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Selbstorganisation von Metall-Virus-Nanohanteln**
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Klaus Kern

Eine typische Schwierigkeit bei der Synthese von Nano-
strukturen ist das Modifizieren von nanoskaligen Objekten an
spezifischen Positionen, z.B. die selektive chemische Modi-
fizierung der Enden eines Stidbchens. Fiir die Funktionalisie-
rung der Enden von Halbleiterstibchen haben Mokari et al.
eine elegante Strategie entwickelt,! wohingegen fiir kom-
plexere Protein-basierte Objekte maBgeschneiderte Anti-
korper zum Einsatz kommen kénnen.?!

Wir demonstrieren hier, dass das Vorhandensein der
RNA eine einfache und elegante Synthese von Goldnano-
strukturen an den Enden des Tabakmosaikvirus (tobacco
mosaic virus, TMV) ermoglicht. Wir beobachteten, dass 6 nm
gro3e Goldnanopartikel (Au-Np) spezifisch an die Enden der
300 nm langen viralen Rohren binden. Wir diskutieren Me-
chanismen, die diese erstaunliche Selektivitit erklidren, be-
sonders die Wechselwirkung der Au-Np mit dem RNA-
Strang,®*! der an beiden Enden des TMV teilweise von
seiner Proteinhiille befreit wird. Die Au-Np konnten wir an-
schlieBend durch stromlose Abscheidung von Gold bis auf
einige zehn Nanometer vergroBern, wodurch Gold-Virus-
Gold-Hanteln entstanden.

Das Anordnen von Partikeln auf der Nanoskala ist von
grofBem Interesse, weil sich die kollektiven Eigenschaften von
gezielt positionierten Np {iiblicherweise von denen einzelner
Np unterscheiden.!">* DNAP7 und Viren®® sind wegen ihres
hochsymmetrischen Aufbaus und ihrer engen Grofenvertei-
lung ideale Template fiir eine solche Positionierung, wie auch
fiir die Synthese von Nanomaterialien, die ja oft auf be-
kannten Np-Markierungstechniken aufbaut.”! Stibchenfor-
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mige (filamentose) Viren sind vielversprechende Template
fiir Metall-Np; auf diese Weise erzeugte Strukturen konnten
sich fiir den Aufbau neuer Materialien und nanoskaliger
Bauteile eignen.[*"!

Das umfassend charakterisierte TMV®! aggregiert Kopf-
an-Schwanz und bildet damit Stidbchen, die linger als ein-
zelne Virionen sind.”!! Die genau bekannten chemischen und
strukturellen Details ermoglichen es, kovalente Bindungen
selektiv zu platzieren"! und lokale chemische Reaktionen mit
Metallionen!'® und Partikeln durchzufiithren,'”! die zum
Aufbau von Nanodridhten und linear angeordneten Np ge-
nutzt werden konnen. Die Enden der rohrenférmigen Virio-
nen sind — zumindest in selektiver Weise — nur fiir maf3ge-
schneiderte Antikorper zuginglich,” die jedoch mehrere
Nachteile haben, z.B. die Produktion in vivo (aufwindig)
oder auch das Anbinden von Metallclustern in relativ groBem
Abstand von der Rohrenoffnung (ohne Einfluss auf Prozesse
im Kanal). Es ist bemerkenswert, dass das Wildtyp-TMV kein
Cystein auf seiner duBeren Oberfliche aufweist, sodass Au-
Np nicht binden koénnen; natiirlich kénnen Cystein und
andere Aminosiuren gentechnisch eingebaut werden,” was
auch fiir das Kuhbohnenmosaikvirus (cowpea mosaic virus,
CPMV) demonstriert wurde.®!

Unsere Technik basiert auf einem Goldsol,** mit dem die
Virussuspension versetzt wird (Verhiltnis Au-Np/TMV ca.
4000, Inkubation {iiber Nacht, Raumtemperatur, ohne
Riihren). Transmissionselektronen- (TEM) und Rasterkraft-
mikroskopie (RKM) konnen die selektiv angebundenen
Goldpartikel sichtbar machen. Ungefdhr die Hilfte der so
markierten Virionen trugen ein einzelnes Au-Np (Abbil-
dung 1a), der Rest wies zwei oder mehr auf (Abbildung 1b).
Insgesamt waren ungefdhr 90 % der TMV-Partikel markiert
(siche TEM-Experimente). Wir fanden keine an die duBere
Oberfldche der Virionen gebundenen Partikel.

Fine wichtige Fragestellung ist, an welche chemischen
Gruppen die Au-Np binden. Zwar bieten sich zunédchst die
Hiillproteine an; man kann aber auf der relevanten Skala
(Goldfacetten von einigen nm Ausdehnung) keine Préferenz
fiir gewisse Abschnitte des Proteins erwarten, z.B. fiir die
Oberfliachen der Vier-Helix-Biindel, die nur an den Enden
eines Virions zugéinglich sind. Daher kommt nur die RNA in
Frage. RNA bindet bekanntlich an Au-Np,®! und entspre-
chende Np-RNA-Konjugate werden als Tracer verwendet.[*"!
Die helikal angeordnete RNA ist in TMV {iblicherweise tief
in die Proteinhiille eingebettet,” nicht aber an den Enden
eines Virions. Tatséchlich kann man die Proteinhiille an den
Enden (oder auch komplett) entfernen, womit die RNA
freigesetzt wird.”® Zunichst iiberpriiften wir das Anbinde-
vermogen der freien RNA an Au-Np, indem wir RNA iiber
Nacht mit dem Goldsol inkubierten. Abbildung 1d zeigt, dass
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Abbildung 1. TEM- (a,b,d) und topographische RKM-Bilder (c) von Au-
Np (rote Pfeile) an TMV und TMV-RNA. a) Einzelnes TMV-Partikel mit
je einem Au-Np an beiden Enden. b) Zwei Kopf-an-Schwanz aggregier-
te Virionen mit an die Enden gebundenen Au-Np. c) Einzelnes TMV-
Partikel (ca. 13 nm Héhe) auf Siliciumwafer mit Au-Np (5-8 nm Hdohe)
an den Enden. d) Au-Np, gebunden an TMV-RNA-Knauel; Einschub:
Detailbild (350% 350 nm).

Au-Np in der Tat an RNA binden: Die Knduelstruktur erin-
nert an die Struktur freier RNA, hier allerdings dicht mit Au-
Np markiert, analog zu den Au-Np-Ketten an den TMV-
Enden (Abbildung 1b).

Goldsole werden, vor allem in der biologischen Grund-
lagenforschung, schon seit Jahren angewendet.[! Unser Sol
enthélt Citrat-terminierte Goldpartikel, die negativ geladen
sind, und ein Zeta-Potential von ca. —42 mV aufweisen.?*%!
TMV ist im Bereich des verwendeten pH-Werts (ca. 5)
ebenfalls negativ geladen (isoelektrischer Punkt ca. 3.5).2°
Somit kénnen elektrostatische Wechselwirkungen zwischen
den Au-Np und der TMV-RNA ausgeschlossen werden. Auch
Wechselwirkungen der Ladungen der RNA mit im Gold in-
duzierten Dipolen konnen keine Rolle spielen, denn die Np
wiirden sonst auch an die duflere Oberfliche des TMV
binden; obwohl das Hiillprotein auch einige positiv geladene
Aminosiduren nahe an der duBeren Oberfliche aufweist,
binden die Partikel offensichtlich nicht. Cardenas et al. haben
vorgeschlagen, dass der hydrophobe Effekt von DNA-Basen
die Bindung zwischen Au-Np und DNA stabilisiert.”!! Es ist
ferner bekannt, dass Pyridin an Goldoberflichen gebundenes
Citrat verdringt.”) Wir postulieren hier einen #hnlichen
Mechanismus (Abbildung 2): Die aromatischen Basen der
RNA verdriangen Citrat von der Goldoberfliche, sodass Au-
Np selektiv an die RNA binden konnen.

Die Verfiigbarkeit von RNA-Basen an beiden Enden der
Virionen konnten wir indirekt iiber die partielle enzymatische
Entfernung von RNA mit RNase A nachweisen. Dazu wurde
in einem Parallelexperiment ein Aliquot TMV-Suspension
mit RNAse A behandelt und mit Goldsol versetzt, wihrend
ein zweites Aliquot nur mit Goldsol gemischt wurde. Unge-
fahr 20% der RNAse-A-behandelten TMV-Partikel waren
mit Au-Np markiert, wihrend ohne RNAse-A-Spaltung un-
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Abbildung 2. Selektives Binden von Au-Np an RNA (nicht mafistabs-
getreu). Die heterocyclischen aromatischen Basen der RNA verdringen
Carboxylat von der Goldoberfliche (O rot, C grau, N blau, H weif).
Die RNA kann ginzlich frei sein, oder aber teilweise aus TMV heraus-
ragen.

gefihr 90 % selektiv an den Enden markiert waren. Offenbar
konnen die Au-Np einige Hiillproteine entfernen und damit
die RNA teilweise freilegen; tatsichlich sind Gold-markierte
Virionen durchschnittlich ca. 25 nm kiirzer als native.

Um weitere Funktionalisierungsmoglichkeiten aufzuzei-
gen, schieden wir Gold stromlos auf den Au-Np ab, um sie zu
vergroBern.”! Dafiir wurden Siliciumwafer mit adsorbierten
TMV-Au-Np-Konjugaten in Goldbéder tiberfiihrt, wobei sich
hantelférmige Strukturen mit Hohen von (69 +13) nm bil-
deten (Abbildung 3).

Abbildung 3. Topographische RKM-Aufnahmen von Goldpunkten an
den Enden von TMV (adsorbiert auf Siliciumwafern). a),b) TMV mit
endgebundenen Goldpunkten. c),d) Details der Hantelstrukturen. Die
Stabchen kénnen aus 1-3 Kopf-an-Schwanz aggregierten Virionen be-
stehen.

Au-Np von 6 nm Durchmesser konnen demnach selektiv
an die Enden des TMV binden und konnen so vergrofert
werden, dass sich Gold-Virus-Gold-Nanohanteln bilden.
Wabhrscheinlich konnen die Au-Np ein Teilstiick der viralen
RNA freilegen, wobei die heterocyclischen aromatischen
Basen das Citrat von der Goldoberfliche verdringen. Somit
ist ohne jegliche chemische oder gentechnische Modifizierung
des TMV eine sehr gute Positionsselektivitidt erzielbar. Die
Wechselwirkung von unmodifizierter (z. B. nicht thiolisierter)
RNA mit Au-Np ist eine neuartige Methode, nanoskalige
Anordnungen von Molekiilen zu erreichen, die Nucleinsidu-
rebasen enthalten, z.B. von Peptiden und Enzymen, die an
Nucleinsduren binden, oder von anderen Viren; auch die
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Sequenzentschliisselung reiner RNA ist denkbar.”! Die se-
lektive VergroBerung von Au-Np an den Enden des TMV
verweist auf zukiinftige Anwendungsmoglichkeiten: Vor-
stellbar ist z.B. ihre Verwendung als Knotenpunkte fiir die
elektrische Verdrahtung auf der Nanoskala; das Anbinden
magnetischer Np konnte eine makroskopisch gesteuerte
Platzierung von TMV ermoglichen; optische Nahfeldeffekte
sollten sich durch lokale Verstirkung von elektromagneti-
schen Feldern an den Partikeln ergeben.

Experimental Section

Pflanzen von Nicotiana tabacum var. Samsun nn wurden mechanisch
mit Plasmid-DNA inokuliert, die eine Kopie der vollstindigen cDNA
von TMV enthielt (Details zur Isolierung und Reinigung von TMV
aus infiziertem Pflanzenmaterial siehe Lit. [17]). Fiir ein reprisenta-
tives Experiment wurden 200 pL des Goldsols (0.8 mgmL™'; Aurion,
Wageningen, NL) mit 800 pL (gegen Wasser) dialysierter TMV-Sus-
pension (0.025 mgmL™") vermischt. Die Au-Np wurden mit einer
etablierten stromlosen Methode selektiv vergroBert:*” Ein oxidierter
Siliciumwafer mit TMV-Au-Np wurde zu einer Mischung aus 150 pL
0.06Mm Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB; Fluka, 99.8%),
200 pL 0.25 mm HAuCl,-3H,0 (Aldrich) und 10 pL 0.1mM Ascorbin-
sdure (Merck) gegeben, wobei der pH-Wert auf 4 eingestellt wurde.
TMV-RNA wurde erhalten, indem 10pL TMV-Suspension
(10 mgmL™") mit 90 pL. Proteinase K (100 pgmL™") in 0.1m Tris-
Puffer (Tris =Tris(hydroxymethyl)aminomethan; Fluka, 99.8%)
versetzt wurden (pH 8.3, 2 h, Raumtemperatur, kein Riihren); dann
wurden 200 pL. des Goldsols (0.8 mgmL ') zugegeben. Fiir TEM
verwendeten wir ein Philips CM 200 bei 200 kV. Die RKMs waren
Thermomicroscopes Autoprobe M5 und CP, jeweils kontaktfrei oder
im ,intermittent contact“-Modus mit Nanosensor- (NCHR) und
Budgetsensor-Spitzen betrieben.
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