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Dem rationalen Aufbau von Hybrid-
materialien aus anorganischen Nano-
teilchen und Biomolekiilen durch Prin-
zipien der Selbstorganisation gilt gegen-
wirtig ein groBes Interesse.l'! Dies liegt
am breiten Anwendungsspektrum sol-
che Hybride fiir die Life Sciences wie
auch fiir die Material- und die Nanowis-
senschaften und beruht auf den einzig-
artigen Eigenschaften der beiden Bau-
steine. Die anorganischen Nanopartikel
verfiigen iliber stark grofenabhingige
optische, elektrische, magnetische oder
elektrochemische Materialeigenschaf-
ten, wihrend sich Biomolekiile, bei-
spielsweise Proteine und Nucleinsiduren,
durch ihre evolutiondr optimierte Bin-
dungspezifitdt und Funktionalitét in bio-
chemischen Prozessen auszeichnen. We-
gen ihrer im Vergleich zu Proteinen
deutlich einfacheren Synthese und
Handhabung wurden zunichst Nuclein-
sduren zur Funktionalisierung von Na-
nopartikeln genutzt, um diese mit hoch-
spezifischen Bindungseigenschaften
auszustatten.”! Auch Proteine lassen
sich zur Erweiterung der Bindungsei-
genschaften anorganischer Partikel ein-
setzen.’) Eine besondere Herausforde-
rung besteht jedoch darin, iiber die
Bindungseigenschaften von Proteinen
hinaus auch deren intrinsische Funktio-
nalitit, beispielsweise optische, kataly-
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tische, mechanische oder schaltbare
Funktionen, mit den speziellen Eigen-
schaften von Nanoteilchen zu kop-
peln. [

Vor diesem Hintergrund beschéaftig-
ten sich erste Studien mit den optischen
Wechselwirkungen zwischen Cadmium-
chalkogenid-Halbleiterteilchen  (CdS,
CdSe, CdTe), die hidufig als Quanten-
punkte (quantum dots, QDs) bezeichnet
werden, und Proteinen, die durch Che-
misorption auf der QD-Oberfliche ge-
bunden sind.[*”1 QDs zeigen breite An-
regungs- und durch ihre GroBe einstell-
bare Photolumineszenzspektren mit
sehr schmalen Emissionsbanden, die
das gesamte sichtbare Spektrum abde-
cken. Dies ermoglicht die simultane
Anregung unterschiedlich groer Parti-
kel bei einer einzigen Wellenldnge. Da
QDs dariiber hinaus iiber eine aufler-
gewohnliche Photostabilitdt und hohe
Quantenausbeuten verfiigen, finden sie
zunehmend Anwendung als lumines-
zente Sonden zur Markierung biologi-
scher Systeme.’™ Mamedova et al.
konnten zeigen, dass bei kovalenter
Verkniipfung des  67-kDa-Proteins
Rinderserumalbumin (bovine serum al-
bumin, BSA) mit Cystein-stabilisierten
2-nm-CdTe-QDs durch Glutardialdehyd
Konjugate entstehen, die bevorzugt nur
ein Molekiil des zigarrenformig-ellipsoi-
den BSA (ca. 6x6x10nm) pro QD
enthalten.) Durch Circulardichrois-
mus(CD)-Spektroskopie wurde iiber-
priift, dass die Tertidrstruktur der Pro-
teine in den Hybriden weitgehend intakt
ist. Wegen der rdumlichen Nihe des
BSA zur Oberfliache des Halbleiterteil-
chens traten in den Konjugaten starke
Wechselwirkungen zwischen den ange-
regten Zustidnden der biologischen und
anorganischen Komponenten auf. So
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wurde die Lumineszenz der beiden
normalerweise bei 340 nm emittieren-
den aromatischen Tryptophanreste des
BSA komplett geloscht. Dahingegen
war die Amplitude des Emissionspeaks
der CdTe-QDs etwa zweifach und des-
sen Flache etwa dreifach grofler als bei
unkonjugierten Teilchen. Diese ver-
stirkte Lumineszenz wurde einem An-
tenneneffekt zugeschrieben, bei dem die
von den Proteinen eingefangene Ener-
gie konzentriert und durch einen Re-
sonanzenergietransfer auf das Nanoteil-
chen tibertragen wird — analog wie dies
beim klassischen Fluoreszenzresonan-
zenergietransfer (FRET; auch als Fors-
ter-Energietransfer  bezeichnet) ge-
schieht.!

In einer dhnlichen Studie von Wil-
lard et al. wurden ca. 3 nm gro3e CdSe-
ZnS-Kern-Schale-Partikel durch Che-
misorption mit biotinyliertem BSA
(bBSA) verkniipft, das zuvor mit 2-
Iminothiolan mit etwa 20 Thiolgruppen
pro Protein aktiviert worden war (Ab-
bildung 1a)." Die gebildeten Konjugate
enthielten im Schnitt zwei Molekiile
BSA pro QD. Uber die Biotingruppen
des bBSA wurde Tetramethylrhodamin-
markiertes Streptavidin (TMR-STV)
angekuppelt, sodass ein FRET-System
erhalten wurde. Tatsdchlich lieB sich
beobachten, dass durch Zugabe unter-
schiedlicher Mengen an TMR-STV die
Emission der Nanoteilchen geldscht
wurde, wahrend die des TMR anstieg.
Der Anteil der durch FRET geloschten
Emission hing von der relativen Menge
an TMR-STV ab, die den bBSA-modi-
fizierten QDs zugefiigt wurde. Bei ei-
nem Moldquivalent wurden nur etwa
11%, bei fiinf Aquivalenten hingegen
bis zu 54 % der Loschung durch einen
FRET-Mechanismus verursacht. Bei
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Abbildung 1. Optische Kommunikation zwischen Proteinen und Halbleiter-Nanoteilchen.

a) Schematische Darstellung eines FRET-Systems, aufgebaut durch Chemisorption von Thiol-
modifiziertem biotinyliertem Rinderserumalbumin (BSA) an CdSe-Quantenpunkte (QDs) und
anschlieRende Kupplung von Tetramethylrhodamin-markiertem Streptavidin (TMR-STV)."!

b) Maltose-Nanosensor bestehend aus CdSe-ZnS-QDs (Emissionswellenlinge 530 nm), die mit
rekombinantem Maltose-Bindungsprotein (MBP) beschichtet sind. MBP enthilt ein Pentahisti-
din-Segment (5His) und einen kovalent gekuppelten Cy3-Fluorophor. Die Bindungsstelle des
MBP ist mit einem B-Cyclodextrin-Cy3.5-Konjugat belegt, das sich durch freie Maltose verdrin-

gen lasst.®!

weiterer Erhohung der TMR-STV-Kon-
zentration sank der FRET-Anteil wie-
der ab. Als alternative Energietransfer-
Mechanismen fiir die Loschung kom-
men beispielsweise eine Selbstloschung
durch Aggregation der QDs wie auch
Elektronentransfer vom QD zum TMR
infrage.[”

Diese Arbeiten zeigen, dass sich
spezifische Bindungsereignisse von Pro-
teinen mithilfe der einzigartigen opti-
schen Eigenschaften anorganischer Na-
noteilchen untersuchen lassen. Dariiber
hinaus legen die Studien nahe, dass
solche Hybridkonjugate auch fiir homo-
gene Bindungsassays genutzt werden
konnen, mit denen beispielsweise Nuc-
leinsdure-Hybridisierungen,  Antikor-
per-Antigen- oder auch Enzym-Sub-
strat-Wechselwirkungen  analysierbar
sind.”! Tatsichlich umgesetzt werden
konnte dies kiirzlich von Medintz et al.,
die tber den Einsatz von definierten
QD-Protein-Hybriden als spezifische
chemische Sensoren fiir Saccharide be-
richteten.® Hierzu wurden CdSe-ZnS-
Kern-Schale-QDs mit einem Durchmes-
ser von ca. 3nm verwendet, die mit
einer Ligandenhiille aus Dihydrolipon-
sdure stabilisiert waren. Diese Teilchen
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wurden mit einer rekombinanten Va-
riante des Maltose-Bindungsproteins
(MBP) beschichtet, die ein C-terminales
Pentahistidin-Fragment enthielt und
iiber einen definierten Cysteinrest ko-
valent mit einem Cy3-Fluorophormole-
kiil modifiziert war (Abbildung 1b).
Jeder QD enthielt etwa zehn MBP-
Molekiile, deren Bindungsstellen mit f3-
Cyclodextrin(-CD)-Cy3.5-Konjugaten
belegt waren. In diesen wohldefinierten
Hybriden wirkte das Cy3 als ,,FRET-
Ubermittlungsstation”, indem es als
Donor/Acceptor den Energietransfer
vom QD zum B-CD-Cy3.5 verbriickte.
Da das B-CD-Cy3.5 durch freie Maltose
aus dem MBP verdringt wird, bewirkte
die Zugabe dieses Disaccharides einen
raschen Anstieg der Cy3-Emission.
Hierdurch waren Konzentrationen bis
zu 0.1 um Maltose nachweisbar.

In einer alternativen Nanosensor-
Konfiguration wurden die Bindungstel-
len des MBP mit einem B-CD-QSY9-
Konjugat belegt. QSY9 ist ein nicht-
fluoreszenter Farbstoff, der sehr effizi-
ent die Emission der QDs 16scht. Mal-
tose und andere Zucker, die eine a-1,4-
glucosidische Bindung enthalten, ver-
driangen das 3-CD-QSY9-Konjugat, wo-
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durch sich die Photolumineszenz der
QDs verstirkt. Auch mit dieser Anord-
nung konnten dhnliche Nachweisemp-
findlichkeiten erzielt werden wie mit
dem in Abbildung 1b gezeigten Doppel-
FRET-System. Die FRET-Effizienzen
des 3-CD-QSY9- und des f-CD-Cy3.5-
Systems wurden zu etwa 75 % bzw. 20 %
bestimmt. Im 3-CD-Cy3.5-Konjugat er-
hielt das Cy3.5 die Energie der QDs
entweder direkt (ca. 6 %) oder iiber die
zehn MBP-gebundenen Cy3-Farbstoff-
molekiile (ca. 14%). Diese Arbeit ist
damit nicht nur als ein innovativer An-
satz zu bewerten, mit dem sich die
Bindung von Zuckermolekiilen in ein
optisches Signal umwandeln lésst, son-
dern erbrachte auch tiefere Einblicke in
Energietransferprozesse in QD-Protein-
Konjugaten. Wihrend in vorangegange-
nen Arbeiten nicht gekldrt werden
konnte, ob der Energietransfer haupt-
sdchlich auf FRET oder aber auf an-
deren Mechanismen basiert, beispiels-
weise Elektronentransfer oder Oberfla-
chenaktivierung,” bestitigt die jetzige
Studie eindeutig FRET als den domi-
nanten Prozess® Sie macht dariiber
hinaus deutlich, dass unser Verstidndnis
von der Energetik auf molekularer Ebe-
ne und den chemischen Prozessen inner-
halb solcher QD-gebundenen optischen
Systeme gegenwirtig noch sehr unvoll-
stiandig ist.®!

Die meisten Nanopartikel neigen in
wissrigen Losungen zu rascher Koagu-
lation, wodurch sie ihre grofenabhén-
gigen Eigenschaften verlieren. Deshalb
wird intensiv nach formbestéindigen
dreidimensionalen Stabilisatoren ge-
sucht, mit denen die Nanoteilchen um-
hiillt werden konnen, ohne deren opti-
sche Eigenschaften oder ihre Zugéng-
lichkeit fiir externe Stimuli zu behin-
dern. Ishii etal. berichteten kiirzlich
iiber die biomolekulare Verkapselung
von CdS-Nanoteilchen durch Chaperon-
Proteine, die auch eine gezielte Freiset-
zung des eingeschlossenen Gastes er-
moglichen.”! Die Chaperone GroEL
und 7:th konnen denaturierte Proteine
in ihrem zylindrischen Hohlraum auf-
nehmen und, nach deren Riickfaltung,
wieder freisetzen, indem durch ATP
eine Konformationsdnderung des Hohl-
raums der Chaperone induziert wird.
Das Escherichia-coli-Protein GroEL be-
steht aus zwei supramolekularen Rin-
gen, von denen jeder aus sieben Unter-
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einheiten eines 60-kDa-Proteins aufge-
baut ist. Die beiden Ringe liegen gesta-
pelt in einer Doppeldecker-Anordnung
vor, sodass ein zylindrischer Hohlraum
mit einem Durchmesser von ca. 4.5 nm
und einer Wandstidrke von ca. 4.6 nm
gebildet wird (Abbildung 2). Das Cha-
peron T'th stammt aus dem thermophi-
len Bakterium Thermus thermophilus
HBS. Es besteht aus einem GroEL-
dhnlichen Tetradecamer, das durch das
70-kDa-Proteinaggregat [cpnl0] abge-
deckt wird. Hohlraumgroe und Wand-
starke des T.th-cpn-Komplexes dhneln
denen von GroEL.

Zur Komplexbildung wurde eine
Dimethylformamidlosung von ca. 2-
4 nm groBen CdS-Partikeln mit einer
wissrigen Tris-HCl-Pufferlosung der
Chaperone gemischt. Die Bildung von
Einschlusskomplexen wurde mit CD-
Spektroskopie, analytischer Gréenaus-
schlusschromatographie und Transmis-
sions-Elektronenmikroskopie ~ (TEM)
nachgewiesen. So zeigten TEM-Aufnah-
men klar das Vorhandensein einer
dunklen Region im Zentrum der T.th-
cpn-CdS-Nanopartikel-Komplexe, ver-
ursacht durch das eingelagerte CdS-
Teilchen. Eine statistische Analyse er-
gab, dass etwa 75% der T.th-cpn-Kom-

al GroEL
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plexe eine solche Einlagerung aufwie-
sen, wihrend keinerlei CdS-Partikel an
der AuBlenhiille der Proteine beobachtet
wurden.

Die charakteristische Photolumines-
zenz der QDs in den Chaperon-Nano-
partikel-Komplexen war iiber unge-
wohnlich lange Zeitrdume stabil (bei-
spielsweise mehr als 400 Tage im Falle
des GroEL-Komplexes), wihrend die
Photolumineszenz in Abwesenheit von
GroEL innerhalb von etwa zwei Stun-
den verschwand. Die auBBergewohnliche
Stabilitdt der Nanoteilchen konnte auch
durch wiederholtes Erhitzen und Ab-
kiihlen der QD-Chaperon-Komplexe
belegt werden. Es wurde beobachtet,
dass bei erhohten Temperaturen, z.B.
bei 70°C, die Photolumineszenz der
T'th-cpn-CdS-Komplexe zwar gelGscht
wird, beim Abkiithlen auf 4°C jedoch
wieder einsetzt. Diese Regeneration der
Lumineszenz konnte wiederholt wer-
den, solange die Losungen nicht iiber
die Denaturierungstemperatur der Cha-
perone hinaus erwdrmt wurden. Diese
Grenze lag fiir die T.th-cpn-Komplexe
bei etwa 80°C. Auch die GroEL-CdS-
Komplexe zeigten dieses temperaturab-
héngige Lumineszenzverhalten, das je-
doch bei 20-miniitiger Erwdrmung auf

T.th cpn
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Abbildung 2. Chaperon-Proteine als ATP-responsive Behilter fiir den Einschluss und die Freiset-
zung von Halbleiter-Nanoteilchen. a) Aufsicht und Seitenansicht von GroEL und T.thcpn.

b) Bildung von GroEL-CdS-Nanopartikel-Komplexen durch Einschluss der CdS-Teilchen in den
zylindrischen Hohlraum von GroEL und ATP-induzierte Freisetzung des Gastes. Wiedergabe mit

freundlicher Genehmigung nach Lit. [9].
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60°C irreversibel wurde. Diese Tempe-
ratur liegt gerade unterhalb der De-
naturierungstemperatur von GroEL.
Auch DMF-Losungen reiner CdS-Parti-
kel zeigten das temperaturabhingige
Lumineszenzprofil, das jedoch bereits
bei 30°C unter Ausfillung eines kolloi-
dalen CdS-Niederschlags irreversibel
wurde.

Die CdS-Nanoteilchen werden im
Hohlraum der Chaperone durch die ca.
4.5nm dicke Proteinschicht elektrisch
isoliert. Dies konnte durch Fluoreszenz-
titration mit Methylviologen (MV?*")
gezeigt werden, von dem bekannt ist,
dass es als Elektronenacceptor den an-
geregten Singulettzustand von CdS-
QDs 16scht. Die fiir den GroEL-CdS-
Komplex bestimmte Stern-Volmer-Kon-
stante war mehr als 15fach geringer als
die von isolierten CdS-Partikeln in
DMEF. Dies zeigt, dass die Dicke der
Proteinhiille ausreicht, um die Partikel
vom Elektronentransfer abzuschirmen.

Uber die Verkapselung von Halb-
leiter-Nanoteilchen durch Proteine,!”!
wie auch iiber verdnderte optische und
physikalisch-chemische Eigenschaften
von Nanoteilchen als Folge einer (bio)-
organischen Umbhiillung und der daraus
resultierenden Abschirmung vom wiss-
rigen Losungsmittel, war bereits zuvor
berichtet worden.'!! Die Verwendung
von Chaperonen bietet jedoch ganz
neue Moglichkeiten, ndmlich die durch
einen chemischen Impuls induzierte
Freisetzung der eingeschlossenen Parti-
kel. So wurden die anorganischen Giéste
bei Behandlung der GroEL-CdS-Kom-
plexe mit ATP in Gegenwart von Mg>*
und K* aufgrund der hierdurch ausge-
losten Konformationsdnderung der Pro-
teinstruktur innerhalb weniger Sekun-
den freigesetzt. Dies fiihrte zur Bildung
kolloidaler Substanzen und zur sponta-
nen Loschung der Fluoreszenz. Kein
Effekt trat ein, wenn entweder ATP
oder Mg** fehlte oder wenn ADP an-
stelle von ATP verwendet wurde. Diese
Arbeit ist ein eindrucksvolles Beispiel
fiir die Integration hochspezifischer bio-
logischer Mechanismen in die Material-
forschung. Man darf erwarten, dass
dieser Ansatz viele konzeptionell neu-
artige Ansétze zur Entwicklung biores-
ponsiver Funktionseinheiten nach sich
ziehen wird.

Uber ein weiteres faszinierendes
Beispiel fiir die Kopplung von biomole-
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kularer Funktionalitit mit anorgani-
schen Nanopartikeln berichteten kiirz-
lich Willner et al."™ Den Autoren gelang
es, durch eine Nanoverdrahtung von
Redoxenzymen mit Gold-Nanoteilchen
den Elektronenfluss vom Enzym zu
einer makroskopischen Elektrode ma@-
geblich zu verbessern. In vorherigen
Arbeiten, die auf der Verwendung von
Redox-Vermittlern oder der Immobili-
sierung der Enzyme in redoxaktiven
Polymeren basierten, konnte zwar eine
elektrische Kommunikation zwischen
Biokatalysator und Elektrode herge-
stellt werden, die Geschwindigkeitskon-
stanten der Elektroneniibertragung wa-
ren jedoch stets deutlich kleiner als
Konstanten, die bei der Ubertragung
zwischen Enzymen und ihren natiirli-
chen Elektronenacceptoren (meistens
molekularem Sauerstoff) erreicht wer-
den.” Zur Konstruktion des elektri-
schen ,,Nanoanschlusses® (,,nanoplug®)
wurden zunéchst 1.4 nm grofle Au-Na-
nocluster, die jeweils mit einer einzel-
nen N-Hydroxysuccinimid-Gruppe
funktionalisiert waren, mit N6-(2-Ami-
noethyl)-FAD (FAD = Flavin-adenin-
Dinucleotid) verkniipft, sodass FAD-
funktionalisierte Teilchen erhalten wur-
den (Abbildung 3). FAD ist der Cofak-
tor des Redoxenzyms Glucose-Oxidase
(GOx). Das Au-FAD-Konjugat wurde
dann fiir die Rekonstitution von apo-
GOx eingesetzt, um hierdurch das me-

=

tallische Partikel in unmittelbare Néhe
des enzymatischen Redoxzentrums zu
bringen. Die Rekonstitutionskinetik
von apo-GOx konnte anhand eines
Fluoreszenzanstiegs des FAD verfolgt
werden, der vermutlich auf der rdum-
lichen Trennung des FAD vom Nano-
partikel durch die FEinbettung in die
hydrophobe Mikroumgebung des Pro-
teins beruht.

Zwei alternative Wege zur Kupp-
lung des bioanorganischen Hybriden-
zyms an makroskopische Elektroden
wurden untersucht (Abbildung 3). Im
einen Fall wurde die Adsorption von
Au-Nanopartikel-rekonstituierter GOx
an eine mit einer Dithiol-Monoschicht
modifizierten Elektrode untersucht
(Weg a in Abbildung 3). Im zweiten Fall
wurden zunéchst die Au-Nanopartikel-
FAD-Konjugate an eine Dithiol-Mono-
lage auf der Elektrode chemisorbiert
und anschlieBend die Rekonstitution
von apo-GOx vorgenommen (Weg b in
Abbildung 3). Beide Methoden fiihrten
zu annihernd gleichen Belegungsdich-
ten mit rekonstituierter GOx von ca. 1 x
10" molcm . Dies entspricht etwa 60 %
der Belegung mit einer statistisch dicht
gepackten Monolage von GOx auf der
Elektrodenoberfldche. Die cyclovoltam-
metrische Untersuchung der katalyti-
schen Eigenschaften der Adsorbate er-
gab, dass die Oxidation von Glucose
unimolekular und mit einer unerwartet

~i g =
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hohen Elektronentransfergeschwindig-
keit von 5x10°s™" ablauft. Da dieser
Wert etwa siebenfach hoher ist als die
Elektronentransfergeschwindigkeit na-
tiver GOx mit O, liegt der Schluss nahe,
dass die Einfithrung des Au-Nanoteil-
chens in das Enzym dessen maximale
Umsatzgeschwindigkeit erhoht. Weitere
Untersuchungen zeigten, dass die bio-
katalytischen FEigenschaften des Sys-
tems weder durch O, noch durch die
Anwesenheit oxidierbarer Substanzen,
beispielsweise Ascorbinsdure, gestort
wird. Dariiber hinaus konnte belegt
werden, dass die Lange und Struktur
der verbriickenden Dithiol-Spacer zwi-
schen der Elektrode und dem Nanopar-
tikel den Elektronentransfer zwischen
FAD und Elektrode beeinflussen. Die-
ser Effekt spiegelt sich auch im Gesamt-
prozess der Dbioelektrokatalytischen
Oxidation von Glucose wider.

Die hier vorgestellten Studien ver-
deutlichen, wie zum einen biologische
Systeme durch nanostrukturierte anor-
ganische Komponenten verbessert und
im Gegenzug die Eigenschaften anor-
ganischer Partikel durch biologische
Mechanismen erweitert werden konnen.
Insbesondere die aktuellen Arbei-
ten!®*'? bereichern die Nanobiotechno-
logie um gédnzlich neue Facetten und
werden sicherlich zahlreiche spannende
Entwicklungen in diesem noch jungen
Forschungsgebiet nach sich ziehen.

Glucose

Gluconsaure

Abbildung 3. Elektrischer ,Nanoanschluss“ an Enzyme: Anordnung von Au-Nanopartikel-Glucose-Oxidase (GOx)-Konjugaten an makroskopische
Goldelektroden durch zwei alternative Strategien: a) Adsorption von Au-Nanopartikel-rekonstituierter GOx an eine Dithiol-Monolage auf der Gold-
elektrode; b) Adsorption von Au-Nanopartikel-FAD-Konjugaten an eine Dithiol-modifizierte Goldelektrode und anschlieende Rekonstitution von
apo-GOx an den funktionalisierten Partikeln. Die Elektrode wird durch Dithiol-Spacer mit den Nanoteilchen ,verdrahtet“. Wiedergabe nach

Lit. [12].
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