hundert Na-
nometern und einer Lénge von mehreren Mikrometern
wurden durch elektrochemische Abscheidung unterschiedli-
cher Metalle (Pt, Pd, Ni, Co, Ag, Cu, Au) in eine pordse
Al,O;-Membran hergestellt (Abbildung 29 A). Die Lange der
Metallsegmente wird durch die Ladung bestimmt, die wih-

ALO,-Membran
nach Galvanisierung
mit Ag

1AM +e" = Au xC
2. Ag*+e" = Ag 2xC
3. Aut+e - Au 3xC

% Coulomb (C)

1. Aut + 8" = Au
2. Agt+e = Ag xC
3. Aut+e" — Au 2xC
4. Agt+e = Ag xC
5. Aut+e" = Au xC

1. Aufldsen des Ag-Films mit HNO,
2. Aufidsen von Al,Q; mit NaOH

't
g Y

" \\MN

L

Abbildung 29. A) Herstellung von gemischten Metall-Strichcodes in
einer Aluminiumoxid-Membran. B) Optische Aufnahme eines mehr-
streifigen Au-Ag-Strichcodes. (Mit Genehmigung aus Lit. [259b].)

rend des elektrochemischen Prozesses iibertragen wird. Die
Struktur des Strichcodes konnte durch optische Reflexions-
messung oder Feldemissions-Rasterelektronenmikroskopie
bestimmt werden. Abbildung 29 B zeigt die optische Aufnah-
me eines mehrstreifigen Au-Ag-Strichcodes, bestehend aus
240, 170, 110 und 60 nm breiten Silberstreifen, die durch ca.
550 nm breite Goldstreifen getrennt sind. Es wurde veran-
schlagt, dass bei der erreichbaren optischen Auflésung und
einer Codeldnge von 6.5 pm mit zwei Metallen 4160 und mit
drei Metallen 8 x 10° lesbare Strichcodes moglich sind. Die
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Anwendung einer Sammlung von Strichcodes, von denen
jeder ein spezifisches Biomolekiil identifiziert, konnte die
parallele Analyse zahlreicher Komponenten in biologischen
Mischungen ermoglichen. Hiermit steht ein Ansatz auf der
Basis von Nanopartikeln zur Verfiigung, der mit der Anwen-
dung von Chip-Arrays und kodierten Mikrokiigelchen kon-
kurriert.

Die Identifizierung von Strichcodes kann optisch erfol-
gen, sodass die Moglichkeit besteht, Fluoreszenzsignale zur
Charakterisierung eines biologischen Erkennungsvorgangs zu
nutzen.?® Abbildung 30 A zeigt das Prinzip der Fluores-
zenzdetektion am Beispiel einer Analyt-DNA 76 durch eine
Primer-Nucleinsdure 77, die an die Ag-Streifen eines Ag-Au-
Ag Strichcodes fixiert ist. Eine mit einem Fluorophor (Te-
tramethylrhodamin, TAMRA) markierte Nucleinsdure 78
hybridisiert mit dem freien Segment der Analyt-DNA. Ab-
bildung30B zeigt das Fluoreszenzbild (a) und das Reflexi-
onsbild (b) des fluoreszenzmarkierten DNA-Komplexes, der
an dem Ag-Au-Ag-Strichcode immobilisiert wurde. Das erste
Bild charakterisiert das Bindungsereignis, das zweite identi-

Reflexion
b= 400 nm

W | Texasrot

Abbildung 30. A) Prinzip des DNA-Nachweises mit Strichcodes.

B) Fluoreszenz- (a) und Reflexionsbilder (b) von Strichcodes mit ge-
bundener fluoreszierender DNA; Fluoreszenz- (c) und Reflexionsbilder
(d) von Strichcodes ohne Analyt-DNA. C) Prinzip paralleler Immunas-
says mithilfe von Strichcodes. D,a) Reflexionsbild, b) Fluoreszenzbild,
erzeugt durch Fluorescein-markiertes Anti-higG, c) Fluoreszenzbild, er-
zeugt durch Texasrot-markiertes Anti-Kaninchen-1gG. (Mit Genehmi-
gung aus Lit. [259b].)
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fiziert den Strichcode und
die daran gebundene DNA-
Sonde. In einem Kontrollex-
periment ohne Analyt-DNA
erkennt man nur eine sehr
schwache Hintergrundfluo-
reszenz (c), und die Partikel

4PSA>

. f . . Fe,0,
sind nur im Reflexionsbild 83
(d) Zu. Sehe?' . a) magnetische
Mit einem &dhnlichen Trennung
b) Dehybridisierung

System gelang die simultane
Analyse biologischer Analy-
te in einem Immunassay mit
humanem IgG und Kanin-
chen-IgG.**! Zwei unter-
schiedliche Strichcodes
wurden verwendet: Au-Ag-
Au (4 pm lang) und Au-Ni-
Au (8 um lang). Der Silber-
streifen des Au-Ag-Au-
Strichcodes war mit einem
Anti-hIgG-Antikorper 79
beladen, die Goldstreifen
des  Au-Ni-Au-Strichcodes
mit einem Anti-Kaninchen-
IgG-Antikorper 80 (Abbil-
dung 30C). Die beiden
Strichcodes wurden der An-
tigen-Mischung ausgesetzt
und die Antikorper mit Fluorescein-markiertem Anti-hIgG
81 und Texasrot-markiertem Anti-Kaninchen-IgG 82 mar-
kiert. Nach dieser Behandlung konnten die jeweiligen Strich-
codes optisch detektiert und die beiden Antigene anhand der
Fluoreszenz nachgewiesen werden. Abbildung 30D zeigt das
Bild der beiden Arten von Strichcodes in optischer Reflexion
(a) sowie die spezifische Fluorescein-Fluoreszenz der Au-Ag-
Au-Strichcodes (b) und die spezifische Texasrot-Fluoreszenz
der Au-Ni-Au-Strichcodes (c).

In einem anderen Experiment wurde die selektive nicht-
kovalente Bindung von Proteinen an spezifische Doménen
von Ni-Au-Dimetallnanostibchen nachgewiesen.?J Die
Goldoberfldchen der Dimetallnanostibchen wurden mit Al-
kanthiolen funktionalisiert und die Enden mit Hexa(ethylen-
glycol)-Gruppen blockiert, sodass die Adsorption von Pro-
teinen verhindert wird. Die Nickeldomédnen wurden mit
Palmitinsidure funktionalisiert, was eine effiziente Adsorption
von Proteinen erméglicht. Solche ,, Tests in Losung* mithilfe
hochgradig codierbarer und chemisch diverser Nanostidbchen
sind ein vielversprechender Ansatz fiir die Analytik komple-
xer biologischer Proben (z.B. in den Genomics und Proteo-
mics).

Die codierenden Marker fiir die Analyse von Biomole-
kiilen kénnen auf unterschiedliche Weise angebracht werden.
Nanopartikel-Markierungen, die mit DNA-Molekiilen co-
diert sind, konnen fiir die ultraempfindliche parallele Im-
munsensorik von Multianalyt-Proben genutzt werden.”*" Das
Verfahren wurde anhand der Analyse des prostataspezifi-
schen Antigens (PSA) getestet (Abbildung 31). Zur Erzeu-
gung der priméren Sensorschnittstelle wurde ein Antikorper
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a) Hybridisierung mit der Obertlache
b) VergréBerung der NP

a) Amplifizierung durch PCR
b) DNA-Detektion auf einem Chip

Abbildung 31. Anwendung von DNA-codierten Gold-Nanopartikel-Markierungen in einem Immunsensor auf
prostataspezifisches Antigen (PSA) mit Verstirkung des Messsignals.

gegen PSA an Magnetkiigelchen gekuppelt (83). Nach Koor-
dination von PSA an die Sensoroberfldche wurde ein Gold-
Nanopartikel, das mit einem zweiten Antikorper (gegen eine
andere Domine von PSA) sowie mit doppelstridngigen Nuc-
leinsduren 84 funktionalisiert war, an den Magnetkiigelchen-
Antikorper-PSA-Komplex gebunden. Es resultiert eine Drei-
komponenten-Sandwich-Konfiguration 85. Das Aggregat
wurde durch einen externen Magneten abgetrennt, und alle
unspezifisch adsorbierten Verbindungen wurden abgespiilt.
Nachfolgende thermische Dissoziation der Nucleinsdure-
Doppelhelix brachte die freien Nucleinsduren 86 in Losung,
wobei Gold-Nanopartikel, die mit einstrdngigen Oligonuc-
leotiden 87 funktionalisiert sind, zuriickblieben. Die Assays
konnen auf zweierlei Weise analysiert werden: 1) Die Gold-
Nanopartikel, an denen die Assay-Komponenten 87 anhaf-
ten, werden auf der Oberfldche eines Chips hybridisiert, der
mit den komplementidren Oligonucleotiden funktionalisiert
ist. AnschlieBend werden die Gold-Nanopartikel durch
stromlose Abscheidung von Ag vergrof3ert und mit optischen
Verfahren weiter analysiert (Abbildung 31, Weg A). 2) Die
freien Oligonucleotide 86, die von den funktionalisierten
Gold-Nanopartikeln abgelost wurden, werden durch Polyme-
rasekettenreaktion vervielfaltigt und durch Bindung an eine
Chipoberfldache analysiert. Die Sequenzanalyse der dissozi-
ierten Nucleinséduren liefert ein spezifisches Markierungssig-
nal fiir das analysierte Antigen (Abbildung 31, Weg B).
Dieses Analyseprotokoll enthélt einen intrinsischen Ampli-
fikationsschritt, da bei der thermischen Dehybridisierung
zahlreiche Nucleinsidure-Strichcodes als Ergebnis einer ein-
zelnen PSA-Erkennung freigesetzt werden. Durch die nach-
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folgende Polymerasekettenreaktion wurde das PSA-Signal
weiter verstiarkt, sodass das Antigen mit einer bis dahin
unerreichten Empfindlichkeit von 3 attomol nachweisbar
war. Ein paralleler Immunassay ist moglich, wenn jedes
spezifische Antigen mit einer eigenen Oligonucleotid-Se-
quenz codiert wird.

Die nanopartikelverstiarkte Oberflachenplasmonenreso-
nanz (SPR) durch Gold-Nanopartikel wurde vielfach fiir den
Nachweis von biologischen Affinititsbindungen genutzt.*!!
Eine drastische Zunahme der SPR-Signale wurde bei Im-
munsensor-Assays?'®<l und bei der DNA-Detektion beob-
achtet, wenn Gold-Nanopartikel als Marker verwendet
wurden.?® Auf einer Sensoroberfliche, die mit Antikorpern
modifiziert war, wurden die komplementidren Antigenkom-
ponenten angebracht und der gebildete Affinitdtskomplex
tiber einen sekundidren Antikérper mit einem Gold-Nano-
partikel markiert. Wahrend die Assoziation des Antigens an
die antikorperfunktionalisierte Oberfliche nur eine kleine
Verschiebung im SPR-Spektrum erzeugte, wurde nach Bin-
dung des sekundiren Antikorpers mit dem Gold-Nanoparti-
kel eine deutliche Verschiebung registriert. Da der sekundire
Antikorper nur dann mit der modifizierten Oberfldache
reagiert, wenn das Antigen an die Sensoroberfldche gebun-
den ist, generiert der Gold-Nanopartikel-markierte Antikor-
per einen Amplifikationsschritt fiir den priméren Erken-
nungsprozess. Die Bindung des Gold-Nanopartikels an die
Immunsensor-Oberfliche bewirkt eine grofle Verschiebung
des Plasmonenwinkels, eine verbreiterte Plasmonenresonanz
und eine Zunahme des minimalen Reflexionssignals. Das
Antigen lésst sich in pikomolaren Mengen nachweisen.

Ahnlich wurde eine Erhéhung der Empfindlichkeit um
etwa drei GroBenordnungen bei der DNA-Analyse erzielt,
wenn Gold-Nanopartikel-funktionalisierte DNA-Molekiile
als Sonde eingesetzt wurden (Abbildung 32).”*! Polypeptide
wurden mit Gold-Nanopartikeln markiert, und die Aggrega-
tion eines De-novo-Proteins aus den Polypeptid-Fragmenten
wurde mit der SPR-Technik verfolgt.?®

Durch Modifikation des nichtplattierten Teils einer opti-
schen Faser mit selbstorganisierenden Gold-Nanopartikeln
wurde eine neue Klasse faseroptischer Sensoren mit evanes-

R/ %

Abbildung 32. Durch Gold-Nanopartikel verstirkte SPR-Spektroskopie
zur DNA-Analyse (R = Reflektivitit): a) SPR-Spektrum der mit DNA-Pri-
mern funktionalisierten Oberfliche; b) SPR-Spektrum nach Hybridisie-
rung mit den Analyt-DNA-Molekiilen; c) SPR-Spektrum nach Hybridi-
sierung mit Analyt-DNA-Molekiilen, die mit Gold-Nanopartikeln konju-
giert sind. (Mit Genehmigung aus Lit. [209], Copyright American Che-
mical Society, 2000.)
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zenten Wellen entwickelt. Die Nanopartikel waren mit Bio-
molekiilen funktionalisiert und erzeugten so die Selektivitét
fiir die Bindung der Substratmolekiile an die Sensoroberfla-
che.’® Die optischen Eigenschaften und inbesondere das
abgeschwichte Totalreflexionsspektrum der selbstorganisier-
ten Gold-Nanopartikel auf der Faser dndern sich mit dem
Brechungsindex der Umgebung der Gold-Nanopartikel. Ent-
sprechend &ndern biologische Erkennungsprozesse auf den
Nanopartikeln den Brechungsindex der Sensoroberfléche,
was sich in einer Anderung des Totalreflexionsspektrums des
Systems widerspiegelt. In einem Modellsystem ermoglichte
die Oberflichenmodifikation der Gold-Nanopartikel mit
Biotin die Detektion von Streptavidin mit einer Nachweis-
grenze von etwa 9.8 x 107''m.

Ein anderer DNA-Sensor beruht auf der Oberfldchen-
plasmonenresonanz-Spektroskopie mit verstirkter Transmis-
sion (ET-SPR-Spektroskopie).”® Diese Technik nutzt die
hohe Umgebungsabhingigkeit der Oberflichenplasmonen-
absorptionsbande der Gold-Nanopartikel. Hiervon ausge-
hend wurde mithilfe von Gold-Nanoinseln auf Glastriagern
ein Verfahren entwickelt, mit dem Anderungen des Mediums
(z.B. Luft gegen Wasser) ohne groen Kostenaufwand erfasst
sowie adsorbierte oder chemisch gebundene Molekiile de-
tektiert werden konnen. Die ET-SPR-Spektren reagierten auf
die Hybridisierung der mit Gold-Nanopartikeln markierten
DNA mit dem komplementiren DNA-Primer, der auf den
Gold-Nanoinseln immobilisiert war.

Dreieckige, etwa 100 nm breite und 50 nm hohe Silber-
Nanopartikel (Abbildung 33A) zeigen auBergewohnliche
optische Eigenschaften (Abbildung 33B).”*! Speziell die
Wellenldnge des Absorptionsmaximums (4,,,,) im lokalisier-
ten Oberflichenplasmonenresonanz(LSPR)-Spektrum rea-
giert unerwartet empfindlich auf GroBe, Form und die
lokale (ca. 10-30 nm) externe dielektrische Umgebung.
Diese Abhingigkeit von 4,,,, von der Nanoumgebung ermog-
lichte die Entwicklung einer neuen Klasse von Affinitéts-
Nanobiosensoren.”! Die auf der LSPR-Spektroskopie beru-
henden Biosensoren funktionieren ganz analog zu den SPR-
Sensoren, indem sie kleine Anderungen des Brechungsindex

B 0.26-

B674.7
648.2 730.8

o | T\W
L p22 b
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A f a

0.18 m

0.16 T T 1
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Abbildung 33. Nanobiosensor auf der Basis lokalisierter Oberflichen-
plasmonenresonanz (LSPR) mit dreieckigen Silber-Nanopartikeln zur
Markierung des Biomaterials. A) AFM-Aufnahme der dreieckigen
Silber-Nanopartikel. B) Amplifizierte LSPR-Analyse von Streptavidin
mithilfe der dreieckigen Silber-Nanopartikel: a) Silber-Nanopartikel
nach Modifikation mit T mm Biotin, b) biotinylierte Silber-Nanopartikel
nach Reaktion mit 100 nm Streptavidin, c) Streptavidin-beladene
Silber-Nanopartikel nach Reaktion mit biotinylierten Gold-Nanoparti-
keln. (Mit Genehmigung aus Lit. [265a], Copyright American Chemical
Society, 2002.)
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nahe der Edelmetalloberfliche in eine messbare Verschie-
bung der Wellenlédnge umwandeln.

Die LSPR-Technik wurde anhand des Streptavidin-
Biotin-Systems getestet.”**! Die dreieckigen Silber-Nanopar-
tikel wurden mit Biotineinheiten funktionalisiert und die
Anderungen der LSPR wihrend der Bindung von Streptavi-
din-Molekiilen verfolgt (Abbildung 33 B). Eine weitere Ver-
stirkung des LSPR-Signals wurde durch die sekundire
Kupplung biotinylierter Gold-Nanopartikel an die Streptavi-
din-gesittigte Oberfldche erreicht. Basierend auf der gleichen
Methode wurde auch ein Immunsensor entwickelt.*"!

Die SPR-Spektroskopie wurde zur Untersuchung bioka-
talytischer Reaktionen mit Verstdrkung durch Gold-Nano-
partikel eingesetzt. Gold-Nanopartikel, die mit N,N-Bipyri-
dinium(Viologen)-Einheiten funktionali-
siert waren, die kovalent an die Thiopro-
nin-Schale binden, wurden an den Redox-
schritt der NAD'/NADH-Cofaktoren
gekoppelt.”® Die Viologen-Schale-Ein-
heiten wurden biokatalytisch mit NADH
als Cofaktor in Gegenwart von Diaphorase
reduziert. Die reduzierten Viologeneinhei-
ten wurden auf einer SPR-Platte adsor-
biert, wodurch die Goldkorner dichter an
die Sensorschnittstelle gebracht wurden.
Die Plasmonenkopplung zwischen der
Gold-SPR-Platte und den Gold-Nanopar-
tikeln verursachte eine verstiarkte Verén-
derung des SPR-Spektrums in Abhingig-
keit von der NADH-Konzentration. Bei
einem umgekehrten Aufbau wurden die

A []s-cHa)eSH
S-(CHp)g-5H
S-(CHs)g-SH

S-{CHalg-SH
Au

B 1.07

0.8}
H |
D.Elr
0.4}

0.2}
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fiihren.””! Zu diesem Zweck wurden Gold-Nanopartikel
(1.4nm) mit N°(2-Aminoethyl)flavinadenindinucleotid
(Aminoderivat des FAD-Cofaktors; 49) funktionalisiert, mit
Apo-Glucoseoxidase (apo-GOx) rekonstituiert und dann
unter Selbstorganisation auf einem diinnen Goldfilm (SPR-
Elektrode) abgeschieden. Als Linker fungierte eine Mono-
schicht des langkettigen Dithiols HS(CH,),SH, die die bio-
katalytische GOx in einer festgelegten Konfiguration an die
Gold-Nanopartikel fixierte (Abbildung 34 A).***] Durch die
biokatalytische Oxidation von Glucose wurde der reduzierte
Cofaktor FADH, gebildet. Unter Ausschluss von Sauerstoff,
dem natiirlichen Elektronenacceptor der GOx, wandern die
Elektronen vom reduzierten Cofaktor auf die Gold-Nano-
partikel, die dadurch aufgeladen werden. Die langkettige

Glucose
-(CHalg-SH |

(CH)y S 18

5-{CHz)erS

-(CHa)g-SH Glucon-

saure

Viologen-Schale-Einheiten  elektroche- 0'05'3
misch reduziert und auf der SPR-Elektro-
de abgeschieden. In Gegenwart des Co-
faktors NAD* und Diaphorase wurden die
reduzierten  Viologeneinheiten  durch
NAD?* reoxidiert und wieder aufgeldst. D
Die Abnahme der Beladung mit Gold-
Nanopartikeln auf der SPR-Elektrode
filhrte zu einer verstirkten Verdnderung
des SPR-Spektrums in Abhéngigkeit von
der NAD™'-Konzentration. Angemerkt
werden soll hier noch, dass die Verwen-
dung von molekularem Viologen, das nicht
an die Gold-Nanopartikel gekuppelt ist,
unter den gleichen Bedingungen nur ge-
ringfiigige Anderungen des SPR-Spek-
trums hervorrief, die keinen Nachweis
der NAD*/NADH-Cofaktoren zulieRen.
Die Aufladung von Gold-Nanoparti-
keln auf einer SPR-Sensoroberfldche ver-
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dndert die SPR-Spektren abhingig vom
Ausmaf der elektrischen Ladung auf den
Gold-Nanopartikeln. ~ Verbindet man
daher eine biokatalytische Reaktion mit
einer Elektroneniibertragung auf die
Gold-Nanopartikel (wodurch diese aufge-
laden werden), ergibt sich die Moglichkeit,
eine SPR-Analyse des Vorgangs durchzu-
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Abbildung 34. A) Anordnung von Gold-Nanopartikel-gebundener rekonstituierter Glucoseoxi-
dase (GOx) an einer Dithiol-Monoschicht auf einer SPR-aktiven Oberfliche und biokatalyti-
sche Aufladung der Gold-Nanopartikel in Gegenwart von Glucose. B) SPR-Spektren des Gold-
Nanopartikel/GOx-Hybridsystems bei Zugabe von Glucose: a) 0 mm, b) 0.3 mm, c) 1.6 mm,
d) 8 mm, e) 40 mwm, f) 100 mm. C) Kalibrierkurve der minimalen Verschiebung der SPR-Spek-
tren als Funktion der Glucosekonzentration. D) Anordnung des Gold-Nanopartikel/CdS-Nano-
partikel /Acetylcholin-Hybridsystems auf einer SPR-aktiven Oberfliche. Die photochemische
Aufladung der Gold-Nanopartikel wird durch die biokatalytische Reaktion gesteuert. EDC=
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid.
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Dithiol-Monoschicht bildet eine Barriere gegen das Tunneln
der Elektronen von den Gold-Nanopartikeln hin zum Gold-
Trager und isoliert so die generierte elektrische Ladung auf
den Gold-Nanopartikeln. Die Plasmonenkopplung zwischen
den geladenen Gold-Nanopartikeln und dem Gold-Trager
verschiebt das SPR-Spektrum abhingig von der auf den
Nanopartikeln erzeugten Ladung (Abbildung 34B). Da die
Aufladung von der Geschwindigkeit der biokatalysierten
Reaktion abhingt, wird die SPR-Verschiebung durch eine
Steigerung der Glucosekonzentration verstarkt (Abbil-
dung 34 C). Die optische Transduktion der Glucosekonzen-
tration durch das biologische ,,Pumpen* der Elektronen in
die Gold-Nanopartikel ist ein neues Konzept in der Biosen-
sorik.

In einem verwandten System wurden Acetylcholinestera-
se-Inhibitoren iiber die photoelektrochemische Aufladung
von Gold-Nanopartikeln durch CdS-Nanopartikel nachge-
wiesen.”® Eine Doppelschicht aus Gold-Nanopartikeln, die
kovalent an CdS-Nanopartikel gebunden waren, wurde auf
einer SPR-aktiven Goldoberfliche mit einer Cysteamin-
Monoschicht als Linker aufgebracht (Abbildung 34 D). Das
Enzym Acetylcholinesterase (AChE) wurde kovalent an die
CdS-Nanopartikel gekuppelt, wobei das biokatalytische
Gold/CdS-Nanopartikel/ AChE-Enzym-Aggregat  gebildet
wurde. Bei der Hydrolyse von Acetylthiocholin (53) durch
das Enzym entsteht in situ Thiocholin (54), das als Elektro-
nendonor wirkt. Durch Photoanregung der CdS-Nanoparti-
kel werden Elektron-Loch-Paare im Leitungsband bzw. im
Valenzband erzeugt. Der in situ vom Enzym freigesetzte
Elektronendonor 54 fiangt die Locher im Valenzband ab,
sodass die Elektronen im Leitungsband zu den Gold-Nano-
partikeln transportiert werden konnen. Da die Cysteamin-
Linker als Tunnelbarriere fiir die zusétzliche Elektronen-
iibertragung zum Gold-Trager wirken, wird die Ladung auf
den Gold-Nanopartikeln fixiert, wodurch sich das SPR-
Spektrum des Systems veridndert. Die Verdnderungen des
SPR-Spektrums hédngen vom Ausmal3 der Aufladung der
Nanopartikel ab, die durch die Konzentration des in situ
erzeugten Elektronendonors 54 bestimmt wird. AChE-Inhi-
bitoren wie 1,5-Bis(4-Allyldimethylammoniumphenyl)pen-
tan-3-ondibromid (55) hemmen die biokatalytische Bildung
des Elektronendonors mit steigender Konzentration des
Inhibitors. Dies fiihrt wiederum zu einer Veridnderung der
elektrischen Aufladung der Gold-Nanopartikel und der re-
sultierenden SPR-Spektren des Systems. Auf diese Weise lésst
sich die AChE-Aktivitit optisch testen, und Enzyminhibito-
ren konnen quantitativ bestimmt werden.

Mit der oberflichenverstirkten Raman-Streuung von
Nanopartikel-gebundenen Substraten lassen sich molekulare
Schwingungsspektren bis zu 10°fach verstirken.?'*2®l In
einigen frithen Studien konnten verstiarkte Raman-Spektren
von Cytochromc auf Gold-Nanopartikeln, die mit aggregier-
ten Silberclustern assoziiert waren, detektiert werden.?*!
Auch von Himoglobin an Silber-Nanopartikeln wurden ver-
stirkte Raman-Spektren aufgenommen.”® Durch Modifika-
tion von Metall-Nanopartikeln mit Raman-aktiven Farbstof-
fen konnten mehrfach codierte Nanopartikel hergestellt
werden.”’”! Denkbar sind Systeme mit tausenden von
Codes, die durch oberflichenverstirkte Raman-Spektrosko-
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pie geschrieben und gelesen werden konnen, ohne dass eine
rdaumliche Auflosung der Komponenten des Codes erforder-
lich wire” Die Eignung der oberflichenverstirkten
Raman-Spektroskopie (SERS) zur Analyse von biologischen
Erkennungsprozessen wurde in Experimenten mit Gold-
Nanopartikeln nachgewiesen, die mit Raman-aktiven Farb-
stoffen und Erkennungselementen funktionalisiert wa-
ren.’®I Die Bildung des komplementiren Erkennungskom-
plexes auf der Sensoroberflidche, gefolgt von der stromlosen
Abscheidung von Ag’-Inseln auf den Gold-Nanopartikeln,
ermoglichte den Nachweis der Erkennungsprozesse tiber ihr
SERS-Signal. Das Konzept wurde auf den parallelen Nach-
weis von Analyten auf Oberflichen in einem Array ange-
wendet. Hierzu wurden drei unterschiedliche thiolfunktiona-
lisierte Raman-aktive Farbstoffe (Cy3, Cy3.5 und Cy5) durch
einen aus 20 Basen bestehenden Nucleinsdure-Spacer (A,)
mit den drei niedermolekularen Verbindungen Biotin, Dig-
oxigenin und Dinitrophenyl gekuppelt.?’® Diese funktiona-
len Einheiten wurden mit Gold-Nanopartikeln (13 nm) ver-
kniipft, wodurch drei Arten von mit Raman-aktiven Farb-
stoffen markierten Gold-Nanopartikeln erhalten wurden
(Abbildung 35A). Mit diesen markierten Nanopartikeln
wurden dann spezifische Wechselwirkungen zwischen den

Laser —> SERS

Ag®
Hydrachinon L4

V4
Y A YYY
RD | Raman-Farbstoffe: Cy3; Cy3.5; Cy5

x: Anti-Biotin
y: Anti-Digoxigenin . . A,,-Spacer

Z: Anti-Dinitrophenyl
et F’ Biotin; Digoxigenin; Dinitrophenyl

’ .:. 1 AM'\-—"A‘\MJLCYS
flass U le Cyas
i+ M.LJM

400‘ a0d 1200 1600
Flom™ —

Abbildung 35. A) Anwendung von Gold-Nanopartikeln, die mit Raman-
aktiven Farbstoffen funktionalisiert sind, zur verstirkten parallelen Im-
munsensorik. B) Flachbett-Scans von silberverstirkten Mikroarrays in
einer Immunsensoranordnung mit unterschiedlichen Antikérpern. Die
Antikérper sind mit Gold-Nanopartikeln beladen, an denen die jeweili-
gen Antigene und unterschiedliche Raman-aktive Farbstoffe befestigt
sind. C) Typische Raman-Spektren, die den farbigen Punkten im Im-
munsensor-Array entsprechen. (Teile B und C mit Genehmigung aus
Lit. [270b], Copyright American Chemical Society, 2003.)
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komplementiren Antikorpern (monoklonale Maus-Antikor-
per gegen Biotin, Digoxigenin und Dinitrophenol) nachge-
wiesen. Die unterschiedlichen Antikorpertypen wurden
durch Spotting auf eine Oberfliche aufgetragen und die
spezifische Bindung von Gold-Nanopartikeln nach stromlo-
ser Abscheidung von Ag’ auf den Gold-Nanopartikeln mit
SERS verfolgt (Abbildung 35B). Die selektive Analyse der
drei unterschiedlichen Gold-Nanopartikel-Markierungen
mithilfe der vorher erzeugten Antikorpermuster auf der
Oberflache des Sensors ist in Abbildung 35 C dargestellt.

Ein dhnliches Konzept wurde auch bei der Detektion von
Protein-Protein-Wechselwirkungen angewendet. Hierbei
wurden Gold-Nanopartikel eingesetzt, die mit spezifischen
Antikorpern funktionalisiert und mit spezifischen Raman-
Farbstoffen codiert waren.””™ Die Weiterentwicklung der
SERS-Technik fiihrte zu hochempfindlichen Immunas-
says,’!1 z. B. zum Nachweis des prostataspezifischen Antigens
PSA im femtomolaren Bereich mit Gold-Nanopartikeln, die
mit einem entsprechenden Antikorper beladen waren.?’'?

Halbleiter-Nanopartikel (z.B. CdS, CdSe, ZnS) kdnnen
als Fluoreszenzmarkierungen fiir Immun- und DNA-Senso-
ren fungieren. Sie zeichnen sich durch eine veridnderliche
Wellenldnge, schmale Emissionspeaks und eine 100fach
hohere Stabilitdt als organische Fluoreszenzfarbstoffe
aus.'*™221 7Zum Beispiel wurden CdSey,-ZnSy.-Nano-
partikel mit Avidin funktionalisiert und als Fluoreszenzmar-
kierungen fiir biotinylierte Antikérper verwendet. Mit Fluo-
roimmunassays auf der Basis dieser Antikorper-konjugierten
Nanopartikel gelang es, Proteintoxine (Staphylococcen-En-
terotoxin B, Cholera-Toxin) nachzuweisen .’

Vier unterschiedlich grole CdSeg.,-ZnSy.-Nanoparti-
kel mit nicht tiberlappenden Emissionswellenldngen im Be-
reich von 530 bis 640 nm wurden zur Modifizierung von vier
unterschiedlichen Nucleinsduren verwendet.””?¢! Die modifi-
zierten Nucleinsduren wurden selektiv durch spezifische
Hybridisierung mit einem Array der komplementdren DNA
gesammelt und anhand eines Fluoreszenzbildes des Arrays
analysiert. Uber einen weiteren Ansatz fiir DNA-Hybridisie-
rungs-Assays mit metallverstirkter Fluoreszenz wurde vor
kurzem berichtet.””®) Thiolderivatisierte Oligonucleotide
wurden an Silber-Nanopartikel konjugiert, die ihrerseits auf
einem Glassubstrat fixiert waren. Bei der Hybridisierung mit
dem komplementdren Fluorescein-markierten Oligonucle-
otid wurde in Gegenwart der Silber-Nanopartikel eine 12fach
verstirkte Fluoreszenz beobachtet. Die verstirkte Fluores-
zenz im Fliegleichgewicht wurde der verkiirzten Lebenszeit
des Farbstoffes in der Nihe der Silber-Nanopartikel zuge-
schrieben. Damit war es gelungen, die Hybridisierung anhand
der Zerfallskinetik der Farbstoffemission zu detektieren. Aus
den Ergebnissen lésst sich ableiten, dass Silberpartikel viel-
seitige Marker zum verbesserten Nachweis der DNA-Hy-
bridisierung sind. In analoger Weise wurde die durch Silber-
Nanopartikel verstdrkte Fluoreszenz fiir einen Immunassay
von Insulin in Serum genutzt.”¥

CdSexem-ZnSyy.-Nanopartikel als photochemische Zen-
tren wurden zur Untersuchung der Dynamik von DNA-
Replikationen und DNA-Telomerisationen eingesetzt. Die
Detektion beruht auf dem resonanten Transfer von Fluores-
zenzenergie (FRET) auf Farbstoffmolekiile, die in die neu
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replizierte DNA oder das Telomer eingebaut werden.?”
CdSegn-ZnSyy-Nanopartikel wurden mit dem Primer 88
funktionalisiert, der zu einem Abschnitt der M13mp18-DNA
komplementér ist. Die Hybridisierung der M13mp18-DNA
an der Nanopartikel-Oberflache, gefolgt von der Replikation
des Aggregats durch die zugegebene Polymerase (Klenow-
Fragment) mit einer Nucleotid-Mischung (ANTP), die Texas-
rot-derivatisiertes dUTP (89) enthielt, verlief unter gleich-
zeitigem Einbau der Farbstoffmarkierung in die neu repli-
zierte DNA (Abbildung 36 A, Weg a). Der FRET-Prozess
vom Halbleiter-Nanopartikel zum eingebauten Farbstoff re-
sultiert in einer Emission vom Farbstoff bei gleichzeitigem
Quenching der Nanopartikel-Fluoreszenz (Abbildung 36B).

A Ay
; :| Klenow- D D
Fragment Df"f""ﬂ
DMNA M13mp18 - D’ FRET
88 ader 90 / - D-dUTP :
a / Hybridisierung dNTP )
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Abbildung 36. A) Replikation (Weg a) und Telomerisation (Weg b) an
Nucleinsdure-funktionalisierten CdSy.,,-ZnSye-Nanopartikeln mit
Einbau von Texasrot-markiertem dUTP und anschlieRendem FRET von
den photoangeregten Quantenpunkten zu den eingebauten Farbstoff-
molekiilen. B) Emissionsspektren der zeitaufgelésten DNA-Replikation:
a) 0 min, b) 10 min, c) 30 min, d) 60 min. C) Emissionsspektren der
zeitaufgelésten Telomerisation: a) 0 min, b) 10 min, c) 30 min,

d) 60 min.

Mit der gleichen Methode wurden Telomerase-Aktiviti-
ten in Krebszellen bestimmt.?”” Die CdSey.;,-ZnSyu.-Nano-
partikel wurden mit der Nucleinsdure 90 funktionalisiert, die
von der Telomerase erkannt wird. Behandelt man die Nano-
partikel mit einem HeLa-Tumorzellextrakt in Gegenwart der
dNTP-Mischung (einschlieBlich des Texasrot-markierten
dUTP 89), wird der Primer telomerisiert und gleichzeitig
die Farbstoffmarkierung eingebaut (Abbildung 36 A, Weg b).
Es findet ein FRET-Prozess vom angeregten Halbleiter-
Nanopartikel zu den Farbstoffzentren statt. Die zeitabhingi-
ge Zunahme der Fluoreszenzemission des Farbstoff wurde als
Messsignal fiir die Dynamik der Telomerisierung und zur
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Bestimmung der Telomerase-Aktivitdt in den Tumorzellen
ausgewertet (Abbildung 36C). Ahnlich konnte mit dem
FRET-Prozess die Bindung farbstoffmarkierter Proteine an
die  CdSegeq-ZnSyy.-Nanopartikel — sichtbar ~ gemacht
werden,””"! womit der Weg fiir einen FRET-basierten Im-
munsensor geebnet wurde.

Die Funktionalisierung eines Protein-Riickgrats mit pho-
toisomerisierbaren, photochromen Einheiten ergab ein Hy-
bridsystem, in dem die FRET-Effizienz durch den Isomerie-
zustand des Photochroms gesteuert wird, sodass die Fluores-
zenzintensitdt des gebundenen Nanopartikels moduliert
werden kann.?”"

Farbstoffdotierte SiO,-Nanopartikel als Marker fiir bio-
analytische Anwendungen wurden kiirzlich vorgestellt.*’!
Die SiO,-Partikel mit Durchmessern zwischen 2 und 100 nm
fungieren als vielseitige Matrix zur Immobilisierung von
Biomaterialien wie Proteinen oder DNA. Die eingeschlosse-
nen Fluorophore sind stabiler gegen Ausbleichen als die
freien Molekiile. Daneben ergibt sich durch die Ansammlung
vieler eingeschlossener Fluoreszenzmarker in einem einzel-
nen SiO,-Nanopartikel eine Moglichkeit zur Signalverstar-
kung, da ein einzelnes biologisches Erkennungsereignis durch
Emission zahlreicher Fluorophormolekiile abgebildet wird.

7. Biomolekular funktionalisierte magnetische
Partikel

Magnetische Partikel (Mikrokiigelchen, Nanokiigelchen,
Ferrofluids) werden intensiv erforscht und vielfach in der
Biologie und Medizin eingesetzt, z.B. fiir magnetisches
Targeting (von Wirkstoffen, Genen, Radiopharmazeutika),
Magnetresonanz-Bildgebung, Diagnostik, Immunassays,
RNA- und DNA-Reinigung, Gen-Klonierung, Zelltrennung
und -reinigung.”” Die magnetischen Partikel liegen meist als
Kern-Hiille-Spezies vor, in denen die biologische Kompo-
nente (Zellen, Nucleinsduren, Proteine) iiber organische
Linker als polymere Hiille an den magnetischen Kern ge-
bunden ist.”® Die Koordination von Biomaterial an die
primére organische Hiille ist mit einer Reihe von Techniken
analysiert worden (z.B. durch Kapillarelektrophorese mit
laserinduzierter Fluoreszenzdetektion).”**! Hybride aus Bio-
material und magnetischen Partikeln werden vor allem zur
Konzentrierung, Trennung, Regenerierung, mechanischen
Translokation und zum Targeting von Biomaterialien einge-
setzt. Mit Phospholipid beschichtete magnetische Nanoparti-
kel mit einem etwa 8 nm messenden Magnetitkern wurden
beispielsweise zur Sammlung und Trennung von Proteinen
aus Proteinmischungen verwendet.”**® Mit einem Konjugat
aus synthetischen Fe;O,-Magnetpartikeln und daran adsor-
bierten Antikérpern konnten Zellen nach spezifischer Bin-
dung durch ein #uBeres Magnetfeld getrennt werden.!]
Magnetische Nanopartikel (FePt, ca. 4 nm im Durchmesser),
die mit Vancomycin (Van) funktionalisiert waren, adsorbier-
ten selektiv Gram-positive Bakterien durch molekulare Er-
kennung zwischen Vancomycin und dem terminalen Peptid
D-Ala-D-Ala auf der Oberfliche der Zellen.™ Es wurde
unerwarteterweise festgestellt, dass die Van-modifizierten
magnetischen Nanopartikel auch an Gram-negative Bakteri-
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en wie E. coli binden. Die adsorbierten E.-coli-Zellen wurden
gereinigt und mithilfe eines duleren Magnetfelds transpor-
tiert.

Eine magnetische Nanofalle wurde fiir die Trennung und
Sammlung von Spuren von DNA/mRNA aus Gemischen und
Tumorzellen entwickelt. Die entscheidende Komponente der
Nanofalle war ein Magnetnanopartikel als Carrier, das mit
einem molekularen Signalgeber als DNA-Sonde fiir die
Generkennung und -sammlung gekuppelt wurde.”® Eine
hohe Nachweisempfindlichkeit fiir molekulare Erkennungs-
prozesse wurde mit magnetisch markierten Biomolekiilen
und magnetoresistiven Sensoren erzielt.”® Durch schicht-
weise Ablagerung von Enzymen und magnetischen Partikeln
wurde ein Bioreaktor hergestellt, der die Moglichkeit bietet,
desaktivierte biokatalytische Schichten mit einem externen
Magneten herauszuziehen und durch neue aktive Biokataly-
satorschichten zu ersetzen.™!

Durch Verwendung magnetischer Nanopartikel lassen
sich magnetoelektronische Materialien und Funktionseinhei-
ten mit verbesserten Eigenschaften entwickeln. Biomateria-
lien konnen als Template fiir die Synthese von magnetischen
Nanopartikeln fungieren. So wurden monodisperse magneti-
sche Co/Pt-Nanopartikel im Inneren der Apo-Ferritin-Hoh-
lung erzeugt und dann selbstorganisierend in Form eines
diinnen Films auf einen Glastriger aufgezogen. Man erhélt
ein magnetisches Speichermedium mit einer moglichen
Speicherdichte im Bereich von Terabit pro Inch? 2

Einige aktuelle Forschungsarbeiten befassen sich mit der
Kopplung von funktionalen Magnetpartikeln mit Biomate-
rialien. Ziel ist die Entwicklung von Biomaterial-Magnetpar-
tikel-Hybriden mit magnetisch regulierbaren Funktionen.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in den folgenden
Abschnitten zusammengefasst.

7.1. Synthese von biomolekular funktionalisierten
Magnetpartikeln

Magnetische Partikel enthalten im Allgemeinen einen
Kern aus Fe;O, (Magnetit) oder y-Fe,0O; (Maghémit). Die
primdre Modifikation mit einer organischen Hiille wird
entweder durch Adsorption eines organischen Polymers
oder durch kovalente Anbindung eines funktionalisierten
Organosilanfilms realisiert. Praktikable Synthesen zur Her-
stellung von Magnetpartikeln mit festgelegter Grofle und
Magnetisierung wurden entwickelt.?”?®! Zu nennen wire
etwa die Synthese von Magnetit-Nanopartikeln definierter
GroBe in organischen Losungsmitteln.”! Goldbeschichtete
Eisen-Nanopartikel mit einem spezifischen magnetischen
Moment von 145 emug™' und einer Koerzivitit von 1664 Oe
wurden préapariert und fiir biomedizinische Anwendungen
getestet.™ Die Goldhiille ermoglicht weitere Modifikatio-
nen der magnetischen Nanopartikel mit Biomolekiilen. Auch
Siliciumdioxidpartikel mit magnetischen Nanopartikeln als
Kern wurden fiir die Bindung von Proteinen an die duflere
Sphére der anorganischen Kiigelchen und zur Biokatalyse
eingesetzt.”!!

Organische funktionelle Gruppen in der dufleren Hiille,
die mit diesen Methoden eingefiihrt wurden, konnen mit
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Biomolekiilen gekuppelt werden,™ und eine Reihe von
Syntheseansidtzen wurde bereits beschrieben. Kiirzlich be-
richtet wurde z.B. iiber die Herstellung und Charakterisie-
rung magnetischer Nanopartikel mit organischen Hiillen fiir
die kovalente Immobilisierung von Enzymen (z.B. Meerret-
tich-Peroxidase oder Lipase).”” Die Immobilisierung von
Enzymen auf magnetischen Partikeln ergibt biokatalytisch
aktive Partikel. In einem Beispiel wurde Alkoholdehydroge-
nase kovalent an Fe;O,-Magnetpartikel gebunden; das im-
mobilisierte Enzym wies hohe katalytische Aktivitit auf.®*
Enzymmodifizierte Magnetpartikel zeigten auch bioelektro-
katalytische Aktivitit, wenn sie mit einer Elektrodenoberfla-
che kontaktiert wurden. Die reversible Assoziation
von Proteinen gelang mit negativ geladenen magnetischen
Fe;0, kem-Polyacrylyyy-Partikeln.”™ Die Bindung von Pro-
teinen wurde durch elektrostatische Wechselwirkungen zwi-
schen den Proteinen und der negativ geladenen Hiille ge-
steuert. Die Proteinmolekiile, die bei niedrigen pH-Werten
(pH < pI, dem isoelektrischen Punkt) positiv geladen waren,
wurden durch die negativ geladene Hiille elektrostatisch
angezogen, wihrend bei hoheren pH-Werten (pH > pl) die
negativ geladenen Proteinmolekiile von den funktionalisier-
ten Magnetpartikeln abgestolen wurden. Die reversible
Assoziation/Dissoziation der Proteine an die Magnetpartikel
bzw. von den Magnetpartikeln weg wurde zum Sammeln,
Reinigen und Transportieren von Proteinen genutzt.

DNA-Molekiile wurden mit einer Mischung von Fe**-
und Fe**-Ionen umgesetzt, die elektrostatisch an die DNA-
Ketten anlagerten.” Die Eisen-Ionen wurden chemisch zu
Fe;O,-Magnetitpartikeln umgewandelt, die nun mit den
DNA-Molekiilen konjugiert waren. Die markierte DNA
konnte mit komplementédren Oligonucleotiden hybridisieren,
und die mit den DNA-Molekiilen verbundenen Magnetpar-
tikel ermoglichten eine Trennung der markierten DNA von
nichtmarkierten Stréangen.

Die kooperative Aggregation von magnetischen Nano-
partikeln in Gegenwart von Aminosdurepolymeren wurde
ndher untersucht. Dabei zeigte sich, dass elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen Blockcopolypeptiden und Na-
nopartikeln die Organisation der Komponenten steuern.”
Die Zugabe von Polyasparaginsdure initiierte die Aggregati-
on von Maghidmit-Nanopartikeln zu Clustern, ohne dass es
zur Ausfillung kam. Die Zugabe des Blockcopolypeptids
Poly(EG,-Lys),-b-poly(Asp)s, induzierte eine kontrollierte
Organisation von magnetischen Nanopartikeln. Ursache ist
moglicherweise die Bildung von kernhaltigen Micellen, be-
stehend aus elektrostatisch an die Polyasparaginsdure-Enden
des Blockcopolypeptids gebundenen Nanopartikeln. Auf
diese Weise konnen die Poly(EG,-Lys)-Enden der Copoly-
mere die Hiille der Micelle bilden und so die Cluster
stabilisieren und ihre Grofle bestimmen. Durch Variieren
der Zusammensetzung des Blockcopolypeptids sollte es
moglich sein, GroBe und Stabilitdt der dispersen Nanoparti-
kel-Cluster gezielt zu steuern, woraus sich breite Perspekti-
ven fiir die Anwendung solcher kooperativ assoziierter
Nanokonjugate ergeben.

Anorganische Nano- und Mikropartikel, einschlie3lich
magnetischer Partikel, konnen mit biochemischen Methoden
erzeugt werden. Die Forschungen zur Biomineralisation
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haben Moglichkeiten aufgezeigt, Materialien mithilfe der
molekularen Wechselwirkungen zwischen supramolekularen
organischen oder bioorganischen Aggregaten und anorgani-
schen Materialien zu synthetisieren.”'***! Proteinkiifige,*”!
insbesondere virale,** fungieren als strukturell begrenzte
»Nanoreaktoren* fiir die Synthese anorganischer Nanomate-
rialien. Kéfige aus viralen Proteinen gibt es in vielen Grof3en
und Formen. Sie sind in der Lage, Strukturiiberginge einzu-
gehen, die einen kontrollierten Zugang zum Inneren des
Proteinkifigs zulassen.”? Noch mehr Flexibilitit in der
Synthese erhilt man durch gentechnische und chemische
Modifikation dieser Template.**¢!

Das natiirliche Protein Ferritin stellt einen strukturell
begrenzten Reaktionsraum fiir die Synthese von natiirlichen
und synthetischen anorganischen Nanomaterialien zur Ver-
fiigung.!'? 239 Ferritin ist besonders geeignet, um magne-
tische Partikel definierter Grof3e und Form in der Protein-
hohlung zu erzeugen.'” Dazu wird der nichtmagnetische
Kern aus 5Fe,0;9H,0 chemisch aus der Proteinhohlung
entfernt und ein kiinstlicher magnetischer Kern aus Magnetit
(Fe;0,)!" oder Magnetit/Maghimit (Fe;O,/y-Fe,0;) in
die Hohlung des Apoferritins gebracht. Laut elektrochemi-
scher Untersuchung von Ferritin auf einer ITO-Elektrode ist
der Eisenoxidkern des Ferritins elektrisch mit der Elektrode
kontaktiert.*™ Durch reduktive Entfernung des Eisenoxid-
kerns entsteht Apoferritin. Durch gentechnische Manipula-
tion des Ferritin-Gens wurde die GroBe der Hohlung so
variiert, dass monodisperse Magnetit-Nanopartikel unter-
schiedlicher GroBe erzeugt werden konnten !

Das ungewohnliche Ferritin-dhnliche Protein aus dem
Bakterium Listeria innocua bildet eine sehr kleine Kifig-
struktur aus zwolf Untereinheiten, die eine Hohlung von
5 nm Durchmesser umfassen.”®! Der Kifig hat eine Aufnah-
mekapazitdt von nur 500 Eisenatomen in Form eines Nano-
partikels aus Eisen(iir)-oxyhydroxid.’! Mit diesem System,
das ein neues GroBenregime erschliet, ergibt sich ein
vielversprechender Ansatz fiir die gezielte Abstimmung
groflenabhingiger Materialeigenschaften.

Die natiirliche Proteinhiille der Nanopartikel stellt funk-
tionelle Gruppen fiir die kovalente Bindung von Biomolekii-
len bereit. Das gut beschriebene CCM-Virus (cowpea chlo-
rotic mottle virus) in nucleinsidurefreiem Zustand wurde als
Ausgangsmaterial fiir die Herstellung eines Kéfigs mit spezi-
fischer chemischer Funktionalitit genutzt (Mimetikum des
Eisenspeicherproteins Ferritin).”””! Die CCMV-Proteinkifige
bestehen aus 180 identischen Untereinheiten von 20 kDa, die
sich zu einer leeren Virushiille mit Ikosaedersymmetrie
zusammenlagern (Abbildung 37a). Eine Strukturanalyse
zeigt, dass der virale Proteinkifig fiir kleine Molekiile durch
Poren zugénglich ist, die an den Beriihrungsstellen zwischen
den Proteinuntereinheiten entstehen. Der leere Proteinkéfig
hat einen Auflendurchmesser von 28 nm und einen Innen-
durchmesser zwischen 18 und 24 nm (Abbildung 37b). Die
Hohlung des CCM-Virus ist also doppelt so grof3 wie die des
Ferritins. Das CCM V-Hiillprotein wurde gentechnisch modi-
fiziert, indem neun basische Reste am N-Terminus durch
Glutaminsdure ersetzt wurden. Die Mutante aggregierte
bereitwillig zu einer Kifigstruktur, die der des Wildtyps
dhnelte. Dieser elektrostatisch verdnderte virale Proteinkéfig
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Abbildung 37. a) Banderdarstellung des 180 Untereinheiten enthalten-
den Proteinkifigs des CCM-Virus; b) Schnittbild, das die zentrale Héh-
lung des Proteinkifigs zeigt. (Mit Genehmigung aus Lit. [307].)

katalysiert jedoch zusitzlich die schnelle Oxidation von Fe**,
wodurch ein rdumlich eingegrenztes Eisenoxid-Nanopartikel
von 24.0+ 3.5 nm im Inneren des Kifigs erhalten wird.

Viele mikro- und nanostrukturierte magnetische Mate-
rialien, eingebettet in biologische Strukturen, sind durch
Biomineralisation zuginglich.’® Einige Bakterien (z.B. Ma-
gnetospirillum magnetotacticum MS-1,! Magnetospirillum
sp. MGT-1,B" Magnetospirillum sp. AMB-1°" und Magne-
tospirillum gryphiswaldense®?) produzieren natiirliche ma-
gnetische Partikel (Fe;O,, 50-100 pm), die in Ketten aufge-
reiht in eine Lipidmembran eingehiillt sind.’™™! Solche um-
hiillten Partikel konnten aus den entsprechenden Bakterien
isoliert® und mit Biomolekiilen iiber bifunktionelle Linker
(z.B. Glutardialdehyd) gekuppelt werden. Sie wurden als
aktive Komponenten in Fluoroimmunassays,”*'” Chemilumi-
neszenz-Immunassays,*'® zur mRNA-Isolierung®®” und als
DNA-Carrier®"®! eingesetzt.

7.2. Antigen- und Antikérper-funktionalisierte Magnetpartikel in
Immunsensoren

Mit Antigenen oder Antikorpern funktionalisierte Ma-
gnetpartikel fanden in mehreren Immunassay-Verfahren
Verwendung.”™ In den meisten Fillen wurden die Partikel
zur Isolierung und Konzentrierung der Sensormaterialien
sowie zur Regenerierung der Sensorschnittstelle nach Been-
digung der Analyse eingesetzt. So wurden magnetische
Nanopartikel mit Antigenen oder Antikorpern gekuppelt,
mit einem externen Magneten zu einer Quarzkristall-Mikro-
waage dirigiert und als Immunsensor verwendet.’'”! Die
Methode ermoglicht die schnelle Regeneration der Sensor-
oberfliche durch einfachen Austausch der modifizierten
Magnetpartikel. In einem anderen Fall wurden Gold-Nano-
partikel mit Dinitrophenyl-derivatisierten Mercaptodextra-
nen beschichtet. Diese binden spezifisch an magnetische
Kiigelchen, die den passenden DNP-Antikorper tragen.?”!
Die Immunerkennungsreaktionen konnten anhand der Ab-
sorptionsspektren der Gold-Nanopartikel-Marker verfolgt
werden. Die Magnetpartikel ermdglichen eine einfache Rei-
nigung und Konzentrierung der Analyt-Proben. Magnetpar-
tikel mit einer Codierung (eingefiihrt durch die Funktiona-
lisierung des Partikels) wurden fiir parallele Immunassays
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von Analyten eingesetzt. Bei den Untersuchungen wurde ein
adressierbarer Mikropartikel-Array auf einem Chip einge-
setzt.[!!

Die intrinsischen magnetischen Eigenschaften der Parti-
kel konnen als Messgrof3e in der Biosensorik genutzt werden.
Zum Beispiel wurden Adenoviren (ADVs) mit Anti-ADV-
beladenen magnetischen Nanopartikeln zu einem Aggregat
vernetzt.”?! Das Konjugat aus ADV und magnetischen
Nanopartikeln wurde anhand der Relaxationszeit 7, von
Wasser detektiert. Bereits fiinf Viruspartikel reichten fiir
einen Nachweis aus.

7.3. DNA-Analyse mit Oligonucleotid-derivatisierten
Magnetpartikeln

Trennungs- und Reinigungsschritte vor der elektrochemi-
schen DNA-Analyse werden vereinfacht, wenn man die
DNA-Analyten an Magnetpartikeln anbringt.’?! Eine rever-
sible, magnetisch gesteuerte Oxidation der DNA gelang
mithilfe Nucleinsiure-derivatisierter =~ Magnetpartikel.[’**!
Avidin-modifizierte Magnetpartikel wurden mit der biotiny-
lierten Nucleinsdure-Sonde beladen und anschlieSend mit der
komplementdren DNA hybridisiert. Zwei Elektroden aus
Kohlenstoffpaste wurden auf einer Oberfliche aufgebracht
und als Arbeitselektroden geschaltet. Die rdumliche Ab-
scheidung der funktionalisierten Magnetpartikel an der rech-
ten (R) oder linken Elektrode (L) ermdglichte die magnetisch
gesteuerte Oxidation der DNA in chronopotentiometrischen
Experimenten (Potentialpulse von 0.6 V bis 1.2 V) (Abbil-
dung 38). Die DNA-Oxidation wurde durch Verschieben des
unterhalb der planar aufgedruckten Elektroden befindlichen
Magneten an- und ausgeschaltet, wobei die DNA-funktiona-
lisierten Magnetpartikel angezogen bzw. abgestofSen wurden.
Eine solche magnetische Steuerung der DNA-Oxidation
erscheint vielversprechend fiir die Analyse von DNA-Arrays.

Bei mehreren Verfahren zum DNA-Nachweis wurde die
inhdrente Signalverstdrkung durch die Stripping-Analyse mit
einer effizienten Unterscheidung von nichthybridisierter
DNA kombiniert.’'>?*1 Magnetpartikel ermoglichen die
Isolierung des Duplex und ergeben dariiber hinaus einen
eleganten Ansatz zur Ansteuerung und Regelung eines
elektrischen DNA-Nachweises.”***! Ein interessantes Ver-
fahren ist das ,,magnetische” Sammeln von Magnetpartikel/
DNA-Hybrid/Metall-Tracer-Aggregaten auf einer Transdu-
cer-Elektrode.’”! Bei diesem Ansatz wurde eine biotinylierte
Nucleinsdure an Avidin-modifizierte Magnetpartikel gebun-
den, die als Sammelpartikel fungierten. Nach der Hybridisie-
rung der zu analysierenden DNA mit der sammelnden
Nucleinsdure folgte als zweiter Schritt die Hybridisierung
mit einer an Metall- oder Halbleiter-Nanopartikel konjugier-
ten Nucleinsdure, die ihrerseits komplementdr zu einem
freien Segment der zu analysierenden DNA war. Bei Bindung
der Nanopartikel-Marker an den Bioassay resultieren signal-
verstirkende Cluster, die beim Auflosen zahlreiche Ionen
freisetzten. AuBlerdem konnen die Metall-Nanopartikel auf
der Sensoroberfldache als katalytisch aktive Stellen fiir die
stromlose Abscheidung anderer Metalle wirken. Der ampli-
fizierte DNA-Nachweis beruht also entweder auf der vor-
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Abbildung 38. Chronopotentiometrie der DNA-Oligomer-funktionali-
sierten Magnetpartikel mit einer Anordnung aus zwei Elektroden aus
Kohlenstoffpaste: a—d) Potentiogramme der linken Elektrode, a’-d’) Po-
tentiogramme der rechten Elektrode. Die Potentiogramme a, b’, ¢, d’
wurden ohne externen Magneten aufgenommen, wihrend die Potentio-
gramme a’, b, ¢, d in Gegenwart eines externen Magneten unterhalb
der Elektroden erhalten wurden. (Mit Genehmigung auf Lit. [324].)

tibergehenden Akkumulation von Metallen, die nachfolgend
abgelost werden, oder auf der Erzeugung einer grofleren
Menge gelosten Produkts, das elektrochemisch analysierbar
ist [223.320]

In Abbildung 39 A ist der amplifizierte DNA-Nachweis
durch Nucleinsdure-funktionalisierte Magnetpartikel und
Gold-Nanopartikel als katalytische Keimbildungszentren fiir
die Abscheidung von Silber dargestellt.”™! Eine biotinylierte
Nucleinsdure 91 wurde auf Avidin-beladenen Magnetparti-
keln immobilisiert und mit der komplementéren biotinylier-
ten Nucleinsdure 92 hybridisiert. Das Konjugat wurde mit
dem Gold-Nanopartikel-Avidin-Konjugat umgesetzt, und die
hybridisierten Aggregate wurden durch einen externen, se-
parierenden Magneten aufkonzentriert. Durch Behandlung
des Magnetpartikel/DNA/Gold-Nanopartikel-Konjugats mit
Ag*-Tonen in Gegenwart von Hydrochinon wurde stromlos
Silber auf den katalytisch wirkenden Gold-Nanopartikeln
abgeschieden. Hierin besteht der amplifizierende Schritt,
denn die katalytische Abscheidung von Silber auf den Gold-
Nanopartikeln geht auf ein einzelnes DNA-Erkennungser-
eignis zuriick. Der Strom, der beim Ablosen des abgeschie-
denen Silbers von der Elektrode flief3t, liefert das elektroni-
sche Signal fiir den Nachweis der Ziel-DNA.
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Abbildung 39. Elektrochemische Analyse von DNA durch Anbringen
von DNA-Molekiilen an Magnetpartikeln und anschlieBende Aggregati-
on mit Gold-Nanopartikeln. A) Die Gold-Nanopartikel werden als kata-
lytische Zentren zur Silberabscheidung genutzt und die DNA durch
elektrochemisches Silber-Stripping analysiert. B) Die Gold-Nanopartikel
werden chemisch aufgelést, die freigesetzten Au**-lonen elektroche-
misch reduziert und das abgeschiedene Gold elektrochemisch von der
Elektrode geldst (Weg a). Durch Vergréflerung der Gold-Nanopartikel
wird eine weitere Signalverstarkung erzielt (Weg b). C) Effekt der Au-
Partikel-VergréRerung auf das Signal der Analyt-DNA: a) nichtverstark-
tes Stripping-Signal vor der Abscheidung von Gold auf den Gold-Nano-
partikeln und b) nach zehnminutiger Abscheidung. (Teil C mit Geneh-
migung aus Lit. [215], Copyright American Chemical Society, 2001.)

In einem vergleichbaren System (Abbildung39B)?"!
wurden Gold-Nanopartikel als elektroaktive und katalytische
Marker zum elektrochemischen DNA-Nachweis eingesetzt.
Die biotinylierte Primer-Nucleinsdure 93 war iiber eine
Avidin-Briicke mit den Magnetpartikeln verbunden. Die
Hybridisierung der Nucleinsdure 94, die mit dem Gold-
Nanopartikel gekuppelt war, wurde durch Auflésen der Gold-
Nanopartikel mit einer HBr/Br,-Losung und anschlieBende
elektrochemische Reduktion der Au**-Ionen auf der Elek-
trode detektiert. Zum Schluss wurde das auf der Oberfldche
abgeschiedene Gold elektrochemisch abgelost (Abbil-
dung 39B, Prozess a). Das entstehende Signal konnte durch
Abscheidung von Gold auf den Gold-Nanopartikeln weiter
verstirkt werden (Abbildung 39B, Prozess b). Durch den
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hoheren Goldgehalt entsteht ein hoheres chronopotentiome-
trisches Signal. In Abbildung 39 sind die bei der Ablosung des
Golds von der Elektrode erhaltenen Potentiogramme zusam-
mengestellt. Verglichen sind Prozess a (5 nm Goldpartikel)
und Prozess b (5 nm Goldpartikel nach zehnminiitiger Ab-
scheidung von Gold auf den Gold-Nanopartikeln).

Auch die Eisenkomponente von Magnetpartikeln wurde
zum Nachweis der DNA-Hybridisierung durch Stripping-
Voltammetrie genutzt.’”) In einem verwandten Experiment
wurden Sonden bestehend aus Kerng,.-Hiille , ,-Nanopartikeln
eingesetzt. In beiden Fillen wurden die konjugierten eisen-
haltigen Partikel nach der Hybridisierung aufgelost, und das
freigesetzte Eisen wurde durch kathodische Stripping-Volt-
ammetrie in Gegenwart des Liganden 1-Nitroso-2-naphthol
und katalytischer Mengen Bromat quantifiziert.

Durch Anwendung funktionalisierter Magnetpartikel als
Carrier fir DNA-Proben stehen elegante Analyseschemata
zur Losung komplexer analytischer Aufgaben zur Verfiigung.
Ein Beispiel ist die Untersuchung des Aldehyddehydrogena-
se-Gens 2 durch Single-Nucleotide-Polymorphism(SNP)-Ge-
notypisierung mit einem einzelnen bakteriellen Magnetpar-
tikel.P*

7.4. Redoxaktivierte Magnetpartikel zur Ansteuerung und
Verstdrkung elektrokatalytischer und bioelektrokatalytischer
Prozesse

Magnetische Mikro- und Nanopartikel mit redoxaktiven
Gruppen werden zur Steuerung von biokatalytischen Reak-
tionen eingesetzt. Eine Serie elektroaktiver Gruppen — 2,3-
Dichlor-1,4-naphthochinon (95), N-(Ferrocenylmethyl)ami-
nohexansdure (96), N-Methyl-N'-dodecansiure-4,4"-bipyridi-
nium (97), Pyrrolochinolinchinon (PQQ, 98) und Mikroper-
oxidase-11 (MP-11, 99) - wurde mit Magnetit-Partikeln
kovalent verkniipft (Abbildung 40).03%3%)

In Abbildung 41 A ist schematisch dargestellt, wie die
elektrochemische Aktivitdt der funktionalen Magnetpartikel
durch einen externen Magneten geschaltet werden kann.
Eine Anziehung des Magnetpartikels zur Elektrodenoberfla-
che durch einen externen Magneten schaltet den elektrischen
Kontakt zwischen den Redoxeinheiten R und der Elektrode
ein und aktiviert damit die Redoxeigenschaften der Kompo-
nenten. Positioniert man den Magneten oberhalb der elek-
trochemischen Zelle, werden die Magnetpartikel von der
Elektrode weggezogen, und die elektrochemische Aktivitét
der funktionalisierten Magnetpartikel wird ausgeschaltet.
Abbildung 41 B zeigt ein Beispiel fiir die reversible Aktivie-
rung und Desaktivierung der Redoxeigenschaften des an
einem Magnetpartikel gebundenen Ferrocen-Derivats 96 mit
E°=0.32V (gegen SCE). Auf dhnliche Weise konnte die
elektrochemische Antwort von Magnetpartikeln mit koordi-
niertem Aminonaphthochinon (100; E°=-039V gegen
SCE, pH 7.0) geschaltet werden.

Die elektrochemische Ansteuerung der mit den Magnet-
partikeln verkniipften Redoxeinheiten ermoglicht eine se-
kundire, magnetisch schaltbare Aktivierung und Desaktivie-
rung bioelektrokatalytischer Prozesse. Beispielsweise wirkt
Pyrrolochinolinchinon (PQQ, 98, E°=—0.16 V gegen SCE,
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Abbildung 4o. Synthese eines funktionalisierten Magnetpartikels (zur Ubertra-
gung von Redoxprozessen) durch kovalente Anbindung redoxaktiver Gruppen.
Die Ausgangspartikel sind mit einem Film aus [3-(2-Aminoethyl)aminopropyl]si-
loxan tiberzogen. A) Bindung von 2,3-Dichlor-1,4-naphthochinon (95) an die be-
schichteten Ausgangspartikel. B) Carbodiimid-Kupplung von elektroneniibertra-
genden Carboxylderivaten (96-99) an die Aminogruppen der Siloxan-Schicht.

C) Mit dem PQQ-NAD*-Komplex (101) funktionalisierte Magnetpartikel zur elek-
trochemischen Aktivierung von NAD*-abhingigen Enzymen. (Mit Genehmigung

aus Lit. [329].)

pH8.0) als Elektrokatalysator fiir die Oxidation von
NADH.®! Entsprechend wurden die mit 98 funktionalisier-
ten Magnetpartikel (mit einer durchschnittlichen Oberfla-
chenbedeckung von 7.5 x 10° PQQ-Einheiten je Partikel) zur
Steuerung der elektrokatalytischen Oxidation von NADH
durch einen externen Magneten genutzt.®®! Ahnlich wurden
Magnetpartikel, die mit Mikroperoxidase-11 (99) beladen
waren, fiir die magnetisch schaltbare elektrokatalytische
Reduktion von Wasserstoffperoxid eingesetzt.**"!
Elektroneniibertragende Einheiten vermitteln den Elek-
tronenfluss zwischen den aktiven Zentren der Redoxenzyme
und den Elektroden. Zum Beispiel stellen Ferrocen oder
Bipyridinium als Mediatoren den elektrischen Kontakt zu
oxidativen Redoxenzymen wie Glucoseoxidase oder reduk-
tiven Biokatalysatoren wie Nitratreduktase her.'”” Die Ak-
tivierung der Redoxfunktionen der mediatormodifizierten
Magnetpartikel ermoglicht die nachfolgende schaltbare Ak-
tivierung und Desaktivierung enzymatischer bioelektrokata-
lytischer Umwandlungen mithilfe eines externen Magne-
ten.’” Abbildung 41 C zeigt schematisch die magnetisch
schaltbare Aktivierung von Redoxenzymen mit Magnetpar-
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Abbildung 41. Elektrochemische, elektrokatalytische und bioelektrokatal

EIN ———=

ytische Reaktionen funktionaler Magnetpartikel, gesteuert durch einen ex-

ternen Magneten: A) An- und Ausschalten der elektrochemischen Reaktion der redoxiibertragenden Gruppen (R), die kovalent an die Magnetparti-

kel gebunden sind. B) Differentielle Pulsvoltammogramme einer Goldel
Magnetpartikeln. Die Partikel werden magnetisch zur Elektrodenoberfld

ektrode in Gegenwart von mit dem Ferrocen-Derivat 96 funktionalisierten
che hin (O) oder von dort weg gezogen (®). Einschub: Reversible Anderun-

gen des Peak-Stroms durch magnetische Aktivierung (a) und Desaktivierung (b) des elektrochemischen Vorgangs. C) An- und Ausschalten der bio-
elektrokatalytischen Oxidation von Glucose in Gegenwart von Glucoseoxidase (GOx) und mit 96 funktionalisierten Magnetpartikeln sowie Oxidati-

on von Lactat in Gegenwart von Lactatdehydrogenase (LDH) und PQQ

-NAD™-funktionalisierten Magnetpartikeln. D) Cyclovoltammogramme an

einer Goldelektrode in Gegenwart von mit 96 funktionalisierten Magnetpartikeln (10 mg), Glucose (10 mm) und GOx (1 mgmL™"): a) Anschalten
der Redoxfunktionen der Partikel durch Anziehung zur Elektrode. b) Ausschalten der Redoxfunktionen der Partikel durch Abzug von der Elektrode.
Einschub: Reversible Anderung des elektrokatalytischen Stroms (gemessen bei E=0.45 V gegen SCE) bei Anziehung der Magnetpartikel zur Elek-
trode (00) und Abzug der Magnetpartikel von der Elektrode (®). (Mit Genehmigung aus Lit. [329].)

tikeln, die mit Elektronenmediatoren funktionalisiert sind.
Ein Beispiel ist die Oxidation von Glucose durch Glucose-
oxidase in Gegenwart der mit dem Ferrocen-Derivat 96
funktionalisierten Magnetpartikeln. Nach der magnetischen
Anlagerung der Magnetpartikel an die Elektrode wird die
Ferroceneinheit zum Ferrocenyl-Kation oxidiert. Die katio-
nischen Ferrocenyl-Mediatoren oxidieren das Redoxzentrum
von Glucoseoxidase und aktivieren die Oxidation von Glu-
cose. Durch Wegziehen der Magnetpartikel von der Elektro-
denoberfliche durch den externen Magneten wird der elek-
trische Kontakt zwischen der Elektrode und der Ferrocen-
einheit unterbrochen und die nachgeschaltete Oxidation von
Glucose inhibiert. Abbildung 41D zeigt die magnetische
Aktivierung der bioelektrokatalytischen Oxidation von Glu-
cose, die sich am Anodenstroms ablesen lisst. Die Reaktion
lauft an, wenn die funktionalen Magnetpartikel zur Elektrode
gezogen werden. Analog wird die Oxidation der Glucose
blockiert, wenn die Magnetpartikel von der Elektrode abge-

6210  © 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

16st werden. Durch die reversible Anlagerung und Ablosung
der Magnetpartikel an die bzw. von der Elektrodenoberflédche
kann der Prozess also cyclisch an- und ausgeschaltet werden.

Ahnlich war der Ansatz zur magnetischen Schaltung der
bioelektrokatalytischen Reduktion von Nitrat zu Nitrit mit
Nitratreduktase als Biokatalysator und Bipyridinium(97)-
derivatisierten Magnetpartikeln (E°=—0.57 V gegen SCE)
als Ubertragungskomponenten.F*® Nach Anlagerung der mit
97 derivatisierten Magnetpartikel an die Elektrode und
Anlegen eines Potentials von E=—0.7 V katalysierte das
Bipyridinium-Radikalkation die Reduktion von Nitrat zu
Nitrit mit einer Geschwindigkeit von 6.5x 107 mmMmin'.
Durch Ablosung der Partikel von der Elektrode durch
Positionierung des Magneten oberhalb der elektrochemi-
schen Zelle wurde die Enzymreaktion blockiert. Durch
Anderung der Position des externen Magneten relativ zur
Zelle konnte somit die Reduktion von NO;~ reversibel an-
und ausgeschaltet werden.
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Derivatisierte Magnetpartikel wurden auch fiir die cycli-
sche Aktivierung und Desaktivierung von NAD*-abhingigen
Enzymen durch einen externen Magneten genutzt. Es wurde
berichtet, dass eine kovalent verkniipfte Monoschicht von
PQQ-NAD" auf einer Elektrode als aktive Grenzschicht fiir
die Aktivierung NAD*-abhingiger Enzyme wie der Lac-
tatdehydrogenase wirkt.”® Die biokatalytische Oxidation
des Substrats liefert NADH, das von PQQ zu NAD™ oxidiert
wird. Das dabei anfallende POQQH, wird an der Elektrode zu
PQQ oxidiert, wodurch die elektrochemisch getriebene bio-
katalytische Oxidation des Substrats, in diesem Falle Lactat,
stimuliert wird. Entsprechend wurden die mit PQQ (98)
derivatisierten Magnetpartikel mit N°-(2-Aminoethyl)-B-ni-
cotinamiddinucleotid (101)P*! zu PQQ-NAD*-modifizierten
Partikeln umgesetzt (Abbildung 40 C).*?"! Diese eignen sich
zur magnetischen Schaltung der bioelektrokatalytischen
Funktion des NAD*-abhingigen Enzyms Lactatdehydroge-
nase (LDH) mithilfe eines externen Magneten (Abbil-
dung 41 C). Die Anlagerung der PQQ-NAD™-derivatisierten
Magnetpartikel an die Elektrode in Gegenwart von LDH
aktiviert die bioelektrokatalysierte Oxidation von Lactat zu
Pyruvat. Auf die enzymatische Reduktion des NAD*-Cofak-
tors durch Lactat folgte die Oxidation des entstandenen
NADH durch den Elektrokatalysator PQQ. Durch Anlegen
des fiir die Oxidation des gebildeten PQQH, geeigneten
Potentials (E=0.05V gegen SCE) wird der Elektrokatalysa-
tor regeneriert. Auf diese Weise gelingt die kontinuierliche
Oxidation von Lactat zu Pyruvat in Gegenwart von LDH.
Der elektrokatalytisch erzeugte Anodenstrom dieses Systems
nimmt mit steigender Lactatkonzentration zu und erreicht
einen Sittigungswert fiir die Stromdichte bei
1.8 pAcm™? bei einer Lactatkonzentration von 50 mm. Eine
kinetische Analyse der Oxidation von Lactat zu Pyruvat
durch LDH bei Elektrolyse im FlieBgleichgewicht ergab eine
Bildungsgeschwindigkeit von Pyruvat von 0.13 mMmmin~'. Die
Ablosung der funktionalisierten Magnetpartikel von der
Elektrode durch den externen Magneten unterbricht die
Reaktion, sodass der Prozess durch die Positionierung des
Magneten unterhalb oder oberhalb der Zelle reversibel an-
und ausgeschaltet werden kann.

Die Moglichkeit, bioelektrokatalytische Transformatio-
nen mit einem Magneten zu steuern, wurde zur Entwicklung
selektiver dualer Biosensorsysteme genutzt.”! Der spezifi-
sche simultane elektrochemische Nachweis von zwei Substra-
ten in einer Region iiberlappender Redoxpotentiale ist eine
Herausforderung fiir die Bioelektronik.

Die simultane Analyse von Lactat und Glucose in Ge-
genwart der beiden oxidierenden Enzyme LDH und GOx
gelang durch Anwendung einer mit einer Ferrocen-Monolage
beschichteten Elektrode, NAD*-PQQ-derivatisierter Ma-
gnetpartikel und eines externen Magneten. Bei einem Elek-
trodenpotential von £>0.32V (gegen SCE) und Abziehen
der Magnetpartikel von der Elektrode wird Glucose ferro-
cenvermittelt oxidiert, wihrend die Oxidation von Lactat
blockiert wird. Nach magnetischer Anlagerung der NAD™-
PQQ-Magnetpartikel an die Elektrode und gleichzeitiger
Senkung des Elektrodenpotentials in den Bereich —0.13 <
E<0.32V (gegen SCE) setzte die PQQ-NAD™-vermittelte
Oxidation von Lactat durch die NAD*-abhiingige Lactatde-

Imax =
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hydrogenase ein. Da die Ferrocen-Gruppen bei diesem
Potential nicht oxidiert werden, wird auch die Glucose nicht
oxidiert.

Ein wichtiger Fortschritt bei der magnetischen Steuerung
elektrokatalytischer und bioelektrokatalytischer Transforma-
tionen bestand darin, die Magnetpartikel nach Ablagerung
auf der Elektrode durch einen externen Magneten in Rota-
tion zu versetzen.’>! In diesem Experiment verhalten sich die
redoxfunktionalisierten Magnetpartikel wie kreisformig ro-
tierende Mikroelektroden. Die durch die Partikel vermittel-
ten Prozesse werden somit nicht durch Diffusion, sondern
durch Konvektion der Substrate zu den Mikroelektroden
gesteuert. Auf diese Weise erhélt man stdrkere amperome-
trische Signale der partikelvermittelten elektrokatalytischen
Prozesse, und die entstehenden Strome konnen durch die
Rotationsgeschwindigkeit der Partikel reguliert werden.

In Abbildung 42 A ist die verbesserte amperometrische
Analyse von Glucose durch Rotation von Magnetpartikeln
(funktionalisiert mit dem Ferrocen-Derivat 96) auf der Elek-

A Glucon-

__\_\ \/ séure
Py

( {: G{}x?
- .

5 \\:3_ -

Glucose

B 250f c 250
i d c
200F = 200
T 150f 74 T 150
f
I1nAqopf / © IinA
/A 100f b 100 b
sof — 50
!i _,,,,_‘sf_;-"’" a
P v e SIS PRI Y o Mamees
0.1 0.2 0.3 0.4 05 06 0.7 0 20 40 60 80 100

EIV —= [Glucose] / mM ——a=

Abbildung 42. A) Bioelektrokatalytische Oxidation von Glucose in Ge-
genwart von GOx und Ferrocen-funktionalisierten Magnetpartikeln, ver-
stirkt durch kreisfsrmige Rotation der Partikel durch einen externen ro-
tierenden Magneten. B) Cyclovoltammogramme einer Goldelektrode
mit magnetisch adsorbierten 96-Magnetpartikel-Konjugaten (6 mg) in
Gegenwart von GOx (1x107°m) und Glucose (50 mm) ohne und mit
Rotation des Magneten (UpM): a) 0, b) 10, c) 100, d) 400. Scan-Ge-
schwindigkeit: 5 mVs™'. C) Kalibrierkurven fir den amperometrischen
Nachweis von Glucose (E=0.5V gegen SCE) ohne und mit Rotation
des Magneten (UpM): a) 0, b) 100, c) 400. (Mit Genehmigung aus
Lit.[335], Copyright American Chemical Society, 2002.)

trodenunterlage schematisch dargestellt. Da die Wechselwir-
kung der Glucoseoxidase (GOx) mit dem an das Magnetpar-
tikel gekuppelten Elektroneniibertriger konvektionskontrol-
liert ist, hdngen die erzeugten elektrokatalytischen Strome
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von der Quadratwurzel der Ro- 4
tationsgeschwindigkeit ab (I, Ha
®"). In Abbildung 42B sind die
gemessenen Strome als Funktion

der Rotationsgeschwindigkeit
des externen Magneten darge-
stellt. Die Stromstdrke steigt
deutlich sichtbar an, wenn die
Rotationsgeschwindigkeit er-
hoht wird. Abbildung 42 C zeigt

die Stromstirke in Abhéngigkeit

von der Glucosekonzentration g
(Kalibrierkurven) in der Anord-
nung mit rotierenden Partikeln
(Rotationsgeschwindigkeiten
400 UpM (Kurve c) und
100 UpM (Kurve b)) und in sta-
tiondrer Anordung (Kurve a).

Fe,0, 100

Au-Elektrode

I. Willner und E. Katz
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Durch die Rotation der Partikel NHz O
nimmt das amperometrische Luminel (102) = ::
Signal des Vorgangs auf etwa o
das 15fache zu (bei 400 UpM),

weshalb sich die Glucosekon-

zentration mit deutlich hoherer P HC«E 3]

Empfindlichkeit bestimmen \_\_-Pyb = b Antigen B i NO; | oder W
lasst. Die Messsignale wurden Erkennungs- 103 oN DNA-Frimer
nach der konventionellen Theo- _ei"he“ .

rie der rotierenden Scheiben- ( J[%jl\}-HHF' = b> oder Wx
elektrode (RDE, rotating disc T HRP

electrode) ausgewertet.** Eine biokatalytischer HRP

Analyse der experimentellen Komplex

Strome in Abhéngigkeit von
den Rotationsgeschwindigkeiten
der Magnetpartikel nach der
Theorie von Levich®*! ermog-
lichte es, die Konstanten fiir
die Elektroneniibertragungsge-
schwindigkeit an der Grenzfldche anzugeben.

Die Verstédrkung (bio-)elektrokatalytischer Signale durch
rotierende Magnetpartikel kann auch zur Verstirkung von
Biosensorsignalen genutzt werden. Das Prinzip ist in Abbil-
dung 43 A schematisch dargestellt: Ein Analyt a wird von
Magnetpartikeln, konjugiert mit der komplementéiren Ein-
heit b, erkannt. Durch Bindung eines zweiten Reagens fiir die
Erkennung von a (mit Meerrettichperoxidase konjugiertes c)
entsteht eine biokatalytische Sandwich-Struktur. Die magne-
tische Ablagerung einer Mischung aus der Sandwich-Struktur
b/a/c-HRP und Aminonaphthochinon(100)-derivatisierten
Magnetpartikeln ermoglicht einen verbesserten Nachweis
des Analyten durch elektrisch erzeugte Chemilumineszenz.
Die Elektroreduktion von 100 16st die elektrokatalytische
Reduktion von O, zu H,0, aus. Das Wasserstoffperoxid
wiederum induziert in Gegenwart von Luminol (102) eine
durch HRP katalysierte Lichtemission. Durch die Rotation
der Magnetpartikel reagieren O, und Luminol mit den
funktionalisierten Magnetpartikeln konvektionskontrolliert,
wodurch die Chemilumineszenz verstirkt wird (Abbil-
dung 43B). Als biosensorisch aktive Affinitdtswechselwir-
kungen auf den Magnetpartikeln kénnen Antigen-Antikor-

partikel.
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Abbildung 43. Signalverstarkung beim Nachweis von Bioaffinitits-Erkennungsvorgiangen durch mehrfach
markierte rotierende Magnetpartikel: A) Synthese der funktionalisierten Magnetpartikel fiir den Bioerken-
nungsassay. B) Signalverstirkung im Bioerkennungsassay durch Rotation der funktionalisierten Magnet-

per-Reaktionen, Nucleinsdure-DNA-Hybridisierungen und
andere intermolekulare Wirt-Gast-Wechselwirkungen ge-
nutzt werden. Mithilfe rotierender funktionalisierter Magnet-
partikel gelingt auch ein verbesserter Nachweis von immu-
nologischen Wechselwirkungen (z.B. von DNP-Antikérpern
mit DNP-Antigen(103)-funktionalisierten Magnetpartikeln)
sowie der ultrasensitive Nachweis von DNA.I7!

FEin modifiziertes Schema fiir die Verstarkung des Nach-
weissignals viraler DNA durch funktionalisierte Magnetpar-
tikel ist in Abbildung 44 A am Beispiel der Analyse der 7249
Basen langen M13mp18-DNA gezeigt.**! Der 27 Basen lange
DNA-Primer 104 ist komplementédr zu einem Segment der
Analyt-DNA und mit dem Magnetpartikel gekuppelt. Der
Hybridisierung von 104 mit der M13mp18-DNA 105 schlief3t
sich ein Polymerisationsschritt mit einer ANTP-Mischung an,
in der sich auch biotinmarkiertes dUTP befindet. Auf diese
Weise werden Biotinmarkierungen in die replizierte DNA auf
den Magnetpartikeln eingefiigt. Diesem Prozess folgt eine
Sequenz von thermischen Zyklen, in denen M13mp18-DNA
dissoziiert, mit einem anderen Primer rehybridisiert und
erneut repliziert wird (wieder unter Einfiihrung der Biotin-
markierungen). AnschlieBend werden die Partikel mit einem
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Abbildung 44. A) Markierung von Nucleinsiure-Replikaten an Magnet-
partikeln mit Biotingruppen durch thermische Zyklen zum verbesserten
Nachweis viraler DNA durch mehrfach markierte rotierende Magnet-
partikel. B) Chemolumineszenz bei der Analyse von M13mp18-DNA
(8x107° M) bei unterschiedlichen Rotationsgeschwindigkeiten (UpM):
a) 0, b) 60, c) 400, d) 2000; e) Chemilumineszenz in Abwesenheit der
M13mp18-DNA bei 2000 UpM. C) Kalibrierkurve fiir die Chemilumines-
zenz bei unterschiedlichen Konzentrationen von M13mp18-DNA bei
2000 UpM. In allen Experimenten wurde die Chemilumineszenz durch
Anlegen eines Potentialsprungs von E=0.0 nach —0.5 V und zuriick
unter Luft erzeugt. Die Pfeile in der Abbildung markieren den Zeit-
punkt, zu dem das Potential auf —0.5 V bzw. auf 0.0 V eingestellt wird.
(Teile B und C mit Genehmigung aus Lit. [338].)

Avidin-HRP-Konjugat assoziiert, die funktionalisierten Ma-
gnetpartikel mit einem externen Magneten auf der Elektro-
denoberfliche gesammelt und mit den Aminonaphthochi-
non(100)-markierten Partikeln gemischt. Die elektrokataly-
tische Reduktion von O, durch die Chinongruppen liefert
H,0,, das in Gegenwart von Luminol und HRP Chemilumi-
neszenz erzeugt; durch die Rotation der Magnetpartikel wird
die Lichtemission verstiarkt. Abbildung44 B zeigt die Inten-
sitdt des emittierten Lichts bei der Analyse der M13mp18-
DNA (8x107"M) bei unterschiedlichen Rotationsgeschwin-
digkeiten der Partikel. Mit dieser Methode wurde die Ziel-
DNA mit einer Nachweisgrenze von 8x 107 "M detektiert
(Abbildung44 C). Die Intensitdt der Chemilumineszenz kor-
reliert linear mit der Quadratwurzel der Rotationsgeschwin-
digkeit (w"), was in Einklang damit ist, dass die Lumineszenz
durch die Konvektion des Substrats zu den rotierenden
Partikeln bestimmt wird. Mit einem dhnlichen Ansatz wurden
Fehlpaarungen einzelner Basen in DNA nachgewiesen™
und die Telomeraseaktivitit in Tumorzellen bestimmt.!
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7.5. Magnetomechanischer Nachweis biologischer
Erkennungsprozesse

Federhebel (cantilever) sind chemisch modifizierbar, und
ihre nanometrische Auslenkung kann optisch verfolgt
werden, was diese Mikroelemente zu idealen mechanischen
Sensoren macht.?*! Es wurde dariiber berichtet, dass durch
mechanische Spannungen bedingte Wechselwirkungen an der
Oberflache von Federhebeln deren Auslenkung induzieren.
Zum Beispiel wurde ein Federhebel mit einer diinnen Poly-
anilinfolie als reversible, elektrochemisch ansteuerbare me-
chanische Funktionseinheit beschrieben.**!! Oxidiert man
den Polymerfilm, stoBen sich die Polymerketten elektrosta-
tisch ab und erzeugen eine mechanische Spannung, wodurch
der Federhebel ausgelenkt wird. Bei Reduktion des oxidier-
ten Polymers verschwindet die Oberflichenspannung, und
der Federhebel kehrt in seine Ausgangsposition zuriick.
Biologische Erkennungsprozesse wie Antikorper-Antigen-
B4 ynd Nucleinsdure-DNA-Wechselwirkungen®*! sind glei-
chermaf3en geeignet, einen Federhebel mechanisch auszulen-
ken. Zum Beispiel induziert die elektrostatische Abstoung
zwischen oberflichenhybridisierten DNA-Molekiilen eine
Oberflachenspannung und damit eine mechanische Auslen-
kung des Federhebels.**!

Vorgeschlagen wurde die Verwendung eines Federhebel-
Arrays zur parallelen mikromechanischen Detektion von
unterschiedlichen Ziel-DNAs oder unterschiedlichen Mutan-
ten. Die Idee war, den Federhebel mit Magnetpartikeln zu
modifizieren mit einem externen Magnetfeld auszulenken.
Basierend auf diesem Ansatz wurde ein hochempfindlicher
Magnetfeldsensor entwickelt,”* der Anderungen des Ma-
gnetfeldes bis hinab zu 10 nT anzeigt. Die vielfiltige Verwen-
dung von Magnetpartikeln in biosensorischen Messungen***!
lasst erwarten, dass auch der verstiarkte magnetomechanische
Nachweis von biologischen Erkennungsprozessen seine An-
wendung finden wird.

Ein Nachweissystem auf der Basis der magnetisch indu-
zierten Auslenkung eines Federhebels wurde entwickelt, das
den hochempfindlichen magnetomechanischen Nachweis von
DNA und Fehlpaarungen einzelner Basen in Nucleinsiduren
sowie Assays der Telomerase-Aktivitit ermoglicht.*! Der
Federhebel wurde mit Magnetpartikeln beladen, die wiede-
rum mit der biosensorischen Oberfldche konjugiert waren. In
einem Experiment wurde die zu analysierende M13mp18-
DNA mit Nucleinsdure-modifizierten Magnetkiigelchen hy-
bridisiert und dann mit dNTPs (einschlieBlich biotinmarkier-
tem dUTP) repliziert (vergleiche auch Abbildung 44 A).
Zunichst wurden die primermodifizierten Magnetkiigelchen
mit der M13mp18-DNA umgesetzt und 90 Replikationszy-
klen unter Einbau von Biotinmarkierungen unterzogen.
Dabei wurden die Partikel wiederholt mit M13mp18-DNA
hybridisiert und mit der dNTP-Nucleotidmischung, die
Biotin-dUTP enthielt, in Gegenwart von 7ag-Polymerase
repliziert. Die Doppelstrange wurden durch Schmelzen auf-
gelost, die funktionalisierten Magnetpartikel wieder hybridi-
siert, polymerisiert (und dabei markiert) usw. Auf diese Weise
wurden die biotinmarkierten Ketten, die mit den Magnetpar-
tikeln assoziiert waren, linear amplifiziert. Die entstandenen
Kiigelchen wurden auf einen Avidin-beschichteten Federhe-
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bel aufgetragen, der zur Messung durch ein externes magne-
tisches Feld ausgelenkt wurde (Abbildung45A). Abbil-
dung 45B zeigt die reversible magnetomechanische Auslen-
kung des Federhebels und die Riickkehr in die Ausgangspo-
sition. Durch Positionierung des externen Magneten unter
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Abbildung 45. A) Schematische Darstellung des instrumentellen Aufbaus und
des Konzepts der magnetomechanischen Analyse von biologischen Erkennungs-
prozessen mit einem funktionalisierten Federhebel (X=Auslenkung). B) Magne-
tomechanische Auslenkung oder Riickstellung des Federhebels bei der Analyse
von M13mp18-DNA mit Tag-Polymerase und thermischen Zyklen fiir Replikation
und Markierung; M13mp18-DNA: 7.1x107'>M. Am Punkt a wird der Federhebel
einem externen Magnetfeld ausgesetzt, bei Punkt b wird der Magnet entfernt.

C) Abhangigkeit der Auslenkung von der M13mp18-DNA-Konzentration. (Mit Ge-
nehmigung aus Lit. [345], Copyright American Chemical Society, 2004.)
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dem Federhebel wird dieser angezogen und ausgelenkt. Nach
Entfernen des Magneten kehrt der Federhebel in seine
Ausgangsposition zuriick. Der Grad der magnetisch induzier-
ten Auslenkung ist eine Funktion der Menge der funktiona-
lisierten Magnetpartikel an der Oberfldche. Diese wiederum
héngt von der Konzentration der analysierten M13mp18-
DNA ab. Die Nachweisgrenze fiir die magnetomechanische
Detektion der DNA lag bei 7.1 x 107°m (Abbildung 45 C).
Einem &hnlichen Konzept folgend wurde ein magneto-
mechanisches Verfahren zum Nachweis von Fehlpaarungen
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einzelner Basen in Nucleinsiuren entwickelt.®*! Der Ansatz
wurde auch auf magnetomechanische Tests der Telomerase-
Aktivitit in Tumorzellen iibertragen.**! Ein Nucleinsiure-
Primer, der von der Telomerase erkannt wird, wurde an
Magnetpartikel gekuppelt und die Telomerisierung des Pri-
mers in Gegenwart von HeLa-Zellextrakt mit der dNTP-
Mischung (einschlieBlich biotinmarkierter dUTP) durchge-
fithrt. Bei der Telomerisierung wurde der Biotinmarker in die
Telomere eingebaut, sodass die markierten Magnetpartikel
an die Avidin-modifizierten Federhebel binden konnten.
Zum magnetomechanischen Nachweis der Telomerase-Akti-
vitdt mit dieser Messanordnung sind lediglich 100 Tumorzel-
len erforderlich.

8. Biomolekulare Nanoschaltkreise

Bei der Miniaturisierung von Objekten durch lithogra-
phische Techniken st63t man inzwischen an eine theoretische
Untergrenze, und man ist sich einig, dass andere Methoden
entwickelt werden miissen, um in den GroBenbereich unter-
halb dieser Barriere zu gelangen. Als Alternative zu den
lithographischen Verfahren, die auf dem Top-down-Prinzip
beruhen, ist vorgeschlagen worden, die umgekehrte Richtung
zu beschreiten, d.h. Mikro- und Nanoobjekte ,,von unten®
nach dem Bottom-up-Prinzip aufzubauen. Hierbei konnten
molekulare oder supramolekulare Objekte als Template oder
Keime zur Erzeugung nanometergroBer Strukturen verwen-
det werden.

Nanodréihte werden als Funktionseinheiten fiir selbstor-
ganisierende logische und Speicherschaltkreise in kiinftigen
nanotechnologischen Baulementen betrachtet.**! Die Ent-
wicklung von Methoden zur Fertigung von Metall- oder
Halbleiter-Nanodréhten ist daher eine Grundvoraussetzung,
um Nanoschaltkreise und Nanobauelemente zu konstruieren.
AuBlerdem sollten die Nanodrédhte funktionelle Stellen ent-
halten, die den Einbau in Strukturen hoherer Komplexitét
und hierarchischer Funktionalitdt ermoglichen, weshalb Bio-
materialien als Template fiir die Erzeugung von Nanodrédhten
und Nanoleiterbahnen besonders attraktiv sind. Die hoch-
entwickelten Strukturen, die uns die Natur zur Verfiigung
stellt, konnen als einfache Template genutzt werden, weit
dariiber hinaus aber lassen sich die spezifischen Féhigkeiten
von Biomaterialien zur Erkennung von Strukturen auch fiir
die selbstorganisierte Bildung komplexer funktioneller Struk-
turen heranziehen.

Biologische Template wie DNA, 822337 Vijrep, [2%9d..34]
Antikorper,®®  S-Layer (bakterielle Oberflichenschich-
ten),23*) Proteinkifige,*” bakterielle Rhapidosomen*"
und Mikrotubuli®" wurden zur Keimbildung, Abscheidung
und Aggregation von anorganischen Mikro- und Nanostruk-
turen eingesetzt. Neben den Mikrotubuli kennt man noch
eine Reihe weiterer polymorpher Tubulinaggregate wie
Schichten, Makrotubuli und S-Binder.?*?

Biomolekiile haben dhnliche Abmessungen wie die inter-
essierenden Nanoobjekte, sodass Template biologischen Ur-
sprungs als ,,Fabriken“ fiir die Produktion von nanoskopi-
schen ,,Gussformen*® fungieren konnen. Die Vermehrung von
Zellen, die Replikation der DNA, die Synthese von Proteinen
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und die Assoziation von Protein-Monomeren zu Schichten,
Rohren oder Béndern sind geeignete biologische Prozesse fiir
die Hochdurchsatz-Synthese von Templaten aus Biomateria-
lien. Die Methoden der Gentechnik zur Manipulation von
Proteinen und die chemischen Methoden zur De-novo-Syn-
these von Proteinen mit synthetischen Aminoséduren oder von
DNA mit synthetischen Nucleotiden liefern uns eine breit-
gefacherte Auswahl von Verfahren zur mafigeschneiderten
Erzeugung von Templaten fiir die gewliinschten Nanostruk-
turen. Obwohl sich diese Forschungen noch in den Anféngen
befinden, liegen schon substantielle Ergebnisse vor, die
aufregende Entwicklungen erwarten lassen.

8.1 Proteinbasierte Nanoschaltkreise

Natiirliche Proteinstrukturen wie Mikrotubuli®'! wurden
als Template fiir die gezielte Abscheidung von Metall-Nano-
partikeln verwendet. Mikrotubuli sind zylindrische Proteine,
die aus definiert angeordneten o,B-heterodimeren Tubulin-
Untereinheiten bestehen. Die Lénge der Tubulin-Dimere
betrédgt etwa 8 nm bei einem Durchmesser von 4 bis 5 nm. Je
nach Bedingungen lagern sich in vitro dreizehn oder vierzehn
Protofilamente fast parallel aneinander und bilden Hohlzy-
linder mit einem duferen Durchmesser von 25 nm und einer
Lénge von mehreren Mikrometern. Diese Aggregate dienen
als biologische Template zur Erzeugung von Metall-Nano-
drihten durch Ablagerung und katalytische Verldngerung
von Nanopartikeln (Abbildung 46).5%

Abbildung 46. TEM-Aufnahme der Oberfliche eines Mikrotubulus mit
Platin-Nanopartikel-Aggregaten; zu erkennen ist eine quasi-kontinuier-
liche Bedeckung. (Mit Genehmigung aus Lit. [353].)

Viele Proteine, z.B. Ferritin,'*® umschlieBen definierte
Kanile oder Hohlrdume oder bilden porenhaltige Auflagen
auf Oberflichen wie S-Layern.”! Diese kanal- oder poren-
haltigen Materialien konnen als Template fiir die Erzeugung
von Nanostrukturen, Nanostédbchen oder sogar Schaltkreisen
dienen. Ferritin z.B. besteht aus einer hohlen Polypeptid-
Hiille mit 8 nm Innen- und 12 nm AufBlendurchmesser und
einem 5 nm groBen Eisenoxidkern (5Fe,0;9 H,0).!8 Durch
Reduktion kann das Eisenoxid aus dem Kern ausgewaschen
werden. Den Apoferritin-Kanal kann man anschliefend mit

Angew. Chem. 2004, 116, 6166 — 6235

www.angewandte.de

Angewandte

anorganischen Oxiden, Sulfiden und Seleniden (z.B. MnO,
FeS, CdS, CdSe) unter Bildung von Nanostibchen reminera-
lisieren.'?3 Aromatische kurzkettige Peptide (wie das
Diphenylalanin-f3-amyloid 106, das bei der Alzheimer-Krank-
heit auftritt) bilden gut geordnete Nanordhrchen, die als
Template fiir Silber-Nanodrihte geeignet sind (Abbil-
dung 47 A).5! Die Peptid-Nanorohrchen werden mit Ag?-

NH,-DAEFRHDSGYEVHHQKLVFEFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA-COOH

A 0 o 106
"HN-CHCNHGHC-OH
CH, CH,
J.I'\_ .—,I.

o

"Ag". .Aq® | Citrat Proteinase K
) T —
) S

Ag'-beladenes Peptid- Peptid-Nanoréhrehen mit Ag™-Kem  Ag-Nanodraht
Manoréhrchen

L

Abbildung 47. A) Herstellung eines Silber-Nanodrahtes im Inneren
einer Rohre aus kurzkettigen Diphenylalanin-Peptiden. B) TEM-Abbil-
dung des Peptid-Templats, das mit einem metallischen Silber-Nano-
draht gefullt ist. C) TEM-Abbildung des Silber-Nanodrahtes nach Ent-
fernen des Peptid-Templats mit Proteinase K. (Mit Genehmigung aus
Lit. [355].)

Tonen beladen, die anschlieBend mit Citrat zu metallischen
Silber-Nanodréhten reduziert werden (Abbildung 47B). Zum
Schluss wird die Peptidhiille mit Proteinase K enzymatisch
entfernt, sodass mikrometerlange Silber-Nanodridhte von
etwa 20 nm Durchmesser zuriickbleiben (Abbildung47C).
Bei Verwendung von D-Phenylalanin-Peptidfibrillen, die
gegen Proteinase K resistent sind, bleibt die Peptidhiille um
die Silber-Nanodrihte erhalten. Verschiedene Arten von
Nanorohrchen aus Biomaterialien wurden genutzt, um
Metall-Nanodréhte zu erzeugen, die durch eine ,,Haut* von
Biomolekiilen isoliert sind. So wurden Metall-Lipid-Nano-
drihte erhalten (Gold-Nanopartikel von 3 bis 10 nm in einem
Glycolipid-Hohlzylinder), wenn der innere Kanal des Lipid-
Nanorohrchens mit einer wéssrigen HAuCl,-Losung durch
Kapillarkréfte befiillt und der Goldkomplex anschlieSend
photochemisch reduziert wurde.>®!

Kristalline Proteinschichten auf bakteriellen Zellwédnden
(S-Layer)™¥ haben ein breites Anwendungspotential. Fol-
gende Eigenschaften ragen heraus: 1) Die Poren, die die S-
Layer durchziehen, haben identische Gréf3e und Morpholo-
gie und liegen im GroBenbereich von Ultrafiltrationsmem-
branen. 2) Funktionelle Gruppen an der Oberfldche und in
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den Poren sind in genau definierten Positionen und Orien-
tierungen aufgereiht und auf sehr prézise Weise fiir chemische
Modifikationen und die Bindung funktioneller Molekiile
zugdnglich. 3) Isolierte S-Layer-Untereinheiten konnen als
geschlossene Monoschichten auf festen Tragern rekristalli-
sieren (z.B. auf Metallen, Polymeren, Silicium-Wafern).
4) Durch gentechnische Methoden kdnnen funktionelle Do-
ménen in die S-Layer-Proteine eingefiihrt werden.
S-Layer-Techniken bieten daher vielféltige Ansitze fiir
die Biotechnologie, Biomimetika, molekulare Nanotechno-
logie, Nanostrukturierung von Oberflaichen und Bildung
geordneter Arrays von Metallclustern oder Nanopartikeln,
wie sie in der Nanoelektronik bendtigt werden. S-Layer
wurden durch Bestrahlung mit Tief-UV-Licht, durch Anwen-
dung weicher Lithographie-Techniken®™ oder durch Mikro-
molding in Kapillaren (MIMIC, micromolding in capillaries)
strukturiert (Abbildung 48 A).P* So priparierte S-Layer

A PDMS-Schablone

a) f 7 Silicium-Wafer

b) * — IH‘< Lésung des

+ S-layers C a

kristallines

°) - Muster
oSS & des S-Layers
d)
L N\ AntidgG-FITC 10 pm
FITC Human-
I
&) i 20 pm

Abbildung 48. Fertigung eines Nanoschaltkreises unter Verwendung
spezifischer biologischer Wechselwirkungen auf Oberflichen: A) Sche-
matische Erzeugung von S-Layer-Proteinmustern durch MIMIC: a) Mit
einer ,,Gussform* aus Poly(dimethylsiloxan) (PDMS) werden Kanile
auf einem Silicium-Wafer erzeugt. b) Die Kanile werden durch Kapillar-
krifte mit einer Proteinlésung befiillt. c—d) Nach Entfernen der Scha-
blone bleiben kristalline Proteinmuster auf der Trigeroberfliche
zuriick. e) Die S-Layer-Muster werden mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert oder f) als Substrate fiir eine Antikorper-Antigen-Immunreak-
tion verwendet. B) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines nano-
skaligen Gold-Ubergitters auf einem S-Layer mit quadratischer Gitter-
symmetrie. Der Einschub zeigt eine AFM-Aufnahme des nativen S-
Layers im gleichen MaRstab. C) Fluoreszenzaufnahmen eines S-Layers,
dessen Muster mit einer ,schaltkreisdhnlichen“ PDMS-Form erzeugt
wurde. a) und b) zeigen das gleiche Muster in unterschiedlichen Ver-
groRerungen. (Teile A und C aus Lit. [354c], Teil B aus Lit. [354€] mit
Genehmigung.)

fungierten als immobilisierende Template fiir funktionale
Biomaterialien oder fiir die Bildung geordneter Arrays aus
Nanopartikeln, die fiir die Nanoelektronik und nichtlineare
Optik von Bedeutung sind. 4-5nm groB3e monodisperse
Gold-Partikel wurden in der Porenregion der S-Layer er-
zeugt, sodass die Abstdnde zwischen den Partikeln des Gold-
Ubergitters am S-Layer-Geriist ausgerichtet waren (Abbil-
dung 48B). Durch Strukturierung der S-Layer mit der
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MIMIC-Technik wurden Nanoschaltkreise hoher Komplexi-
tét hergestellt. Nach der Rekristallisation des S-Layers und
der Entfernung der ,,Gussform* wurde humanes IgG kova-
lent an aktive Carboxylatgruppen auf der Oberfldche des S-
Layers gebunden. Nach Behandlung mit Fluoresceinisothio-
cyanat und Anti-hIgG wurde das Muster des modifizierten S-
Layers mit Fluoreszenz-Imaging visualisiert (Abbil-
dung 48 C).

Alternativ kann die Metallisierung auch an der Auflen-
seite peptidischer Template durchgefiihrt werden.?> Bis(N-
a-amidoglycylglycin)-1,7-heptandicarboxylat-Molekiile
wurden zunichst durch Selbstorganisation (iiber intermole-
kulare Wasserstoffbriicken zwischen Amid- und Carboxylat-
gruppen) zu Nanorohrchen zusammengefiigt.*> Das sequen-
zierte histidinreiche Peptid 107 wurde an die Peptid-Nano-
rohrchen konjugiert und koordinierte selektiv Gold-Ionen
(aus [CIAuPMe;]), die als Keime fiir Gold-Nanokristalle
dienten (Abbildung 49 A).P*%°1 Nach Reduktion der Gold-

HN-¢ HN-¢
S HN b HN
O’ /Il"‘.co M-, D/\ r":.-'yo MN—
NAHN LN N HNL N
N o H/ N o H(
=0 =0 107
HN HN,
% [\ (N \V I‘:\I N ;-\O E &
M = N
v"- L Y.S-"'
OUHN-,’ NH OHN, NH
% )
HO™O HO ™0
(1| 6.4 nm
\ Polypeptid-Nanordéhrehen
®| ' Ad) T lsn@AD X
HS— -~SH (Aly (AUJHS - -SH(AU
HS--NH, Avidin
w2 HS--  <~SH e (Al HST  SHAD -
& Hs+ +-sH JHS-- ----SH\)
HS-~  +-SH AUNHS - SH(Ad
) X XX ® X
3 (Au HSL  -SH(M X HS—  +-SH ‘ HS— —SH
X AHS ™ MSH@X Alzenpﬁs-u- 1-gH Biotin HS-~  +~SH
HS SH d HS-- <+-SH & HS+ —SH
3 (AdyHS~ SHQX HS+ -SH HS-  =SH
' X X XX

Abbildung 49. A) Struktur des Gold-Nanopartikel-Peptid-Komplexes
auf dem histidinreichen Polypeptid-Nanorshrchen als Triger. B) An
den Enden verkniipfte Peptid-Nanorshrchen durch Immobilisierung
von Streptavidin an den Enden der Au-maskierten Réhrchen.

Ionen wachsen monodisperse Gold-Nanokristalle auf den
Nanorohrchen. Konformation und Ladungsverteilung des
histidinreichen Peptids héngen vom pH-Wert ab, und die
Goldionen-Konzentration in der Mutterlauge bestimmt
GroBle und Packungsdichte der Gold-Nanokristalle. Der
Durchmesser der Gold-Nanokristalle war durch den Platz
zwischen benachbarten histidinreichen Peptiden auf den
Nanorohrchen begrenzt.
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Diese einfache Biomineralisationsmethode zur Herstel-
lung von metallisierten Nanorohrchen ldsst sich auf viele
Metalle und Halbleiter iibertragen, wenn man Peptide mit
sequenzspezifischen Gruppen fiir die Koordination der Me-
tallionen verwendet. So wurde ein histidinreiches Epitop
AHHAHHAAD (HRE) aus HRPII als Peptid fiir die
wissrige Synthese einer Reihe von Metallsulfid-, Metalloxid-
und reinen Metallclustern eingesetzt.®®! Ein Screening der
Cluster gegen einen monoklonalen Antikorper gegen HRP 11
zeigte, dass eine molekulare Erkennung zwischen dem Li-
ganden-Epitop entlang der Oberfldche des Nanoclusters und
einigen peptidverkapselten Nanoclustern vorliegt. Silber-Na-
nokristalle mit kontrollierter Form wurden auf einem Pep-
tidrohrchen geziichtet, das mit dem sequenzierten Peptid
Asn-Pro-Ser-Ser-Leu-Phe-Arg-Tyr-Leu-Pro-Ser-Asp bedeckt
war. Das Peptid dirigiert das Wachstum des Silber-Nanokris-
talls an die (111)-Fliche.? Die Biomineralisation von Ag*-
Ionen auf Polypeptid-Nanorohrchen ergab isotrope hexago-
nale beschichtete Ag-Nanokristalle.

Peptid-Nanorohrchen®™! enthalten an ihrer Oberfliche
freie Amid- und Carboxylgruppen als Bindestellen fiir biolo-
gische Molekiile und Metallionen, woraus sich ein Ansatz-
punkt fiir die Synthese funktionaler Nanorohrchen ergibt.
Auch Thiolfunktionen als Ankergruppen fiir Gold-Nanopar-
tikel konnen in das Protein-Riickgrat eingefithrt werden.
Diese Bindestellen sind iiber die gesamte Oberflidche des
Nanorohrchens verstreut, sodass es zu einer gleichméfBigen
Verteilung modifizierender Einheiten iiber die gesamte
Lénge kommt. In einem Experiment wurden Amyloid-Pro-
teinfasern (10 nm) durch Selbstorganisation der Priondeter-
minante aus Saccharomyces cerevisiae (N-Terminus und
Mittelregion (NM) von Sup35p) erzeugt. Diese war gentech-
nisch so modifiziert, dass Thiolgruppen an der Proteinober-
flaiche eingefithrt wurden. Durch Koordination von Gold-
Nanopartikeln an der aktivierten Oberfliche der Proteinfa-
sern und nachfolgende katalytische Abscheidung von Silber
auf den Gold-Nanopartikeln wurden mikrometerlange
Drihte mit einem Durchmesser von ca. 100 nm und guter
elektrischer Leitfihigkeit erhalten.[*!

Eine neue Methode wurde entwickelt, mit der Peptid-
Nanorohrchen spezifisch an den Enden funktionalisiert
werden, ohne die Seitenwinde zu modifizieren.’* Zunzchst
werden die Seitenwénde der Nanorohrchen mit Thiolgruppen
versehen, indem man die Carboxylgruppen iiber Carbodiimid
an 2-Mercaptoethylamin kuppelt (Abbildung 49 B, Schritt a).
Anschlieend wird mit Gold-Nanopartikeln komplexiert,
sodass die Seitenwinde maskiert sind (Abbildung 49B,
Schritt b). Die Losung der Nanordhrchen wird mit Sulfo-
rhodamin-markiertem Avidin inkubiert (Abbildung49B,
Schritt ¢), wobei Avidin an den Enden (ohne Gold-Nanopar-
tikel) und den Seitenwinden (mit Gold-Nanopartikeln) der
Nanorohrchen immobilisiert wird. Die Gold-Nanopartikel
werden chemisch geitzt (Abbildung 49B, Schritt d) und das
Avidin dadurch von den Seitenwdnden der Nanorohrchen
entfernt, wihrend es an den Enden der Nanordhrchen
gebunden bleibt (Avidin wird durch den Atzvorgang nicht
denaturiert). Die Enden der Nanoréhrchen konnen nun die
komplementire Biotin-Einheit erkennen und immobilisieren
(Abbildung 49 B, Schritt ¢). Mit diesem Verfahren gelingt es,
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einzelne Nanorohrchen an gewiinschte Stellen auf komple-
mentdren und strukturierten Proteinoberflichen zu dirigie-
ren. Die spezifische Schwanz-Schwanz-Kupplung von Peptid-
Nanorohrchen (z.B. iiber Biotin-Avidin-Wechselwirkungen)
kann zur Herstellung eines Templats und bei weiterer Metal-
lisierung zur Erzeugung eines leitfihigen Nanoschaltkreises
genutzt werden.

Durch spezifische Anordnung von Proteinuntereinheiten
zu Templaten kann ein bestimmtes Muster fiir den nachher
produzierten Metall-Nanodraht festgelegt werden. Ein f-
Actin-Filament bindet spezifisch das biomolekulare Motor-
protein Myosin, das einen mobilen Komplex mit dem Fila-
ment bildet und entlang des Filaments eine Translationsbe-
wegung ausfithrt (angetriecben durch ATP-Hydrolyse).*)
Das f-Actin-Filament entsteht durch reversible Assoziation
von g-Actin-Untereinheiten in Gegenwart von ATP, Mg”*
und Na*-Tonen. Kiirzlich wurde iiber die Bildung von Gold-
Nanodrédhten mit dem f-Actin-Filament als Templat berich-
tet.’* Das f-Actin-Filament wurde mit Gold-Nanopartikeln
(1.4 nm Durchmesser, funktionalisiert mit einzelnen N-Hy-
droxysuccinimidylester-Gruppen (108)) kovalent modifiziert.
Nach Entfernung von ATP, Mg®*- und Na‘*-Ionen durch
Dialyse zerfiel das Filament wieder, und mit Gold-Nanopar-
tikeln beladene g-Actin-Untereinheiten wurden zuriickgebil-
det. Die Kupplung der Gold-Nanopartikel an die polymere
Form des Actins und die anschlieBende Dissoziation waren
notwendig, um Bindestellen des Actinmonomers zu schiitzen.
Die mit Gold-Nanopartikeln beladenen g-Actin-Unterein-
heiten wurden dann als vielseitige Bausteine fiir die Mg**-
Na*-ATP-induzierte Polymerisation der funktionalisierten
Monomere zu Gold-Nanopartikel-beladenen Filamenten
nach einem vorgegebenen Muster genutzt (Abbildung S0 A).
Die stromlose, katalytische Goldabscheidung auf dem Gold-
Nanopartikel-beladenen f-Actin-Filament ergab abhingig
von der Zeitdauer der Goldabscheidung 1-3 um lange Gold-
drihte von 80-150 nm Dicke. Durch sequenzielle Polymeri-
sation des nackten Actin-Filaments auf dem vorgeformten
Gold-Nanopartikel-Actin-Draht und anschlieBende stromlo-
se katalytische Abscheidung von Gold auf den Gold-Nano-
partikeln wurden strukturierte Actin/Gold-Nanodraht/Actin-
Filamente erzeugt (Abbildung 50 C). In einem vergleichbaren
Ansatz wurden Filamente der Zusammensetzung Gold-Na-
nodraht/Actin/Gold-Nanodraht erhalten (Abbildung 50B).
Hier zeigt sich eine Moglichkeit auf, die beiden Gold-
Drihte als Kontakte fiir die Abscheidung eines Halbleiter-
Nanorohrchens zu verwenden und so ein Transistor-Element
herzustellen. Das auf dem Actin-Filament abgeschiedene
Gold ist metallisch leitfadhig und weist einen &hnlichen
Widerstand wie metallisches Gold auf.

Die spezifischen bindenden Wechselwirkungen von Pro-
teinen wie Streptavidin kénnen zur spezifischen Vernetzung
oder Verbriickung bei der Fertigung von Nanopartikel-
Schaltkreisen verwendet werden. SAv ist ein homotetrameres
Protein mit vier hochaffinen Bindungsstellen fiir Biotin (K, >
10"M™). Durch Funktionalisierung von Gold-Nanoparti-
keln™! (oder von Ferritin-Partikeln!"®) mit Biotin und
Umsetzung mit SAv sind dreidimensionale Nanopartikel-
Aggregate zuginglich. Ahnliche Aggregate wurden auch
mithilfe komplementirer Antigen-Antikérper-Bindungen er-
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Abbildung 50. A) Herstellung von strukturierten Gold-Nanodrihten mit dem Actin-Verfahren. Links: Golddraht/Actin/Golddraht-Filament; rechts:
Actin/Golddraht/Actin-Filament. B) AFM-Aufnahme des Actin/Golddraht/Actin-Filaments. C) AFM-Aufnahme des Golddraht/Actin/Golddraht-Fila-

ments.

zeugt."*"8 Ein einfaches geordnetes Antigen-Antikorper-
Metall-Nanopartikel-Aggregat wurde durch Vernetzung von
Gold-Nanopartikeln (12 nm) erhalten, die mit dem Anti-
Dinitrophenyl-Antikorper

(DNP-Ab) funktionalisiert
waren. Hierzu wurde ein bi-
funktionelles  Bis(dinitrophe-

nyl)-Antigen  (Bis(/N-2,4-dini-
trophenyloctamethylendi-

amin)) eingesetzt, das die anti-
korperbeladenen Gold-Partikel
vernetzt. Schaltkreise hoherer
Komplexitdt wurden durch die
Anwendung unterschiedlicher
Protein-Rezeptoren und Metal-
le hergestellt.”*1¥ Die Bildung
eines Nanopartikel-Aggregats
aus zwei unterschiedlichen Na-
nopartikeln gelang durch Funk-
tionalisierug der Nanopartikel
mit entweder Streptavidin oder
DNA-ADb. Die oligomeren Aggregate aus bioorganischen
Streptavidin-Partikeln und bisbiotinylierten ds-DNA-Spa-
cern fungierten als Modellsystem zur Untersuchung der
Eigenschaften komplexer Partikel-Netzwerke. SAv fungiert
als 5-nm-Modellpartikel, das eine begrenzte Zahl von Ver-
kniipfungen mit anderen Partikeln innerhalb des Netzwerkes
eingehen kann. Ein, zwei, drei oder vier biotinylierte DNA-
Fragmente wurden mit SAv durch die hochaffine SAv-Biotin-

—
30 nm

Lit. [21a].)
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Wechselwirkung konjugiert. Die Bildung von Dimeren, Tri-
meren und Oligomeren wurde mit Rasterkraftmikroskopie
(SFM) sichtbar gemacht (Abbildung 51).'

30 nm

250 nm

Abbildung 51. SFM-Aufnahmen von Nanopartikel-Netzwerken, die mit ds-DNA als Spacern hergestellt
wurden. Die ds-DNA-Fragmente enthalten zwei Biotin-Bindestellen an den beiden 5-Enden der ds-DNA,
die eine Vernetzung des biotinbindenden Proteins Streptavidin bewirken. (Mit Genehmigung aus

8.2. DNA als funktionales Templat fiir Nanoschaltkreise

Unter den vielfdltigen Biomaterialien ist insbesondere die
DNA als Templatmaterial fiir die Konstruktion von Nano-
schaltkreisen interessant. Hierfiir gibt es Griinde: 1) Es
existieren ausgereifte Methoden fiir die Synthese von Nuc-
leinsduren mit definierter Linge, Basensequenz und Form
sowie fiir die Selbstorganisation komplexer Strukturen.*"
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Variable DNA-Formen konnen als vielseitige vorgefertigte
Template fiir Nanoschaltkreise fungieren, und festgelegte
Basensequenzen lassen sich als spezifisch adressierbare Do-
minen fiir die Bindung der Nanodraht-Komponenten nutzen.
Damit konnten strukturierte Nanoschaltkreise zugénglich
sein. 2) Die Natur stellt uns eine grofe Auswahl an Bioka-
talysatoren, d.h. Enzymen, fiir die Manipulation der DNA
zur Verfiigung. Diese konnen als Werkzeuge zur gezielten
Formgebung der DNA und letztlich zur Erzeugung von
Nanoschaltkreisen eingesetzt werden. Ligasen verkniipfen
Nucleinsidurestiicke, Endonucleasen schneiden Nucleinsidu-
ren an spezifischen Positionen, die Telomerase verldngert
einstridngige Nucleinsduren um Telomereinheiten und die
Polymerase repliziert DNA, um nur einige Beispiele zu
nennen. Solche Biokatalysatoren konnen als ,,Cut-and-
Paste“-Werkzeuge zur Modifizierung von DNA-Matrizen
angesehen werden. Speziell der Replikations-Katalysator
birgt eine Perspektive fiir das Design kiinftiger ,,Nanodraht-
Fabriken“. 3) Durch Interkalation molekularer Komponen-
ten in die DNA und durch Bindung kationischer Spezies, z. B.
Metallionen, an die Phosphatgruppen der Nucleinsduren
werden chemisch aktive funktionale Komplexe erhalten.
Solche verkniipften molekularen Komponenten kénnten als
Vorstufen fiir die Bildung von Nanodrihten fungieren. Inter-
kalatoren, die selektiv an bestimmte Basenpaare binden,
konnen als dirigierende Einheiten fiir die selektive Anlage-
rung von Substraten auf Nucleinsduren dienen. Eine solche
gesteuerte Aggregation von reaktiven Stellen kann zu struk-
turierten Nanoschaltkreisen fithren. 4) Unterschiedliche Pro-
teine binden spezifisch an bestimmte Nucleinsdure-Sequen-
zen, was den adressierbaren Aufbau von komplexen DNA-
Protein-Strukturen ermoglicht. Diese konnen entweder zu-
sitzlich zur DNA als adressierbare Doménen fiir die selektive
Anlagerung von Metallen oder Halbleitern eingesetzt werden
oder aber, um die DNA temporir gegen Metallanlagerung zu
schiitzen. Solche isolierten Doméinen konnen dann fiir die
Anlagerung anderer Metalle oder Halbleiter genutzt werden,
um so komplexe Strukturen mit definierten Mustern herzu-
stellen.

Die Wechselwirkung von Metall-Nanopartikeln mit DNA
ist ein gut untersuchtes Phinomen,['* 181373 ynd der mi-
kroskopische Mechanismus der Komplexierung von Metall-
Nanopartikeln durch DNA-Matrizen ist bekannt.’” Ge-
wohnlich wird einzel- oder doppelstrangige DNA mit solchen
Metallpartikeln beladen, die sich mit TEM oder AFM leicht
abbilden lassen.”®” Bei der Wechselwirkung von phosphan-
stabilisierten Gold-Nanopartikeln (Auss(Ph,PCH,-
SO;H);,Cl;) mit DNA konnte die Bildung goldbeladener,
drahtdhnlicher DNA-Strukturen mit AFM visualisiert
werden (Abbildung 52 A).P¥ Laut Molecular-Modeling-Stu-
dien der Wechselwirkungen zwischen DNA und Auss- sowie
Au;-Nanopartikeln passen sich die Nanopartikel in die
Furchen der DNA ein (Abbildung 52B). Einige der Phos-
phanliganden werden durch Phosphatgruppen der DNA
substituiert, sodass eine starke Bindung zwischen den Gold-
Nanopartikeln und der DNA resultiert. Gold-Nanopartikel,
die mit anderen Phosphanliganden beschichtet waren (z.B.
Tris(hydroxymethyl)phosphan),*® wurden ebenfalls zur Be-
ladung von DNA-Matrizen verwendet, wobei sich Nanodrih-
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Abbildung 52. A) AFM-Bild von A-DNA (a), die teilweise mit Aus;-Clus-
tern beladen ist, mit zugehsrigem Hoéhenprofil (b). B) Energiemini-
mierte Struktur der DNA mit Auss-Clustern, die entlang dem Phosphat-
Riickgrat in der groRen Furche der DNA angeordnet sind. (Mit Geneh-
migung aus Lit. [367a].)

te bildeten. Eindimensionale Ketten von Gold-Nanopartikeln
(4.4nm), die mit kationischen Trimethyl(mercaptounde-
cyl)ammonium-Monoschichten iiberzogen waren, wurden
elektrostatisch entlang den DNA-Molekiilen unter sorgfalti-
ger Kontrolle der relativen molaren Mengen an Nanoparti-
keln und DNA-Basenpaaren in Losung angeordnet.P5"!
TEM-Bilder von eingetrockneten Losungsmitteltropfen mit
einem molaren Verhiltnis DNA-Basenpaare/beschichtete
Nanopartikel von etwa 20:1 zeigen mehrere Mikrometer
lange Ketten von Au-Nanopartikeln, die fast die Kanten der
kationischen Monoschichten entlang der anionischen DNA-
Matrizen beriihren.

Ausgehend von der Idee, die DNA als Matrize fiir die
Erzeugung von Nanoschaltkreisen einzusetzen, wurden Ex-
perimente zur gezielten Anordnung DNA-vernetzter Halb-
leiter-Nanopartikel und DNA-basierter Metall-Nanopartikel-
Nanodréhte auf Oberflachen durchgefiihrt. Da die Nanopar-
tikel ,,auf Liicke“ an den DNA-Matrizen koordiniert sind,
stellt sich die Frage nach der elektrischen Leitfdhigkeit der
DNA-Matrize selbst. Der Elektronentransport durch die
DNA ist eines der am intensivsten diskutierten Phanomene
der letzten Jahre***! und nach wie vor Gegenstand theo-
retischer®! und experimenteller Studien.’"! Trotz einiger
optimistischer Befunde, die auf gute Leitungseigenschaften
des gesamten DNA-Riickgrats hinweisen,”’” wird in den
meisten Arbeiten iiber schlecht leitendet™ oder isolieren-
del™ Eigenschaften der DNA berichtet. Um die Leitfihig-
keit der DNA zu untersuchen, wurde eine doppelstrangige
DNA zwischen zwei Gold-Nanopartikeln analysiert. Hierzu
wurden thiolderivatisierte Oligonucleotide an Gold-Nano-
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partikel gekuppelt und diese mit DNA-Ketten aus doppel-
strangigen Helices unterschiedlicher Lénge (24, 48 oder 72
Basenpaare) verbriickt. Die Helices waren an beiden Enden
mit einzelstrdngigen Doménen terminiert, die komplementir
zu den an den Gold-Nanopartikeln gebundenen Oligonucle-
otiden waren.® Die mit ds-DNA-Spacern verbriickten
Gold-Nanopartikel-Aggregate wurden auf einem elektrisch
nichtleitenden festen Tridger abgeschieden und ihre Leitfa-
higkeit nach der Vier-Punkt-Methode bestimmt. Uberra-
schenderweise lagen die Leitfdhigkeiten der Aggregate mit
allen drei DNA-Linkern im Bereich zwischen 10~° und
10~ Scm™' bei Raumtemperatur, und alle zeigten ein #hnli-
ches temperaturabhingiges Verhalten. Die Ahnlichkeit der
elektrischen Eigenschaften der Aggregate wird darauf zu-
riickgefiihrt, dass die DNA-Spacer komprimiert werden und
daher kleine und vergleichbare Abstinde zwischen den Gold-
Nanopartikeln resultieren. Dementsprechend spiegeln die
gemessenen Leitfahigkeitsparameter die elektrischen Eigen-
schaften von metallischen Nanopartikel wider, die ,auf
Liicke* angeordnet sind.

Die Leitfahigkeit metallischer Nanopartikel-Aggregate
auf einer DNA-Matrize kann durch chemische Abscheidung
eines anderen Metalls verstarkt werden (z.B. Ag-Abschei-
dung auf einem Gold-Aggregat). Das abgeschiedene Metall
fiillt die Liicken auf und bildet einen kontinuierlichen leitf4-
higen Nanodraht. Das allgemeine Konzept der DNA-Metal-
lisierung basiert auf der Konjugatbildung von Metall-Kom-
plexen oder metallischen Nanopartikeln mit der DNA-Ma-
trize und dem nachfolgenden Wachstum der Metallkeime mit
dem gleichen oder einem anderen Metall durch chemische
Reduktion des entsprechenden Metallions durch starke Re-
duktionsmittel wie Dimethylaminoboran, Hydrochinon oder
Natriumborhydrid.?* Wenn Metallionen oder Metallkom-
plexe (z.B. Silber- oder Kupferionen,*”! Platin- oder Palla-
diumkomplexe®”) elektrostatisch mit einer DNA-Matrize
konjugiert und dann als aktive Zentren fiir die Metallisierung
der DNA verwendet werden, lauft der Prozess der kontinu-
ierlichen Nanodraht-Bildung tiber mehrere Stunden bis zu
einem Tag ab.'®3% Der Vorgang wird erheblich verkiirzt,
wenn man vorgefertigte Metall-Nanopartikel einsetzt.**®! Fiir
die Bindung der primédren Metallcluster an die DNA-Matrize
stehen mehrere Methoden zur Verfiigung: 1) Reduktion von
Metallionen an den Phosphatgruppen zu metallischen
Keimen, die mit der DNA verbunden sind. 2) Verwendung
von Metall- oder Halbleiter-Nanopartikeln, die mit interkal-
ierbaren Gruppen verbunden sind. Die Interkalation der
molekularen Komponenten in die doppelstringige DNA
fiihrt zur Assoziation des Nanopartikels an die DNA-Matrize.
3) Synthese von DNA mit funktionalen Seitengruppen, die
die kovalente Anbindung von Metall- oder Halbleiter-Nano-
partikeln an die DNA ermdglichen. 4) Synthese von einzel-
strangiger DNA, die konstante repetitive Einheiten enthélt
(z.B. Telomere), und Hybridisierung mit Metall- oder Halb-
leiter-Nanopartikeln, die mit kurzen, zu den einzelstrédngigen
repetitiven DNA-Einheiten komplementéren Nucleinsiduren
funktionalisiert sind.

Abbildung 53 A zeigt das Prinzip der Aggregation von
Gold-Nanopartikeln auf der DNA-Matrize unter Anwendung
von Gold-Nanopartikeln mit einer interkalierbaren Funkti-
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Abbildung 53. A) Herstellung eines Gold-Nanopartikel-Drahtes mit
einer polyA/polyT-Matrize und Gold-Nanopartikeln, die mit einem in-
terkalierbaren Molekiil (Psoralen) modifiziert sind. B) AFM-Aufnahme
des Gold-Nanopartikel-Drahtes an der polyA/polyT-Matrize.

on.’® Aminofunktionalisiertes Psoralen (109) wurde mit
dem Auss-Nanocluster 108 (Durchmesser 1.4 nm), der eine
einzelne N-Hydroxysuccinimid-Estergruppe trédgt, zum pso-
ralenfunktionalisierten Auss-Nanopartikel 110 umgesetzt. Da
Psoralen als spezifischer Interkalator fiir A-T-Paare wirkt,
wurden die funktionalisierten Auss-Nanopartikel mit einer
pA/pT-ds-DNA 111 umgesetzt. AnschlieBend wurde das
Aggregat mit UV-Licht bestrahlt, um die [2n+27r]-Cycload-
dition zwischen den Psoralengruppen und den Thyminbasen
der DNA zu induzieren. Dieser Prozess fixiert die Auss-
Nanopartikel kovalent an der DNA-Matrix. Abbildung 53B
zeigt das AFM-Bild des erhaltenen, 600-700 nm langen
Nanopartikel-Drahtes. Der Durchmesser betridgt 3.5-8 nm
und wird durch den Durchmesser der Matrizen-DNA be-
stimmt. Die Hohe des Drahtes (3—4 nm) ldsst darauf schlie-
Ben, dass die Gold-Nanopartikel an gegeniiberliegenden
Seiten der doppelstrdngigen DNA interkalieren. Das konti-
nuierliche Erscheinungsbild des Gold-Nanopartikel-Drahts
ist durch die GroBe der Raster-AFM-Spitze bedingt; in
Wirklichkeit befinden sich die meisten Partikel nicht in
engem Kontakt zueinander. Die auf einer DNA-Matrize
angeordneten Gold-Nanopartikeln kénnten durch stromlose
Abscheidungsprozesse vergrofiert werden (z.B. durch Reak-
tion von [AuCl,]>~ mit NH,OH), bis ein kontinuierlicher,
leitfahiger Nanodraht entsteht.
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FEin anderer Ansatz zur Erzeugung eines leitfahigen
Drahtes entlang einer DNA-Matrize beruht auf der elektro-
statischen Assoziation metastabiler Gold-Nanopartikel mit
einer DNA-Matrize.””! Die Gold-Nanopartikel waren mit
dem kationischen Stabilisator Thiocholin (HS(CH,),-
N(CH,);*, 54) modifiziert, der die elektrostatische Assozia-
tion der Nanopartikel mit der negativ geladenen DNA-
Matrize bewirkt. So prépariert aggregierten die instabilen
Gold-Nanopartikel zu den leitenden Drahtstrukturen. Gold-
kem-Anilingg,.-Nanopartikel wurden durch Selbstorganisation
auf eine DNA-Matrize aufgebracht, die auf einer Oberfldache
ausgestreckt war. Es wurden gut ausgerichtete Aggregate mit
weitreichender Ordnung erhalten.’™ Die Anilin-Hiille indu-
zierte die notwendige positive Ladung auf die Nanopartikel,
sodass diese elektrostatisch an das negativ geladene Phos-
phat-Riickgrat der DNA-Matrize binden konnten. Lineare
Arrays der anilinbeschichteten Gold-Nanopartikel mit Ab-
stinden zwischen den Partikeln wurden auf der DNA zu
halsbandartigen Nanostrukturen angeordnet. Durch Abschei-
dung unterschiedlicher Metalle oder Nanopartikel in den
Zwischenrdumen zwischen den Partikeln lassen sich die
elektrischen oder optischen FEigenschaften der linearen
Arrays einstellen.

Angewandte

Eine Hochdurchsatz-Synthese von DNA-Matrizen zur
Erzeugung metallischer Nanodrihte wurde mit der Telome-
rase aus HeLa-Tumorzellen entwickelt. Telomere sind Nuc-
leinsduren aus konstanten repetitiven Einheiten (5'-
TTAGGG-3), die die Chromosomen-Enden vor Abbau
schiitzen.””! Thr schrittweiser Abbau wihrend des normalen
Lebenszyklus einer Zelle verursacht bei einer bestimmten
Lénge ein zelluldres Signal fiir die Beendigung des Lebens-
zyklus und der Proliferation.’®! In manchen Zellen kann die
Ribonucleoprotein-Telomerase akkumuliert werden; dieses
Enzym verlidngert die Telomeren-Enden um die konstanten
repetitiven Einheiten. Dadurch entstehen unsterbliche ma-
ligne oder Krebszellen, sodass die Telomerase ein charakte-
ristischer Biomarker fiir Krebszellen ist.!

Die konstanten repetitiven Einheiten der Telomere stel-
len adressierbare Dominen zur Verfiigung, die als Matrizen
zur Bildung metallischer Nanodrdhte genutzt werden
konnen.’® In einem Ansatz wurde der Primer 112 in
Gegenwart einer dNTP-Mischung telomerisiert, die auch
Aminoallyl-dUTP (113) enthielt (Abbildung 54 A). Die ent-
stehenden aminomarkierten Telomere wurden mit Gold-
Nanopartikeln (1.4 nm) umgesetzt, die ihrerseits mit je einer
einzelnen N-Hydroxysuccinimid-Estergruppe (108) konju-

ll:l' o]
A AuU—C-0-N Au AU ay Au
B Kt T R8B00 ;
o 108 -
dNTPs NH, : \/\/\NW AuCl, Al
dUTP-NH, e, e Ab Ay Al Ay A $LP @
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il % Au AU NH:OH A A
12\ 114 P A YA N TN
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“N-C=C-CHsNH
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Abbildung 54. Aufbau von Gold-Nanodrihten an einer Telomer-Matrize: A) kovalente Bindung von Gold-Nanopartikeln an Aminogruppen eines
Telomers und anschlieRende katalytischen VergréfRerung der Nanopartikel; die Aminogruppen werden im Telomerisationsschritt in die Telomer-
struktur eingebaut. B) Bindung von Oligonucleotid-funktionalisierten Gold-Nanopartikeln an die komplementiren Dominen des Telomers und an-
schliefende katalytische Vergréferung der Nanopartikel. C,D) TEM- bzw. AFM-Aufnahmen des Gold-Nanodrahtes, der nach dem Verfahren (A)
hergestellt wurde. E) TEM-Aufnahme des Gold-Nanodrahtes, der nach dem Verfahren (B) hergestellt wurde. (Mit Genehmigung aus Lit. [382], Co-

pyright American Chemical Society, 2004.)

Angew. Chem. 2004, 116, 6166 — 6235

www.angewandte.de

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Chemie

6221


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

6222

giert waren. Auf diese Weise wurden Telomere erhalten, die
mit Gold-Nanopartikeln modifiziert waren. Die mit den
Gold-Nanopartikeln beladenen DNA-Drihte wurden dann
durch stromlose Goldabscheidung zu einem metallischen
Nanodraht vergroBert (Abbildung 54 C, D). In einem anderen
Ansatz wurde das Telomer mit komplementidren Nucleinsédu-
resegmenten 114 hybridisiert, die an Gold-Nanopartikel
konjugiert waren (Abbildung 54B). Durch anschlieBende
VergroBerung des modifizierten DNA-Duplex durch strom-
lose Goldabscheidung auf den Nanopartikeln entstand ein
metallischer Nanodraht (Abbildung 54E).

Damit eine praktische Anwendung moglich ist, miissen
Nanodrdhte mit Makro- oder Mikroelektroden elektrisch
kontaktiert werden. Mit diesem Ziel wurde ein einzelner
Nanodraht auf einer DNA-Matrize hergestellt, der zwei
Mikroelektroden verbriickte.”?% Die beiden Mikroelek-
troden, die sich in einem Abstand von 12 bis 16 pm gegen-
uberlagen, wurden mit Oligonucleotiden von zwolf Basen
Lange derivatisiert und mit einer 16 um langen A-DNA
verbriickt (Abbildung 55A). Die Phosphatgruppen der
DNA-Briicke wurden durch Ionenaustausch mit Agt-Ionen
beladen, die mit Hydrochinon zu metallischem Silber redu-
ziert wurden. Die kleinen Silberaggregate entlang des DNA-
Riickgrates wurden als Katalysatoren fiir die weitere reduk-
tive Abscheidung von Silber genutzt, wobei ein Silber-Nano-
draht gebildet wurde. Diese mikrometergro3e Funktionsein-
heit hatte eine typische Breite von 100 nm und eine granulére
Morphologie (bestimmt durch AFM). Elektrische Messungen
ergaben nichtlineare I-V-Kurven (Abbildung 55B). Der
Grund fiir die Nichtlinearitit ist gegenwértig ebensowenig
verstanden wie die beobachtete Hysterese. Mogliche Ursa-
chen sind Quanteneffekte des Nanodrahtes oder lokale
Defekte, die als Tunnelbarrieren fiir den Elektronentransport
wirken. Ein dhnlicher Ansatz wurde gewéhlt, um gut leitende
Nanodrédhte entlang einer DNA-Matrize zu erzeugen, die
makroskopisch verzahnte Goldelektroden iiberbriicken.*’!
Die DNA-Molekiile wurden zwischen die makroskopischen
Goldelektroden gebracht und mit Pd**-Tonen beladen.*
Die Ionen wurden chemisch zu kontinuierlichen Metalldréh-
ten reduziert, deren Leitfdhigkeit nur etwa eine GroBenord-
nung unter der von metallischem Palladium liegt.

In einem weiteren Experiment wurde die lineare doppel-
strangige M13mp18-DNA (ca. 2.5 um lang) zwischen ver-

A I I fr
12-16 pm
g~

a) Hydrochinon

OH"
b) Ag®
Hydrochinon
H*
leitfahigar
Silberdraht
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zahnten Elektroden (2.0 um Abstand) vektoriell immobili-
siert. Erreicht wurde dies durch unsymmetrisches Modifizie-
ren der Elektrodenoberflichen.*®®! Eine Seite der Elektro-
den wurde selektiv mit Streptavidin iiberzogen, die andere
mit Gold-Nanopartikeln beschichtet. Eine asymmetrische
doppelstrangige M13mp18-DNA mit einer 5'-Thiolgruppe am
einen Ende und einem 5'-Biotinrest am anderen Ende wurde
durch Polymerasekettenreaktion mit zwei unterschiedlichen
Primern markiert. Die DNA-Wechselwirkung mit dem Elek-
trodensystem fiihrt zu einer selektiven Uberbriickung der
Elektrodenoberflachen durch die Biotin-Streptavidin-Kupp-
lung auf der einen Seite und der Thiol-Adsorption an die
Gold-Nanopartikel auf der anderen Seite. Durch weitere
Metallisierung der DNA-Briicken konnte ein elektrischer
Kontakt zwischen den verzahnten Elektroden hergestellt
werden.

Fine funktionierende molekulare Elektronik erfordert
weit ausgefeiltere Operationen als die bislang beschriebenen,
z.B. Methoden zur Bildung komplexerer Geometrien, zur
nanoskopischen Strukturbildung von Leiterbahnen und zur
molekular exakten Lokalisierung von Bauelementen. Die
Bindung von Proteinen (z.B. RecA) an DNA wurde genutzt,
um nanoskalige DNA-basierte Metalldrdhte mit nichtleiten-
den oder halbleitenden Liicken zu strukturieren.®™ Der
biomolekulare lithographische Prozess, der hierfiir angewen-
det wurde, basiert auf dem Prozess der homologen Rekom-
bination, ausgelost durch Einwirkung von RecA-Protein auf
doppelstriangige DNA-Molekiile. Die Information zur Steue-
rung des lithographischen Prozesses ist in dem 48502 Basen-
paaren langen doppelstrangigen DNA-Substrat 115 und in
der einzelstrangigen DNA-Hilfskette 116 aus 2027 Basen
hinterlegt. Die RecA-Proteine werden auf der Einzelstrang-
Sonde zu einem Nucleoprotein-Filament 117 polymerisiert.
Das Filament wird anschlieBend mit dem ds-DNA-Substrat
115 gemischt (Abbildung 56, Schritte a und b). Die RecA-
Polymerisation auf der ss-DNA 116 ist nicht sequenzspezi-
fisch, allerdings ist die Bindungsspezifitidt des Nucleoprote-
infilaments 117 zum ds-DNA-Substrat 115 durch die Sequenz
der Sonde und ihre Homologie zum Substratmolekiil festge-
legt. AnschlieBend werden Ag*-Ionen an den proteinfreien
DNA-Domiénen des Nucleoproteinfilaments abgelagert und
dort zu Silberclustern reduziert, die mit den freien Doménen
des DNA-Aggregats konjugiert sind (Abbildung 56 A,

B

=20 =10 0 10 20
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Abbildung 55. A) Konstruktion eines Nanodrahtes zwischen zwei Mikroelektroden: Ag*-lonen werden auf einer DNA-Briicke abgeschieden und an-
schlieBend chemisch zu einem metallischen Agglomerat reduziert. B) I-V-Kurven der nach (A) erzeugten Funktionseinheit. (Teil B mit Genehmi-

gung aus Lit. [255].)

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

Angew. Chem. 2004, 116, 6166 — 6235


http://www.angewandte.de

Nanopartikel-Biomolekiil-Hybride

Angewandte

A Aldehyd-Muster diente als ,,.Blaupause* fiir die
. ® @g Polymerisation 117 Erzeugung einer isolierenden Liicke in der DNA-
—_— .« .
ss-DNA-Sonde  poos mionoere & D i Metﬁllhslerl}ng. .

116 Uber die kombinierte Anwendung von ,,mo-
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N == Rekombination _.'.‘“'.‘_ Herstell . i di onal
ittt ‘Aldehyd-derivatisieres 4'“ zur. erstellung ein- und zwel 1mens1?na.er me-
ds-DNA-Substrat . Ag-Aggregate tallischer Nanodraht-Arrays wurde kiirzlich be-
molekulare ’,f' . richtet.”® Die Methode umfasst drei Schritte:
S  + AgNO, Lithographie Em‘é 1) Mithilfe eines TropfenflieBprozesses wurden
¢ Au-Dréhte parallele DNA-Arrays mit festgelegter Orientie-
P rung und Dichte pripariert (Abbildung 57 A). Zur

i exponiene DNA & L . .
me-o-o-o-om *AuCl+KSCN Au-Metallisierung i“m. Erzeugung zweidimensionaler Arrays wurde ein
-

+ Hydrochinon

Abbildung 56. A) Molekulare Lithographie durch Einwirkung von RecA-Pro-
teinen auf ds-DNA. B) AFM-Aufnahme der strukturierten DNA-Matrize
nach Metallisierung mit Gold. Einschub: vergréRerte Aufnahme einer
Liicke. Die Hohe der metallisierten Abschnitte betrigt etwa 50 nm. (Mit
Genehmigung aus Lit. [384].)

Schritt ¢). Die ds-DNA 115 ist zuvor mit Aldehydgruppen
modifiziert worden, die die chemische Reduktion der elek-
trostatisch gebundenen Agt-Ionen zu Silberclustern vermit-
teln. Die lokalisierten, maskierenden RecA-Proteine verhin-
dern die Silberabscheidung auf dem Nucleoproteinfilament
117 und halten eine Liicke definierter Sequenzlange zwischen
den silberbeladenen Segmenten des Substratmolekiils frei.
Die Silbercluster dienten als Katalysatoren fiir die folgende
stromlose  Abscheidung von Gold (Abbildung 56 A,
Schritt d); in diesem Abscheidungsschritt wurden zwei kon-
tinuierliche Golddréhte erzeugt, die durch eine definierte
Liicke getrennt sind (Abbildung 56B). Das Nucleoproteinfi-
lament 117 konnte durch Erkennungsreaktionen (Biotin-
Streptavidin, Antigen-Antikorper) weiter funktionalisiert
werden, wobei komplexe Hybridstrukturen aus Biomaterial
und Metall-Nanodrihten oder Halbleiter-Nanodréhten er-
halten wurden.

In einem vergleichbaren Ansatz wurde das Nucleoprote-
infilament 117 verwendet, um die DNA in erster Linie vor der
Aldehyd-Derivatisierung (nicht vor der Metallisierung) zu
schiitzen.” Die Bindung von RecA an die DNA blockiert
deren Reaktion mit Glutaraldehyd, sodass ein Abschnitt auf
der DNA underivatisiert bleibt. Nach Entfernen des iiber-
schiissigen Glutaraldehyds wurde das RecA-Protein wieder
abgelost und die DNA gereinigt. Die erhaltenen DNA-
Molekiile mit definiertem Aldehyd-Muster wurden durch
»molekulares Kdmmen*“ auf einem passivierten Silicium-
Wafer ausgerichtet und in einer Silberlosung inkubiert. Das
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zweiter Ausrichtungsprozess in eine andere Rich-
tung vorgenommen. 2) Pd**-Ionen wurden an das
negativ geladene Riickgrat der DNA adsorbiert.
3) Die adsorbierten Pd**-Ionen wurden unter
Bildung von Palladium-Nanodréhten chemisch
reduziert. Entsprechend dem DNA-Muster resul-
tierten parallele oder gekreuzte Netze aus Pd-
Nanodréhten auf Glimmer. Die Dréhte bestanden
aus Nanopartikeln mit beobachteten Durchmes-
sern von etwa 30 nm, der tatsdchliche Durchmes-
ser diirfte wegen der begrenzten lateralen Auflo-
sung der AFM-Spitze allerdings kleiner sein. Eine

DMA + Mg™*
Tripichen

Bewegungs-
richtung

—_ geordnete
/7~ "\DNA

Gas-Strom
itm—1

Abbildung 57. A) Stromungsvermitteltes ,molekulares Kimmen“ von
DNA-Molekiilen auf einem Triger. B) AFM-Aufnahme eines Pd-Nano-
drahts im Querschnitt; die Hhe der Partikel betrigt etwa 5 nm.

C) AFM-Aufnahme eines netzférmigen zweidimensionalen Arrays aus
Pd-Nanodrihten, erzeugt durch Metallisierung einer zweidimensional
ausgerichteten DNA-Probe. D) Mit einer AFM-Spitze zerschnittener
DNA-Strang. E, F) Durch Manipulation mit einer AFM-Spitze erzeugte
DNA-Muster. (Teile A-C aus Lit. [386], Teile D—F aus Lit. [387¢] mit Ge-
nehmigung der American Chemical Society, 2002.)
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Querschnittsanalyse der Leiterbahnen (Abbildung 57B)
ergab eine Hohe von etwa 5nm. Eine hoch aufgeloste
AFM-Aufnahme (Abbildung 57C) zeigt die wohldefinierte
netzformige Anordnung der Palladium-Nanodrihte.

Diese Fertigungsmethode konnte insbesondere fiir die
parallele Anordnung von nanoskaligen Bauelementen zu
funktionalen Netzwerken eingesetzt werden. Die Komplexi-
tdt der zweidimensionalen DNA-Arrays wurde durch ein
molekulares ,,Cut-and-Move*“-Verfahren mit einer AFM-
Spitze erhoht.’¥! Mit der AFM-Spitze wurde ein DNA-
Strang an einer bestimmten Stelle aufgeschnitten (Abbil-
dung 57D) und ein Teil der DNA weggewischt. Die verblie-
bene DNA-Struktur wurde mit der AFM-Spitze zu verschie-
denen Mustern angeordnet (Abbildung 57E,F). Durch Me-
tallisierung der erzeugten DNA-Muster konnten verschieden
strukturierte Nanoleiterbahnen mit hoher Komplexitit her-
gestellt werden.

Die variablen und komplexen Moglichkeiten zum Design
der DNA bieten Perspektiven fiir die programmierte Form-
und Strukturgebung von DNA-Matrizen.”®! Zum Beispiel
wurde eine kreuzformige Struktur mit Bindungsstellen an den
Enden aus acht doppelstrangigen DNA-Einheiten syntheti-
siert. Durch Selbstorganisation dieser Bausteine wurden
zweidimensionale Gitter oder Bander mit einem periodischen
quadratischen Muster erhalten.’! Durch Metallisierung der
Nanobinder wurden hochleitfihige Silberdrdhte erzeugt.
Ebenfalls beschrieben wurden DNA-Gitter aus dreifach
iiberkreuzten DNA-Molekiilen, die als Matrizen fiir die
Bildung von  Gold-Nanopartikel-Arrays  verwendet
wurden.P®)

8.3. Virale Matrizen als funktionale Template fiir
Nanoschaltkreise

Es ist bekannt, dass einige Arten stibchenférmiger Viren
wohldefinierte fliissig-kristalline Phasen bilden.?! Dazu pas-
send wurde vor kurzem eine Methode zur Selbstorganisation
nanokristalliner Filme beschrieben, die auf der Anwendung
von Nanokristall-funktionalisierten M13-Viren beruht.”"!
Ein Ende des M13-Virus wurde gentechnisch so modifiziert,
dass es an ein gewiinschtes Halbleitermaterial bindet (speziell
II-VI-Halbleiter-Nanopartikel) oder als Keimzentrum
wirkt.?” Die mit Halbleiter-Nanokristallen funktionalisier-
ten viralen fliissig-kristallinen Bausteine wurden zu geordne-
ten freitragenden Hybridfilmen vergroBert. Die resultieren-
den Nanokristalle waren nanoskopisch wie auch mikrosko-
pisch geordnet und zeigten ein periodisches Streifenmuster
mit 72 ym grofSen Doménen.

Zur Ausrichtung von Nanopartikeln (einschlieBlich me-
tallischer und magnetischer) wurde ein allgemeiner Ansatz
entwickelt, der auf der Anwendung gentechnisch verdnderter
Viren mit spezifischer Affinitét fiir Streptavidin basiert. Die
gentechnisch modifizierten Anti-Streptavidin-M13-Viren mit
spezifischen Bindungsstellen fiir Streptavidin wurden mit
Gold-Nanopartikel/Streptavidin-Hybriden umgesetzt. Erhal-
ten wurden smektisch geordnete freitragende Gold-Nanopar-
tikel/Virus-Filme. Die Linge der Viruspartikel kann iiber das
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DNA-Insert eingestellt werden, sodass das Raster der smek-
tischen Schicht gentechnisch steuerbar ist.

Viren wurden als Template genutzt, um Nanopartikel mit
priziser Positionierung der Cluster zu aggregieren.’”! Zum
Beispiel wurden mithilfe des Tabakmosaikvirus (TMV) als
Templat metallische Nanopartikel (Pt, Au, Ag) zu Nano-
drihten organisiert.””**® Die ionischen Vorstufen, [PtClg]*,
[AuCly]” und Ag*, wurden an die Virusoberfliche gebunden
und chemisch reduziert, sodass die Oberflache der Wildtyp-
TMV-Stidbchen spezifisch mit metallischen Nanopartikeln
von unter 10 nm GroBe bedeckt wurde. Ahnlich wurden nur
wenige Atome dicke Nickel- und Cobalt-Nanodrihte mit
Langen bis in den Mikrometerbereich im zentralen Kanal von
TMV als Templat gebildet.” Verschiedene Mutanten des
Kuherbsen-Mosaikvirus (CPMV) wurden als Template zur
Anbindung von 2 und 5 nm grolen Gold-Nanopartikeln liber
Gold-Schwefel-Bindungen an spezifische Stellen des Virus
verwendet. Mit diesem Ansatz wurden dreidimensionale
Muster mit definierten Abstinden erhalten.**!

8.4. Integration von Nanodrdihten in Nanobauelemente

Das ultimative Ziel der Nanobioelektronik ist die Inte-
gration der Nanodrdhte in funktionsfihige elektronische
Systeme oder funktionelle Bauelemente. Das Hauptaugen-
merk galt bislang den strukturellen Merkmalen von Nano-
schaltkreisen und den Leitungseigenschaften der Nanostruk-
turen, derweil sich Forschungen zur Fertigung funktionieren-
der Komponenten noch in den Anfingen befinden. Jiingste
Arbeiten weisen aber auf vielversprechende Entwicklungen
in diesem Bereich hin.

Nanobiosensoren auf der Basis funktionalisierter Nano-
drihte®® und Nanorshren® sind in jiingster Zeit intensiv
untersucht worden. Funktionalisierte Silicium-Nanodridhte
wurden in der DNA-Analyse mittels Leitfdhigkeitsmessun-
gen eingesetzt.” Die Si-Nanodrihte vom p-Typ wurden
durch chemische Dampfabscheidung in Gegenwart von ka-
talytischen Gold-Nanoclustern synthetisiert und in Sensor-
elemente mit elektrisch adressierbaren Nanodrédhten inte-
griert (Abbildung 58 A, kleines Bild).*! Eine PNA-Sonde
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S} —
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1 L T I T T

0 200 400 600 200 1000 0 20 40 60 B0 100
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Abbildung 58. A) Leitfihigkeit eines mit dem PNA-Rezeptor funktiona-
lisierten Si-Nanodrahtes; an der mit dem Pfeil markierten Stelle
wurden 60 fm Analyt-DNA (Wildtyp-CFTR) zugegeben. Der Einschub
zeigt das SEM-Bild eines Transistorelements mit Source- (S) und
Drain-Elektrode (D); Skalierung: 1 um. B) Leitfihigkeit zweier Si-Nano-
drahtelemente (Quadrate und Kreise) als Funktion der Konzentration
der Analyt-DNA. (Mit Genehmigung aus Lit. [397a], Copyright Ameri-
can Chemical Society, 2004.)
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mit der Sequenz 5-ATCATCTTTG-3', die vollstindig kom-
plementdr zur Sequenz des Transmembranrezeptors der
Wildtyp-Mukoviszidose (CFTR) ist, wurde an den Nanodraht
gebunden und als Rezeptor fiir die Analyse von Wildtyp- und
mutierten Oligonucleotidsequenzen der AF508-Region von
CFTR verwendet (5-CATAGGAAACACCAAAGATGA-
TATTTTCTTT-3" bzw. 5-CATAGGAAACACCAATGA-
TATTTTCTTT-3'). Die Bildung des negativ geladenen Dop-
pelstrangkomplexes zwischen den oberfldchenfixierten PNA-
Rezeptoreinheiten und der komplementdren Analyt-DNA
verursachte eine Leitfdhigkeitsdnderung des Nanodrahtes
(Abbildung 58 A), die nichtkomplementire, mutierte DNA
hingegen nicht. Daraus folgt, dass das elektronische Signal
von der spezifischen Bindung der Analyt-DNA herriihrt und
nicht von einer unspezifischen DNA-Adsorption. In konzen-
trationsabhéngigen Messungen wurde eine Nachweisgrenze
von etwa 10 fM ermittelt (Abbildung 58 B). Dieser Ansatz ist
ein Schritt hin zu einem direkten, markerfreien DNA-Nach-
weis mit hoher Empfindlichkeit und guter Selektivitdt und
birgt eine Perspektive fiir die integrierte Hochdurchsatz-
Detektion von DNA mit Anwendungen im genetischen
Screening und in der Aufspiirung von Biokampfstoffen.

Das in Abschnitt 8.1 beschriebene Actin/Gold-Nano-
draht/Actin-Filament wurde als Nanotransportsystem ge-
nutzt.’* In diesem Experiment wurde das Filament mit
Phalloidin verfestigt und auf eine Myosin-Schnittstelle auf
einem Glastrager aufgetragen. Bei Zugabe von ATP (als
,» Treibstoff«) bewegten sich die actinmodifizierten Gold-
Nanostdbchen auf der Oberfldche. Die Bewegung der Nano-
objekte wurde unter dem Reflexionsmikroskop verfolgt
(Abbildung 59), und eine Geschwindigkeit von 250 nms™
wurde ermittelt. In einem &hnlichen Ansatz wurden CdSe-
Nanopartikel auf Mikrotubuli aggregiert und die erzeugten
Filamente in Gegenwart von Kinesin in Bewegung ver-
setzt.*!

Abbildung 59. Momentaufnahmen (Reflexionsmikroskopie) der sich
bewegenden Actin/Gold-Nanodraht/Actin-Filamente auf einer myosin-
beschichteten Glasoberfliche bei Zugabe von ATP. Die Bilder A-D
zeigen den gleichen Ausschnitt in Zeitabstinden von 5 Sekunden.

Angew. Chem. 2004, 116, 6166 — 6235

www.angewandte.de

Angewandte

9. Schlussfolgerungen

Gegenstand dieses Aufsatzes sind aktuelle Fortschritte in
dem sich schnell entwickelnden Bereich funktionaler Hy-
bridsysteme aus Biomolekiilen und Nanopartikeln oder Na-
nostdbchen. Die Forschungen auf diesem Gebiet sind natur-
gemal interdisziplindr und zielen darauf ab, die ungewohn-
lichen optischen, elektronischen und katalytischen Eigen-
schaften von Nanoobjekten mit den optimierten Erkennungs-
und Reaktivitidtseigenschaften von Biomaterialien zu kombi-
nieren. Der Umstand, dass Nanopartikel und Biomaterialien
(Enzyme, Antikorper, Nucleinsduren) oft dhnliche Abmes-
sungen haben, macht solche Hybridsysteme zu erfolgverspre-
chenden Komponenten fiir Nanostrukturen und Nanofunkti-
onseinheiten.

FEine Reihe von Funktionen und Anwendungen von
Biomolekiil-Nanopartikel-Hybriden wurde diskutiert, darun-
ter analytische Anwendungen, signalinduzierte elektronische
Funktionen und Anwendungen in Nanoschaltkreisen und
Nanobauelementen. Einige dieser Funktionen konnen bereits
zu tragfihigen Technologien umgesetzt werden, andere be-
diirfen noch aufwéndiger Grundlagenforschung. Bei den
analytischen Anwendungen von Biomolekiil-Nanopartikel-
Hybriden wurden in den vergangenen Jahren grofle Fort-
schritte erzielt. Die besonderen optischen Eigenschaften von
Nanopartikeln und die Photophysik gekoppelter Wechselwir-
kungen zwischen Partikeln sind mittlerweile gut verstanden,
sodass es gelungen ist, solche Partikel als optische Marker fiir
Erkennungsereignisse nutzbar zu machen. Ahnlich wurden
Verfahren entwickelt, die die katalytischen Eigenschaften der
Nanomaterialien zur Verstarkung biologischer Erkennungs-
prozesse einsetzen. Die Organisation von Biomolekiil-Nano-
partikel-Hybriden auf Oberfldchen kann zum elektronischen
Nachweis von Erkennungsvorgingen (durch elektrische Leit-
fahigkeit, piezoelektrische oder photoelektrochemische
Ubertragungsverfahren) verwendet werden. Die GroBenab-
hingigkeit der optischen Eigenschaften von Halbleiter-Na-
nopartikeln zeigt eine Perspektive fiir die parallele Hoch-
durchsatz-Analyse von Analyt-Ensembles auf. Denkbar ist
hier die Organisation von kombinatorischen Bibliotheken aus
Biomolekiil-Halbleiter-Nanopartikel-Hybriden oder die An-
ordnung von unterschiedlichen Biomolekiil-Nanopartikel-
Hybriden in Array-Konfigurationen.

Neue Anwendungen von Biomaterial-Magnetpartikel-
Konjugaten in der Analytik wurden diskutiert. Wiahrend die
Konzentrierung und Trennung von Substanzen mithilfe von
Magnetpartikeln heute zum Stand der Technik gehort, sind
Konzepte wie die Verstdarkung elektronischer Sensorsignale
durch extern gesteuerte Rotation der Magnetpartikel neu.
Viele kiinftige Anwendungen rotierender Magnetpartikel
werden bei der Detektion von Antigen-Antikorper-, Nucle-
insdure-DNA-, Protein-DNA- oder Rezeptor-Zell-Wechsel-
wirkungen erwartet. Auch die verstirkte Reaktivitit an
rotierenden Magnetpartikeln (z.B. die beschleunigte Hy-
bridisierung oder Polymerisation) kann zur Verbesserung von
Analyseverfahren genutzt werden. Eine weitere Perspektive
ist die Anwendung von Nanopartikel-Hybriden als mechani-
scher Antrieb fiir Mikroelemente. Der Nachweis von Bioma-
terialien (z.B. Antikorpern™ oder DNA ) durch mecha-
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nische Bewegung mikroskopischer Federhebel aufgrund von
Oberflichenspannungen ist bereits etabliert. Moglich wére es,
geladene Nanopartikel oder Magnetpartikel als Marker fiir
biologische Erkennungsvorgénge einzusetzen, die in der Lage
sind, Oberfldchenspannungen zu verstirken und dadurch
Mikroobjekte mechanisch zu aktivieren.

Elektronisch ansteuerbare Redoxprotein-Nanopartikel-
Hybride bieten eine neue Strategie zur elektrischen Kontak-
tierung von Redoxenzymen mit ihrer makroskopischen Um-
gebung. Vorhersehbar ist auch der Einsatz anderer Nanoob-
jekte wie Metall- oder Halbleiter-Nanostdbchen oder Koh-
lenstoff-Nanorohrchen. Auch magnetisch ansteuerbare Re-
doxproteine finden sicher Anwendungen beim Design kom-
plexer Sensorsysteme und bei der Entwicklung neuer
Methoden fiir die Oberfldchenstrukturierung.

Die Anwendung von Biomaterialien als Template zur
Herstellung von Nanostrukturen und Nanoschaltkreisen in
Gegenwart von Nanopartikeln befindet sich noch in einer
frithen Entwicklungsphase, die Tragfdhigkeit des Konzepts ist
aber belegt. So ist es z. B. gelungen, Nanodréihte mit kontrol-
lierter Form und elektronischer Funktion durch den Einbau
von Nanopartikeln in biologische Template zu erzeugen. Die
grofften Herausforderungen liegen jedoch noch vor uns, und
aufregende Systeme sind fiir die Zukunft zu erwarten. Den
Nanopartikelarchitekturen auf biologischen Templaten
liegen relativ einfache Strukturmotive zugrunde, die die
katalytischen Funktionen des Biomaterials nicht voll aus-
schopfen. Die Replikation von Nanopartikel-markierter
DNA - und speziell die Entwicklung einer gezielten Polyme-
rasekettenreaktion zur Bildung von Nanopartikel-Driahten —
birgt einen neuen Ansatz fiir das Design biologischer Funk-
tionseinheiten. Der Einsatz von Biomolekiil-Nanopartikel-
Kompositsystemen zur Fertigung von Nanobauelementen
befindet sich noch in einem sehr frithen Stadium der Ent-
wicklung, trotzdem ist bereits jetzt mit der Entdeckung neuer
faszinierender Phdnomene zu rechnen.

Entscheidende Voraussetzung fiir die kiinftige Entwick-
lung von Biomolekiil-Nanopartikel-Systemen ist die Erarbei-
tung neuer Synthesemethoden. Mit den gegenwdirtigen Me-
thoden werden meist Nanopartikel erzeugt, die von einer
stabilisierenden Schicht umgeben sind. Die Herstellung von
Nanopartikeln mit einer einzigen Funktionalitdt ist eine
weitaus schwierigere Aufgabe, die erfolgreiche Synthese von
monofunktionalisierten Auss-Clustern zeigt aber, dass solche
Verfahren prinzipiell moglich sind. Eine kontrollierte Funk-
tionalisierung wére die Grundlage fiir ein programmierbares
vektorielles Wachstum von Biomolekiil-Nanopartikel-Struk-
turen. Ein moglicher Ansatz ist die spezifische chemische
Funktionalisierung der Kanten von Nanostidbchen mit Bio-
materialien.

Fiir biomolekular funktionalisierte Nanopartikel und
Nanostébchen ergeben sich vielfache Anwendungsmoglich-
keiten, etwa in der biomolekularen Elektronik,[*"" fiir Bio-
sensoren, %% und Bioaktuatoren®*** oder in der Medizin
bei der photodynamischen Tumortherapie,[** der gezielten
Freisetzung von Radioisotopen,*! der Wirkstoff-Freiset-
zung,“*! der elektronischen DNA-Sequenzierung, in Gen-
iibertragungssystemen!*”! und der Gentherapie.l*® Neue fas-
zinierende Technologien konnen mit Bionanomaterialien
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erschlossen werden. Ein Beispiel ist das sich neu abzeichnen-
de Gebiet der Nanorobotics, das die Entwicklung, Herstel-
lung und Programmierung von mikroskopischen Robotern
und den programmierbaren Aufbau von Nanoobjekten be-
inhaltet.“”! Nanoroboter sind im Kern nanoelektromechani-
sche Systeme, die alle wichtigen Themen der aktuellen
Forschung und Technik betreffen: Sensorik, Aktuatorik,
Regelung, Kommunikation, Energieversorgung, Schnittstel-
len zwischen rdumlichen Skalen und zwischen organischen/
anorganischen und biologischen/mechanischen Systemen.
Nanoroboter konnten revolutiondre Anwendungen in Berei-
chen wie der Umweltiiberwachung und der Gesundheitsfiir-
sorge finden. Weitere neu aufkommende Themen sind nano-
elektromechanische Quantenschaltkreise und Quantensyste-
me.["” Grundlage dieser Entwicklungen sind Fortschritte in
der Fertigungstechnik fiir freistehende Nanokomponenten,
die mechanisch beweglich sind und eine Vielfalt von Funk-
tionen ausfithren konnen (optische, elektrische und insbe-
sondere mechanische). Mit dem Einsatz bionanohybrider
Systeme konnte das Potenzial dieser Technologien fiir die
Sensorik, Informations- und Signalverarbeitung voll ausge-
schopft werden.

Die Kombination der ungewohnlichen Eigenschaften von
Nanoobjekten und Biomaterialien gibt uns alle Moglichkei-
ten an die Hand, das neue Gebiet der Nanobiotechnologie
interdisziplinir zu gestalten.!! Betrachtet man die jiingsten
Fortschritte auf diesem Gebiet, kann man eine aufregende
neue Wissenschaft mit faszinierenden Systemen erwarten.

Wir danken der Deutsch-Israelischen Stiftung fiir wissenschaft-
liche Forschung und Entwicklung (GIF) fiir die Unterstiitzung
unserer Arbeiten. Der Vortitel dieses Aufsatzes wurde von Dr.
Andrew N. Shipway entworfen.
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