Nanometalle auf Biomolekulen
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Im Grenzgebiet zwischen Materi-
alforschung, Nanowissenschaft
und molekularer Biotechnologie
stellt die Verwendung bioorgani-
scher und biomakromolekularer
Komponenten zur Synthese und
Organisation nanostrukturierter
Materialien eine vielversprechen-
de Alternative zu konventionellen
Synthesetechniken dar. Nano-
strukturierte Materialien erschlie-
Ben neue Eigenschaften u.a. im
Bereich der Elektronik, Katalyse
und medizinischen Diagnostik.

Biotechnologie und Materialwis-
senschaften bewegen sich auf
derselben Langenskala. Typische
Dimensionen  biomolekularer
Komponenten reichen vom unte-
ren Nanometer-Bereich bis in den
Mikrometer-Bereich. Beispiels-
weise besitzen Biomoleklle wie
DNA Durchmesser im Bereich
von 2-3 nm und variable Lédngen
im Mikrometerbereich (zum Ver-
gleich: Die GrdBenordnung
ganzer Zellen liegt, je nach Zell-
art, zwischen ca. 5 und 100 pm).
Ein Problem jedoch ist, dass bio-
logische Makromolektlile ge-
wohnlich die Eigenschaften auf-
weisen, die flr ihren Funktions-
bereich phylogenetisch optimiert
sind (z.B. hinsichtlich Arbeitstem-
peratur oder Reaktionsspezifitat),
den physikalischen Erfordernis-
sen zur Nutzungen z.B. im Be-
reich der klassischen Material-
wissenschaft aber nicht entspre-
chen. Typische Eigenschaften
anorganischer Komponenten
sind beispielsweise elektrische
Leitfahigkeit oder Magnetismus.
Deshalb versucht man Eigen-
schaften von Biomolektilen wie
die hochspezifische molekulare

Erkennung zu nutzen und mit den
Eigenschaften anorganischer
Komponenten zu verbinden.

Die Verwendung von Biomo-
lekllen zur Synthese von Nano-
strukturen konzentriert sich auf
folgende Aspekte:

e Biotemplat-Methoden nutzen
die nanoskaligen Dimensionen
und die definierte Form biolo-
gischer Komponenten. Ein
Templat ist ein strukturelles
,GerUst® mit funktionellen
Gruppen zur kontrollierten Ab-
scheidung der anorganischen
Materialien, und es bestimmt
daher die Morphologie dieser
Materialien. Auch lebende Or-
ganismen, z.B. Diatomeen und
Muscheln, kénnen durch Bio-
mineralisation hochorganisier-
te, anorganische Materialien
mit besonderen Eigenschaften
herstellen.

e Geometrisch regelméaBig an-
geordnete funktionelle Grup-
pen, z.B. Aminosaurereste
oder die DNA-Basen an der
Oberflache bioorganischer
Strukturen, kdnnen Nanoparti-
kel (Ober elektrostatische
Wechselwirkungen oder Me-
tallionen Uber die Ausbildung
von Metall-Ligand-Komplexen
binden und somit als Nuklea-
tionszentren zur oberflachen-
kontrollierten Bildung von an-
organischen Nanostrukturen
dienen.

e Die natilrliche Evolution hat
hochfunktionale Molekilver-
bande aus Proteinen, Nukle-
insauren und anderen Makro-
molekilen hervorgebracht, die
auBerst komplexe Funktionen
z.B. aufgrund der hochspezifi-
schen Erkennungseigenschaf-

ten ihrer Konstituenten aus-
fihren. Diese molekulare Er-
kennung biologischer Makro-
molektle kann gepaart mit an-

organischen Komponenten
zur spontanen Selbstorgani-
sation, der sogenannten

Selbstassemblierung, in kom-
plexe Hybrid-Architekturen
genutzt werden.

Eine ganze Reihe biologischer
Strukturen, u.a. Viren, DNA, oder
Proteine und Antikdrper, ist bis-
her erfolgreich zur Synthese und
Selbstassemblierung von nano-
strukturierten, anorganischen
Materialien verwendet worden
[1, 2, 3]. Zur Vertiefung des nach-
folgend beschriebenen Sachver-
haltes siehe u.a. auch folgende
Arbeiten [4, 5].

Hochgeordnete Bio-
polymere als Templat

In Zusammenarbeit mit dem In-
stitut fir Molekulare Biotechnolo-
gie in Jena wird am ITC-CPV der
Einsatz von bioorganischen Tem-
platen zur kontrollierten Herstel-
lung von anorganischen Nano-
strukturen untersucht. Dabei wer-
den hochgeordnete Proteinas-
semblate wie z.B. Mikrotubuli
verwendet.

Mikrotubuli sind Bestandteil des
Cytoskelets in eukaryotischen Zel-
len und bilden die Grundlage fir
zahlreiche zellulare Bewegungs-
formen [6]. Ein Mikrotubulus ist ein
Polymer aus Proteinuntereinhei-
ten, die zu einem Zylinder von
25 nm Durchmesser und Léngen
im Bereich von einem bis mehre-
ren Mikrometern angeordnet sind
(Abb. 1). Diese Proteine, Tubuline,
bestehen aus af-Dimeren und
sind im Mikrotubulus helikal ange-
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Abb. 1: Mikrotubuli sind rohrenférmige Strukturen (Aufnahme mit
dem Rasterkraftmikroskop). In vitro entstehen Mikrotubuli durch
einen Selbst-Assemblierungsprozess aus Proteinbausteinen, den
Tubulindimeren, die aus Schweinehirn isoliert werden kénnen.

ordnet. In vitro werden Mikrotubuli
aus Tubulindimeren durch einen
Selbstassemblierungsprozess ge-
bildet, der durch die Hydrolyse von
Guanosin-5’-Triphosphat (GTP)
angetrieben wird.
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Abb. 2: Je nach Assemblierungsbedingun-
gen bildet Tubulin nicht Mikrotubuli, son-
dern eine Reihe anderer polymorpher
Strukturen aus. In Gegenwart von Ca*-lo-
nen entstehen ringférmige Tubulinstruktu-
ren (Aufnahme mit dem Rasterkraftmikro-
skop).

Die Mikrotubuli-Oberflache be-
steht aus repetitiven Mustern be-
stimmter Aminoséaurereste, die
eine Vielzahl von Nukleationsstel-
len fUr eine oberflachenkontrol-
lierte Abscheidung z.B. von Me-
tallen bilden. Mit einem Durch-
messer von 25 nm und einer Lan-
ge im Bereich von einigen Mikro-
metern besitzen sie ein groBes
geometrisches Aspekt-Verhalt-
nis. Darliber hinaus ist es durch
gezieltes Anpassen der Assem-
blierungsbedingungen maglich,
verschiedene polymorphe Tu-
bulinassemblate wie Ringe,
»Sheets“ oder Makrotubuli zu bil-
den [7]. Findet die Assemblierung
beispielsweise in Gegenwart ei-
ner bestimmten Konzentration an
Ca*-lonen statt, so entstehen
keine Mikrotubuli, sondern aus-
schlieBlich Ringstrukturen (duBe-
rer Durchmesser ca. 55 nm und
innerer Durchmesser ca. 27 nm,
Abb. 2).

Synthese von
metallischen

Nanostrukturen mit
Biomolekiilen

Lineare Nanopartikel-
strukturen

Auf der Oberflache solcher hoch-
geordneter Proteinassemblate
kénnen bei geeigneten Reakti-
onsbedingungen in situ Metallna-
nopartikel gebildet werden.

Inkubiert man beispielsweise Mi-
krotubuli mit einem Metallsalz wie
beispielsweise Na,PdCl, und re-
duziert dann mit einem entspre-
chenden Reduktionsmittel in situ,
so entstehen Metallpartikel im
unteren Nanometerbereich auf
der Oberflache des Biotemplats
[8]. In Abh&ngigkeit von der Art
des verwendeten Reduktionsmit-
tels entstehen so Nanopartikel
unterschiedlicher GréBe. Durch
Reduktion mit dem Trinatriumsalz
der Zitronenséure bei erh6hter
Temperatur erhélt man z.B. Palla-
dium-Partikel mit einem mittleren
Durchmesser von 1.9 nm. Hinge-
gen flUhrt die Reduktion bei
Raumtemperatur mittels eines
Reduktionsbades, das als Re-
duktionsmittel Dimethylamin-Bo-
ran (DMAB) enthalt, zu gréBeren
Nanopartikeln mit einem mittle-
ren Durchmesser von 3.1 nm
(Abb. 3). Die Partikel sind bevor-
zugt an die Oberflache des As-
semblats gebunden. Die Abstéan-
de benachbarter Partikel liegen
im Bereich von 5 nm.

Die Anordnung der Partikel auf
dem Templat zeigt dabei eine
groBe Ahnlichkeit zur helikalen
Anordnung der Tubulinmolekile
im Mikrotubulus. Diese bevor-




zugte Nukleation der Partikel auf
dem Templat legt nahe, dass mo-
lekulare Wechselwirkungen zwi-
schen den Palladiumionen in L&-
sung und den funktionellen Grup-
pen auf der Oberflache des Tem-
plats sowie bei der Bildung der
Partikel auf dem Templat eine
Rolle spielen.

Die Oberflache eines Mikrotubu-
lus besitzt eine ganze Reihe von
definiert angeordneten Ami-
nosaure-Resten, die potentielle
Zentren zur Bindung der Palla-
diumionen und bei der Partikelbil-
dung darstellen. Nach dem ,,Hard
and Soft Acid and Bases Princi-
ple” (HSAB) nach Parr und Pear-
son [9] wirde man erwarten, dass
Palladiumionen eine bevorzugte
Bindungstendenz zu weichen
stickstoff- oder schwefelhaltigen
Liganden in den Seitenketten von
Aminoséduren auf der Mikrotubuli-
AuBenwand besitzen, das waren
Tryptophan, Histidin, Cystein
oder Methionin (Abb. 4). Nach der
Polymerisation der Tubulinhe-
terodimere in Mikrotubuli sind die
Aminosaurereste in der Periphe-
rie des Molekuls durch benach-
barte Heterodimere verdeckt. Ein
weiterer Teil der Aminosduren
liegt in ,Taschen® und ist somit
vermutlich nur noch in begrenz-
tem MaBe frei zuganglich. Als po-
tentielle Bindungspartner fur die
Palladiumionen in Lédsung und
die anschlieBende Partikelbil-
dung sollten daher besonders die
vier Histidine auf der &uBeren
Oberflache des Biotemplates in
Frage kommen. Konsistent hier-
mit sind Ergebnisse theoretischer
Berechnungen [10]. Eine helikale
Anordnung der Partikel auf dem
Templat wird auch bei der Reduk-
tion einer Reihe weiterer Metall-

salze z.B. bei der Reduktion von
HAuCl, mit NaBH, oder der Re-
duktion von H,PtClg und FeSO,
mit NaBH, in Gegenwart von Mi-
krotubuli beobachtet.

Nanodrihte

Ein weiteres Beispiel flr die Her-
stellung anorganisch-biologi-
scher Hybridstrukturen ist die Re-
duktion von AgNO; in Gegenwart
von Mikrotubuli-Templaten. Auch
hier ist die Morphologie des Pro-
duktes stark von den Reaktions-
bedingungen abhéngig. Erfolgt
die Reduktion mit Hilfe von
NaBH,, einem starken Redukti-
onsmittel, in Gegenwart des Bio-
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Abb. 3: Aufnahme mit dem Transmissions-
elektronenmikroskop, die Palladiumnano-
partikel (mittlerer Durchmesser 3.1 nm) auf
einem Mikrotubulus zeigt (Skala 20 nm).
Die Anordnung der Partikel reflektiert die
helikale Anordnung der Tubulinbausteine
im Mikrotubulus [8].

Abb. 4: (a) Bandermodell eines ap-Tubulinheterodimers mit Ansicht von der
AuBenseite der Mikrotubulus-Wand. Gezeigt sind die schwefel- und stick-
stoffhaltigen Aminosduren Cystein, Methionin, Tryptophan und Histidin. (b)
Nach der Polymerisation der Heterodimere in Mikrotubuli sind die Aminoséau-
ren in der Peripherie des Heterodimers durch benachbarte Aminoséauren ver-
deckt. Nur vier Histidine liegen frei zugénglich im Zentrum auf der duBeren

Oberflache des Molekiils [8].




polymers, so entstehen 5.2 nm
groBe Silbernanopartikel auf dem
Templat [11]. Unter den einge-
setzten Bedingungen wurde kei-
ne eindeutig helikale Anordnung
der Partikel auf dem Mikrotubu-
lus beobachtet. Daraus resultiert
die Vermutung, dass zumindest
ein Teil der Partikel homogen in
Ldésung entsteht und anschlie-
Bend an die Oberflachenfunktio-
nalitdten des Biopolymers bindet.

Um Nanodrdhte zu erzeugen,
kann man eine Methode aus der
Photographie nutzen. Man ent-
wickelt die nukleierten Silberkei-
me mit Hydrochinon in Gegen-
wart weiterer Silberionen. Dabei
wachsen die Silber-Nanopartikel
bis zu einem GrdBenbereich von
10 bis 30 nm. Die Bedeckung des
Templates ist jedoch nicht konti-
nuierlich. Eine Veranderung der
Reaktionsbedingungen, die eine
Inkubation mit Silbersalzen und
die direkte In-situ-Reduktion mit
Hydrochinon einschlieBt, fihrt zu
einer kontinuierlichen Silberbe-
deckung des Templats (Abb. 5).

Der Reduktionsprozess kann je-
derzeit durch Zusatz von S,0,*
gestoppt werden. In Abhangig-
keit von der Reduktionszeit las-
sen sich so verschiedene Silber-
schichtdicken auf dem Biopoly-
mer einstellen. Mit Hilfe von EDX-
Analysen und HRTEM kann ge-
zeigt werden, dass auf dem Poly-
mer metallisches, polykristallines
Silber abgeschieden wird. Nach
einigen Minuten Reaktionszeit
prazipitieren die gebildeten Sil-
berstrukturen aus der Reaktions-
I6sung und bilden ein dichtes
Netzwerk.

Mikrotubuli in ihrem nativen Zu-
stand sind lineare Strukturen. Die
nach der Metallisierung resultie-
renden Metall-/Biopolymer-Hy-
bridstrukturen sind im allgemei-
nen jedoch gekrimmt. Es stellt
sich dabei die Frage, ob durch die
Hydrochinon-Reduktion hohle
Silberréhren entstehen oder ob
das Templat bei der Metallisie-
rung total zerstért wird und sich
Silbernanodréhte ausbilden. Da-
zu wurden die gebildeten Struk-

turen in ein Polymer eingebettet
und Schnitte quer zur Langsach-
se des Tubulus angefertigt. Diese
Schnitte zeigen, dass in den ent-
standenen Silberstrukturen die
Roéhrenstruktur des mikrotu-
buldren Templates erhalten ge-
blieben ist. Der innere Durchmes-
ser der Silberréhren betragt
25 nm und entspricht dabei ge-
nau den &uBeren Abmessungen
des als Templat gewdhlten Bio-
polymers, dem Mikrotubulus
(Abb. 6). Aufnahmen mit dem
Transmissionselektronenmikro-
skop zeigen, dass nach Zugabe
des Reduktionsmittels zun&chst
kleine Silbernukleationskeime auf
dem Biopolymer gebildet wer-
den, die dessen Oberflache akti-
vieren. Das weitere Wachstum
der Silberschicht erfolgt dann ini-
tiiert an einzelnen Stellen auf dem
Biopolymer heterogen entlang
der Templat-Oberflache. Erfolgt
die Zugabe des Reduktionsmittel
vor dem Metallsalz, so bilden sich
keine Metallnanodréhte.
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Abb. 5: Silbernanoréhren, die durch die Reduktion von Silbersalzen in Gegenwart von Mikrotubuli entstehen.
Aufnahme mit dem Rasterelektronenmikroskop (a) und mit dem Rasterkraftmikroskop (b).
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Abb. 6: Schnitt eines silberbedeckten Mikrotubulus senkrecht zur R6hrenachse. Die entstandenen
Silberstrukturen besitzen einen Hohlraum, dessen Durchmesser genau den duBBeren Abmessungen
des verwendeten Mikrotubulus entsprechen [11].

Zusammenfassung und

Ausblick

Unsere Experimente zeigen, dass
die Form, die spezifischen Funk-
tionalitdten an der Oberflache so-
wie die elektrostatischen Eigen-
schaften eines biologischen Tem-
plates genutzt werden kénnen,
um die Anordnung Mikrometer-
dimensionierter Uberstrukturen
anorganischer Nanopartikel zu
kontrollieren und die so entstan-
den Nanopartikel darlber hinaus

auf dem Templat zu stabilisieren.
Je nach Reaktionsbedingungen
reichen die Mdglichkeiten von der
Synthese geordneter Nanoparti-
kelstrukturen Gber Nanodrahte
bis hin zu Nanoring-Systemen.
Ein Problem bleibt jedoch, diese
Strukturen kontrolliert auf einem
Tragermaterial anzuordnen. Zu-
kinftige Arbeiten werden sich
dieser Frage widmen und sich
dartber hinaus mit anderen poly-
morphen Tubulinassemblaten zur
Herstellung maBgeschneiderter

Nanostrukturen sowie der Funk-
tionalisierung von Nanopartikeln
beschéftigen, die hinsichtlich ih-
rer physikalisch-chemischen Ei-
genschaften optimiert sind. Mit
den Arbeiten soll das durch inter-
disziplinare Forschungsarbeiten
bestehende Potenzial fir die Her-
stellung neuartiger Materialien
genutzt werden, z.B. als Voraus-
setzung fur Anwendungen im Be-
reich der medizinischen Diagnos-
tik.
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