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Halbleiter-Nanomaterialien, wie Quantenpunkte (Quantum
Dots, QDs), Quantenst�be (Quantum Rods, QRs) und Na-
nor�hren, haben ein großes Anwendungspotenzial f"r Ge-
biete von der Nanoelektronik[1] und Nanophotonik bis hin zur
Nanosensorik[2–7] und zum Bioimaging.[8, 9] Dar"ber hinaus
machen ihre aus der r�umlichen Einschr�nkung der enthal-
tenen Elektronen resultierenden, ungew�hnlichen physikali-
schen und chemischen Eigenschaften diese Nanomaterialien
zu attraktiven Kandidaten f"r die Herstellung neuartiger
Funktionseinheiten f"r die Energietechnologie.[10] Beispiels-
weise wurden f"r die Entwicklung von Solarzellen die
Lichtabsorptionseigenschaften und das Auftreten von Elek-
tronentransferreaktionen an der Grenzfl�che zwischen der
Halbleiteroberfl�che und Fl"ssigphasen intensiv unter-
sucht.[11] Auch die photokatalytische Aktivit�t von Halbleiter-
QDs wird seit deren erstmaliger Beschreibung[12] umfassend
erforscht. Dies hat bereits zur Entwicklung von organischen
Reaktionen gef"hrt, bei denen Halbleitermaterialien als
Photosensibilisatoren verwendet werden.[13–17]

Gegenw�rtig werden Nanotechnologie und Biotechnolo-
gie miteinander vereint, um so neuartige Materialien und
Funktionseinheiten zu entwickeln; dieses noch junge, inter-
disziplin�re Feld wird als Nanobiotechnologie bezeichnet.[18]

Wir berichten hier "ber eine photoaktivierte organische
Umsetzung, die durch hybride Nanopartikel aus Halbleiter-
QDs und dem Enzym Cytochrom P450BSb katalysiert wird.
P450BSb geh�rt zur großen Enzymklasse der Monooxygena-
sen, die eine Vielzahl regio- und stereospezifischer Sauer-
stoff-Insertionsreaktionen diverser organischer Substrate
katalysieren.[19] So katalysiert P450BSb die Hydroxylierung

langkettiger Fetts�uren in der a- und b-Position mit Wasser-
stoffperoxid.[20]

Die Wahl dieses Hybridsystems basierte einerseits auf
dem Wissen, dass Radikalspezies im katalytischen Zyklus der
P450-vermittelten Reaktionen eine wichtige Rolle spie-
len,[21–23] und andererseits auf den Ergebnissen fr"herer Stu-
dien. Diese hatten gezeigt, dass die Bestrahlung von CdS-
QDs zur Bildung von Excitonen (e� und h+) f"hrt, die ihrer-
seits freie Superoxid(O2C�)- und Hydroxyl(OHC)-Radikale in
w�ssrigen L�sungen erzeugen.[24–26] Wir vermuteten, dass die
Superoxid- und Hydroxylradikale auf der QD-Oberfl�che
adsorbierte P450-Enzyme aktivieren und hierdurch eine
spezifische Monooxygenierung geeigneter Substrate bewir-
ken k�nnten. Eine solche Photoaktivierung von Enzymen
k�nnte deutliche Vorteile gegen"ber der herk�mmlichen
Aktivierung durch H2O2 haben, da die lichtinduzierte Reak-
tion bessere M�glichkeiten zur Steuerung des An- und Ab-
schaltens der chemischen Reaktivit�t bieten w"rde, als dies
bei chemisch initiierten Reaktionen der Fall ist.

Zur Herstellung der QD-P450BSb-Nanohybride "berex-
primierten wir rekombinantes P450BSb, das am C-Terminus
mit einer 6 HHis-Sequenz modifiziert war, in E. coli und rei-
nigten das Enzym durch Ni-Nitrilotriacetat(NTA)-Chroma-
tographie. Mercaptoessigs�ure-stabilisierte CdS-Nanoparti-
kel mit einem Durchmesser von ca. 3 nm wurden wie zuvor
beschrieben[24] in einem revers-micellaren Medium syntheti-
siert. Das P450BSb-Enzym wurde mittels elektrostatischer
Wechselwirkungen zwischen der positiv geladenen Hexahis-
tidin-Sequenz des Proteins und den negativ geladenen Mer-
captoessigs�ure-Liganden der CdS-QDs an die Nanopartikel
adsorbiert (Abbildung 1).

Im Zuge der Pr�paration der QD-P450BSb-Hybride wurde
die Zahl der pro QD adsorbierten P450BSb-Molek"le durch
Untersuchung der FRET-L�schung zwischen dem CdS
(Donor) und dem H�m-Enzym (Acceptor) quantifiziert
(FRET= resonanter Fluoreszenzenergietransfer). Hierzu
wurden sukzessive definierte Volumina des 6 HHis-haltigen
P450BSb zu einer Stamml�sung der CdS-QDs titriert und die
Ver�nderung der Fluoreszenzintensit�t bei 550 nm gemessen.
Analog war k"rzlich vorgegangen worden, um die Wechsel-

Abbildung 1. Monooxygenierung von Myristins�ure (R=H3C(CH2)10)
durch die P450BSb-QD-Nanohybride.
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wirkung zwischen CdSe-QDs und Cytochrom c zu untersu-
chen.[27] Die Konzentration von P450BSb wurde durch diffe-
rentielle CO-Absorptionsuntersuchungen[28] und jene der
CdS-QDs aus „inductively coupled plasma (ICP) mass spec-
trometry“-Messungen bestimmt.[24] Abbildung 2A zeigt ty-

pische Fluoreszenzspektren der QD-P450BSb-Nanohybride.
Jedes Einzelspektrum repr�sentiert ein bestimmtes Mi-
schungsverh�ltnis von QDs mit unterschiedlichen Mengen an
P450BSb. Die Abnahme der Fluoreszenzemission der CdS-
QDs bei 550 nm w�hrend der Titration mit P450BSb ist in
Abbildung 2B gezeigt. Es ist deutlich erkennbar, dass die
Intensit�t der QD-Fluoreszenz bis hin zu etwa sechs Mol-
�quivalenten P450BSb pro QD kontinuierlich abnimmt. Diese
Belegungsdichte korreliert mit theoretischen Absch�tzungen
auf der Basis der Gr�ßen der QDs und des Enzyms (siehe
Hintergrundinformationen). Die leichte Abnahme der QD-
Fluoreszenz bei weiterer Erh�hung der P450BSb-Konzentra-
tion k�nnte auf vom L�sungsmittel ausgehenden L�schef-
fekten beruhen.[29]

F"r die erstmalige Demonstration einer durch QD-
P450BSb-Nanohybride vermittelten Photokatalyse w�hlten wir
als Modellreaktion die sehr gut untersuchte Hydroxylierung
vonMyristins�ure[21] und pr"ften mittels HPLC- und LC/ESI-
MS-Analytik, ob Hydroxymyristins�ure-Produkte gebildet
werden. Hierzu wurde eine L�sung von Myristins�ure (8 mm)
in EtOH zu einer L�sung der P450BSb-QD-Hybride (20 mm)
gegeben und diese Mischung 20 Minuten bei Raumtempera-
tur bestrahlt. Die Reaktionsl�sung wurde anschließend mit
Chloroform extrahiert, und die Produkte wurden mittels LC/
ESI-MS analysiert. Hierbei wurden die charakteristischen

Massenpeaks der Hydroxymyristins�ure gefunden
([M�H+]= 243.09, berechnet M= 244.37, siehe Hinter-
grundinformationen). Keine Produktsignale wurden dagegen
in folgenden Kontrollexperimenten beobachtet: 1) Bestrah-
lung reiner QDs in Abwesenheit von P450BSb ; 2) Bestrahlung
von reinem P450BSb in Abwesenheit von QDs; 3) keine Be-
strahlung.

Wir konnten auch kleine Onderungen in der optischen
Absorption von P450BSb in Gegenwart des Myristins�ure-
Substrates beobachten. So wurde eine Blauverschiebung um
etwa 5 nm der Absorption bei 417 nm im Falle von CdS-QD-
gebundenem P450BSb (Abbildung S5B in den Hintergrundin-
formationen) und eine Blauverschiebung um etwa 3 nm im
Falle von freiem P450BSb (Abbildung S5A) beobachtet, wenn
Myristins�ure zugegen war. Eine solche Blauverschiebung
gilt als Indiz f"r die Bindung des Substrates an das aktive
Zentrum von P450.[22, 30] Wenngleich eine solche Bindung des
Substrates f"r Elektronentransferreaktionen nicht zwingend
erforderlich ist,[31] legen die spektroskopischen Befunde und
das Ausbleiben der Produktbildung bei Abwesenheit von
P450BSb nahe, dass die Myristins�ure tats�chlich "ber die ak-
tiven Zentren der P450-Enzyme in den CdS-P450BSb-Nano-
hybriden umgesetzt wird.

Zur weiteren Untersuchung dieses Hybridsystems f"hrten
wir systematische Ausbeutebestimmungen mit einem stan-
dardisierten Enzymtest durch, der auf der Veresterung der
gebildeten Hydroxyfetts�uren und der Verwendung von Hy-
droxylaurins�ure als internem Quantifizierungsstandard
beruht.[21] Eine detaillierte Vorschrift f"r diesen Test ist in den
Hintergrundinformationen beschrieben. Wir f"hrten eine
Reihe von Experimenten durch, bei denen die Bestrah-
lungszeit und die Oberfl�chenbeladung der CdS-QDs mit
unterschiedlichen Mengen an P450BSb variiert wurden. Die
Ergebnisse zeigten, dass bei der P450BSb-CdS-Photokatalyse
sowohl das a- wie auch das b-Isomer der Hydroxymyristin-
s�ure in etwa gleichen Anteilen gebildet werden, wie dies
auch in der durch H2O2 initiierten Reaktion beobachtet
wird.[20] Erwartungsgem�ß stieg der Anteil an Hydroxylie-
rungsprodukten mit steigender Oberfl�chenbeladung der
QDs mit P450 (Abbildung 3A) sowie mit steigender Be-
strahlungszeit (Abbildung 3B).

Zur weiteren Untersuchung der P450-Enzymaktivit�t
f"hrten wir Kontrollreaktionen mit einem bin�ren System
durch, das neben unkonjugierten CdS-QDs ein P450BSb ent-
hielt, dem die 6 HHis-Sequenz fehlte. Dieses System erzeugte
unter den Standardbedingungen etwa gleiche Mengen an
Hydroxylierungsprodukten wie die P450BSb-CdS-Nanohybri-
de (Abbildung S7). Diese Beobachtung stellte die Hypothese
infrage, dass die enge Nachbarschaft der zwei Komponenten
in den P450BSb-CdS-Nanohybriden tats�chlich vorteilhaft f"r
die katalytische Aktivit�t des Systems ist. Zur Absch�tzung
etwaiger Nachbarschaftseffekte verglichen wir die Umsatz-
zahlen der P450BSb-CdS-Nanohybride mit denen des nativen
Enzyms unter H2O2-Aktivierung. Hierbei wurde die Um-
satzzahl des P450BSb-CdS-Systems zu 61 min�1 und die von
P450 mit H2O2 zu 122 min�1 bestimmt. Der zweite Wert ist
noch etwa sechsmal kleiner als die literaturbekannte Um-
satzzahl einer �hnlichen P450BSb-Katalyse (363 min�1). Daher
zeigen diese Ergebnisse klar, dass die Aktivit�t von P450BSb in

Abbildung 2. A) PhotolumineszenzlGschung von CdS-QDs in Gegen-
wart unterschiedlicher Konzentrationen des 6IHis-P450BSb-Enzyms.
[CdS]/[P450BSb]-Verh�ltnis: a) 1:0, b) 1:1, c) 1:2, d) 1:3, e) 1:4, f) 1:5,
g) 1:6, h) 1:7, i) 1:8. B) LumineszenzlGschung bei 540 nm durch die
Bildung der Biokonjugate bei steigenden Verh�ltnissen von P450BSb/
CdS. Die Daten wurden gegen unkonjugierte QDs normalisiert.
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den Nanohybriden deutlich geringer als die des nativen
Enzyms ist. Dies d"rfte auf negative Einfl"sse der Enzym-
gebundenen Partikeloberfl�che zur"ckzuf"hren sein, die aus
der Verlangsamung von Diffusionsprozessen, der Einschr�n-
kung von Konformationsfreiheitsgraden oder der partiellen
Denaturierung der Enzyme resultieren. Die P450BSb-CdS-
Nanohybride produzierten aber ungeachtet der verringerten
Umsatzzahlen �hnliche Mengen an Hydroxylierungsproduk-
ten wie das native Enzym. Daher k�nnen diese Ergebnisse als
Hinweis gewertet werden, dass die unmittelbare N�he des
Enzyms zur QD-Oberfl�che die katalytische Leistungsf�hig-
keit der P450BSb-CdS-Nanohybride im Vergleich zu der des
bin�ren Systems positiv beeinflusst.

Zur weiteren Untersuchung der P450BSb-CdS-Photokata-
lyse wurden Hydroxylierungsexperimente in Gegenwart des
Enzyms Superoxid-Dismutase (SOD) durchgef"hrt. SOD
zersetzt effektiv Superoxidradikale, und wir hatten diese
Reaktivit�t zuvor genutzt, um die Identit�t von O2C�-Radi-

kalspezies nachzuweisen, die durch Bestrahlung von CdS-
QDs erzeugt werden.[24] F"r das hier untersuchte P450BSb-
CdS-System beobachteten wir in Gegenwart von SOD eine
deutliche Abnahme der Hydroxymyristins�ure-Produkte bis
hin zu etwa 20% der urspr"nglichen Ausbeute (Abbil-
dung S8). Bei analogen Experimenten mit dem bin�ren
Zweikomponentensystem aus unkonjugierten CdS-QDs und
P450BSb ohne 6 HHis-Sequenz nahmen die Hydroxymyristin-
s�ure-Produkte auf etwa 10% der urspr"nglichen Werte ab.
Auch diese Ergebnisse deuten auf positive Nachbarschafts-
effekte in den P450BSb-CdS-Nanohybriden hin. Anscheinend
verringert die unmittelbare N�he der P450-Enzyme zur QD-
Oberfl�che das Ausmaß der SOD-vermittelten Radikalab-
baureaktion. Die Ergebnisse lassen aber auch darauf schlie-
ßen, dass die Diffusion der Radikale und ihre Zersetzung
durch SOD deutlich schneller sind als die Aufnahme und
Umsetzung der Radikale durch die P450-Enzyme.

Wir haben hier "ber Quantenpunkt-Enzym-Nanohybride
berichtet, die in der Lage sind, eine organische Umsetzung
"ber die Photoaktivierung von QDs zu katalysieren. Dabei
erzeugen die photogenerierten Excitonen (e� und h+) O2C�-
und/oder OHC-Radikale, die ihrerseits die P450-Enzyme f"r
die katalytische Monooxygenierung von Fetts�uresubstraten
aktivieren. Hierdurch wird die Myristins�ure zu a- und b-
Hydroxymyristins�ure hydroxyliert. Wir konnten die chemi-
sche Zusammensetzung und die katalytische Aktivit�t der
neuen P450BSb-CdS-Nanohybride bereits klar demonstrieren,
allerdings bedarf die detaillierte Charakterisierung ihrer ki-
netischen Eigenschaften noch zus�tzlicher Untersuchungen.
Weitere Arbeiten werden sich deshalb insbesondere mit
Nachbarschaftseffekten befassen, die aus der N�he der
Enzyme zur radikalerzeugenden Partikeloberfl�che resultie-
ren k�nnten. Grunds�tzlich bietet das lichtinduzierte Ausl�-
sen der Enzymaktivit�t einen Vorteil gegen"ber der Kon-
trolle einer Enzymreaktion durch chemische Initiierung.
Dar"ber hinaus sollten die P450BSb-CdS-Nanohybride auch
die Wiedergewinnung des Katalysators erm�glichen.[32] Der-
zeit besch�ftigen wir uns mit der Untersuchung von Nano-
partikeln aus anderen Halbleitermaterialien zur Verbesse-
rung der katalytischen Aktivit�t solcher Hybridsysteme sowie
mit der Ausweitung des vorgestellten Konzeptes auf die An-
wendung der Hybride als Photokatalysatoren f"r die pr�pa-
rative organische Chemie sowie als Photosensibilisatoren f"r
intrazellul�re Reaktionen.
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