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Einleitung und Zielsetzung 1

1. Einleitung und Zielsetzung

Die Bioelektronik ist eine sich sehr schnell entwickelnde Forschungsdisziplin an der
Schnittstelle zwischen Biologie, Chemie und Physik [Gopel 1995] und beschaftigt sich in
ihrem Kernbereich mit der funktionalen Verknipfung biologischer und elektronischer
Komponenten zur Entwicklung neuartiger technischer Bauelemente [Willner und Katz 2005].
Durch die Kopplung von Biomolekulen, wie Enzymen, Biorezeptoren, Antikorpern und DNA,
oder sogar ganzen Zellen an elektronische Elemente, lieR sich bereits eine Vielzahl
ndtzlicher Anwendungen realisieren. Jingste Forschungen auf dem Gebiet der Bioelektronik
befassen sich Uberwiegend mit der Entwicklung von Biosensoren, die die biologische
Interaktion mit einem Zielmolekul oder einen stattfindenden biokatalytischen Prozess in ein
messbares elektronisches Signal umwandeln [Armstrong und Wilson 2000]. Bioelektronische
Forschungsschwerpunkte finden sich ferner auf den Gebieten der molekularen Diagnostik
und der Entwicklung von biotechnologischen Brennstoffzellen, bei denen es darum geht, die
biokatalytischen Elektronentransfereigenschaften von Enzymen zur Umwandlung
organischer Brennstoffsubstrate in elektrische Energie zu nutzen [Katz et al. 2003]. Ein
weiterer Zweig der bioelektronischen Forschung befasst sich mit der Kopplung von Zellen
bzw. neuronalen Netzwerken an elektronische Strukturen, zur Entwicklung von

bioelektronischen Hybridsystemen.

Aufgrund der voranschreitenden Miniaturisierung elektronischer Komponenten und bedingt
durch das Erreichen von Groflenordnungen im Nanometerbereich, bieten sich durch die
Kombination von Bio- und Nanoelektronik vollkommen neue Mdglichkeiten zur Herstellung
mafgeschneiderter molekularer, bioelektronischer Strukturen. Die Entwicklung und
Untersuchung solcher biomolekularer Hybridstrukturen ist Gegenstand der molekularen
Bioelektronik, wo die Verknlpfung einzelner biologischer Molekile mit kleinsten

elektronischen Strukturen im Vordergrund steht.

Die Verwendung von Biomolekilen, insbesondere von Proteinen, bietet in diesem
Zusammenhang eine Fulle von Anwendungsmoglichkeiten. Als Beispiele seien die
biokatalytischen oder Struktur andernden Eigenschaften vieler Proteine, sowie bei
Redoxproteinen die Fahigkeit zum Elektronentransfer genannt. Die Natur liefert in Form einer
riesigen Palette unterschiedlichster Proteine und Enzyme ein nahezu unerschopfliches
Reservoir von Bausteinen. Darlber hinaus lassen sich Proteine auf vielfaltige Weise an

Oberflachen immobilisieren, was flur bioelektronische Anwendungen im Allgemeinen eine
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Uberaus wichtige Voraussetzung ist. Nicht zuletzt ermdglichen Proteine aufgrund ihrer

geringen GroRRe eine hohe Integrationsdichte flir bioelektronische Hybridstrukturen.

Fur die molekulare Bioelektronik ist die Fahigkeit von Redoxproteinen zum Elektronen-
transfer von besonderem Interesse. Zentrale Fragestellungen in diesem Zusammenhang
sind, wie sich einzelne oder kleine Gruppen dieser Redoxproteine elektronisch kontaktieren
lassen, und wie der Elektronentransfer durch diese Molekile kontrolliert werden kann. Um
diese Fragen klaren zu kénnen, mussen zunadchst Erkenntnisse Uber den Elektronentransfer
an der Kontaktstelle zwischen Protein und makroskopischen, zweidimensionalen (2D)
Elektroden gewonnen und diese anschlielend auf kleinere Elektrodengréflen Ubertragen
werden. So kann eine schrittweise Miniaturisierung der Strukturen tber 2D Mikroelektroden,

eindimensionale Nanoelektroden, bis hin zu einzelnen Nanokontakten erfolgen.

Ein fur diese Untersuchungen besonders geeignetes Redoxprotein ist Cytochrom ¢ (Cyt c).
In den Mitochondrien dient es als Elektronenshuttle zwischen den Transmembranprotein-
komplexen der Atmungskette und Ubertragt Elektronen vom Cytochrom bc1 Komplex auf die
Cytochrom ¢ Oxidase. Aufgrund seiner Fahigkeit, einzelne Elektronen zu speichern und
unter definierten Bedingungen abzugeben, ist Cytc ein ideales Modellprotein zur

Erforschung der inter- und intramolekularen Elektronentransferprozesse.

Fir die Untersuchung der Elektronentransfercharakteristik mussen, um einzelne
Elektronentransferereignisse messen zu koénnen, Redoxproteine zwischen zwei
nanoskopischen Elektroden platziert werden. Es findet sich eine Vielzahl von
Nanoelektroden bzw. Techniken, mit denen sich Nanokontakte zu einzelnen Molekllen
realisieren lassen. Beispiele hierflir sind mechanisch kontrollierte Bruchkontakte [Reed et al.
1997], ,crossed-wire tunneling junctions“ [Kushmerick et al. 2003] bzw. gekreuzte Elektroden
(Crossbars) [Heath et al. 1998], ,Nanogaps® [Krahne et al. 2002], die Rastertunnel-
mikroskopie [Xu und Tao 2003], sowie die Rasterkraftmikroskopie [Cui et al. 2001].

Am Institut fur Bio- und Nanosysteme (IBN-2) des Forschungszentrums Julich werden mikro-
und nanoskopische Crossbarelektroden, sowie Nanoelektroden, die auf mechanisch
kontrollierten Bruchkontakten basieren (Abbildung 1.1), entwickelt. Diese sollen fir die
Kontaktierung einzelner Molekile genutzt werden. Abbildung 1.2 zeigt schematisch die
Kontaktierung weniger Redoxproteine zwischen zwei Crossbarelektroden (Abb. 1.2 a) bzw.
den Einzelkontakt eines Proteins mit zwei Nanoelektroden in einem Bruch-
kontakt (Abb. 1.2 b).
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Abb. 1.1 Aufsicht auf einen Nanokontakichip mit mehreren parallelen Au Leiterbahnen (links) und
rasterelektronenmikroskopische Abbildung eines einzelnen mittels Elektronenstrahl-Lithographie
hergestellten unterbrochenen Nanokontaktes (rechts).

Abb. 1.2 Schematische Darstellung von Proteinen zwischen nanoskopischen Goldelektroden:
(a) wenige Redoxproteine sind zwischen zwei sich kreuzenden Elektroden (Crossbarelektroden)
immobilisiert; (b) ein einzelnes Protein ist gerichtet zwischen zwei Nanoelektroden in einem

Bruchkontakt immobilisiert.

Abbildung 1.2 soll verdeutlichen, dass fur die Realisierung von nanoskopischen
Elektrode/Protein/Elektrode Kontakten das Redoxprotein an beide Elektroden in polarisierter
Orientierung gebunden sein muss, um einen reproduzierbaren Elektronentransfer zu
erhalten. Dieses kann durch eine bifunktionale Immobilisierung des Proteins unter
Verwendung zweier unterschiedlicher Immobilisierungsstrategien erreicht werden. Dabei
kann im Wesentlichen zwischen der Immobilisierung Uber physikalische Wechselwirkungen
(Physisorption), der kovalenten Immobilisierung und der Bindung mit Hilfe spezieller

Affinitatstags unterschieden werden (siehe Kapitel 2.3).

Fir die Immobilisierung von Cyt ¢ auf bzw. zwischen nanoskopischen Elektroden sollten im

Rahmen dieser Arbeit unterschiedliche Immobilisierungsstrategien geprift und ihr Einfluss
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auf den Elektronentransfer untersucht werden. Dabei war es Aufgabe, das Redoxverhalten
von Cytc primar auf makroskopischen 2D, aber auch auf nanostrukturierten
Elektrodenoberflachen elektrochemisch zu charakterisieren. Neben konventionellen
Immobilisierungsstrategien flr Cyt ¢, wie beispielsweise der elektrostatischen Anbindung,
sollten alternative Konzepte zur gerichteten Immobilisierung entwickelt und untersucht
werden. In diesem Zusammenhang sollten genetisch modifizierte Cyt ¢ Konstrukte mit
unterschiedlichen Affinitatstags (His und Cys Tags) an definierter Position hergestellt
werden, da die Orientierung des Proteins bei der Immobilisierung Uber Affinitatstags
malfigeblich beeinflusst werden kann. Ziel war es die rekombinanten Proteine bifunktional in
optimierter polarer Orientierung auf und zwischen Elektrodenoberflachen zu immobilisieren,
sodass ein schneller und reversibler Elektronentransfer zwischen Elektrode und Cyt ¢ bzw.
durch das immobilisierte Protein, bei gleichzeitigem Erhalt der naturlichen Funktionalitat,
erfolgen kann. Es sollte ein Cyt ¢ Konstrukt identifiziert werden, das sich fur die bifunktionale
Immobilisierung einzelner Molekile zwischen nanoskopischen Elektroden eignet und als

Grundlage fir weiterfiilhrende Untersuchungen auf nanoskopischen Elektroden dienen kann.
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2. Theoretische Grundlagen

2.1 Kontaktierung von Proteinen mit Nanoelektroden

Die stetig voranschreitende Miniaturisierung elektronischer Komponenten und das Erreichen
elektronischer StrukturgréRen von wenigen Nanometern ermoéglichen neue technische
Ansatze zur Herstellung noch kleinerer, molekularelektronischer Strukturen. Schwerpunkt
der molekularen Elektronik ist, in Erweiterung zur herkdmmlichen Silizium-basierten
Nanoelektronik, neue Konzepte zur Herstellung komplexer, funktionaler elektronischer
Bauelemente zu entwickeln. Eines der Hauptziele ist die Realisierung von elektronischen
Bauelementen, die Einzelmolekile elektrisch adressieren. Eine der gréfiten
Herausforderungen hierbei ist die wirksame Verknupfung einzelner Molekile mit
nanoelektronischen Strukturen. Seit Mitte der 1990er Jahre wurden grof3e Fortschritte in der
Entwicklung von molekularelektronischen Bauelementen erzielt [Joachim et al. 2000]. So
konnte bereits gezeigt werden, dass einzelne organische Molekile als nanoskopische
Gleichrichter [Metzger et al. 1997] und Nanoschalter [Reed et al. 2001; Roth und Joachim

1997] genutzt werden kénnen.

Biomolekiile und insbesondere Proteine sind vielversprechende Kandidaten fir die
Realisierung nanoskopischer bzw. nanoelektronischer Bauelemente. Sie wurden evolutionar
fur bestimmte Funktionen wie Ladungsspeicherung oder -transport optimiert und besitzen die
Fahigkeit sich zu komplexen Funktionseinheiten zu organisieren. Diese Eigenschaften kann
sich die molekulare Bioelektronik zu Nutzen machen. Hier befasst man sich mit der
Verknipfung einer geringen Anzahl bzw. einzelner Biomolekile mit nanoelektronischen
Strukturen, mit dem Ziel elektronische Signale zu transferieren und zu verarbeiten. Die
molekulare Bioelektronik bietet prinzipiell zwei unterschiedliche Ansatze. So kénnen
Biomolekule mit ihren Erkennungs- und Selbstorganisationseigenschaften als Template fur
die Abscheidung von anorganischen Materialien genutzt werden, die anschlieRend in
elektronische Strukturen integriert werden. Ziel dabei ist die Verknipfung von biomolekular
basierten bottom up Strategien mit fop down Bauelementfabrikationen. Alternativ sollen
einzelne Biomolekile als aktive Komponenten mit elektronischen Strukturen gekoppelt

werden, um die biologischen Funktionen dieser Moleklle ausnutzen zu kénnen. Dieser Teil
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der Bioelektronik ist Gegenstand der vorgelegten Arbeit. Er ist eng verknUpft mit dem Teil der

Biosensorik, bei dem eine elektrische Signalwandlung erfolgt.

Die Realisierung bioelektronischer Hybridstrukturen mit einzelnen Biomolekllen als
Funktionseinheiten erfordert eine Vielzahl an Entwicklungsschritten, auf die in den folgenden
Abschnitten kurz eingegangen werden soll. Dabei stehen 1.)die Auswahl und
Charakterisierung geeigneter biomolekularer Systeme; 2.) die Entwicklung zweckmaRiger
Immobilisierungsstrategien fur die Molekule auf der Elektrodenoberflache; 3.) die Herstellung
der Nanostrukturen; 4.) die Kontaktierung der Molekile; 5.) das Auslesen der Signale;
6.) sowie die Verarbeitung und Interpretation der Informationen [Rinaldi und Cingolani 2004]
im Vordergrund. Daruber hinaus mussen, um die Ladungstransferreaktionen an
Einzelmolekulen studieren zu kénnen, Erkenntnisse zum Ladungstransfer von Proteinen auf
planaren 2D Makroelektroden, wie Au(111) Oberflachen, auf kleinere Funktionseinheiten
Ubertragen werden. Durch schrittweise Miniaturisierung der Elektroden Uber 2D
Mikroelektroden zu 1D Nanoelektroden und Untersuchung der elektrochemischen Prozesse
an der Grenzschicht zwischen Elektrode und immobilisiertem Protein, lassen sich
fundamentale Erkenntnisse des Ladungstransfers an kleinen und nanostrukturierten
Elektroden gewinnen. Der letzte Schritt dieses Miniaturisierungsprozesses ist schliellich die
Immobilisierung eines einzelnen Proteins auf einer 0D Nanoelektrode, was zu einem

einzelnen Nanokontakt fuhrt.

Bioelektronische Systeme basieren auf dem direkten Elektronentransfer zwischen
elektronischen Strukturen und Biomolekilen und erfordern einen schnellen und reversiblen
Elektronentransfer entlang effizienter Elektronentransferpfade. Die Auswahl und
Charakterisierung von geeigneten biomolekularen Systemen erfolgt fir gewdhnlich auf
makroskopischen 2D Elektroden. Fir die Untersuchung des Elektronentransfers bietet sich
eine Vielzahl von Redoxproteinen an. Darunter sind Metalloproteine, wie Ferritin [Wu und Hu
2004], Cytochrom c¢ [Fedurco 2000], Myoglobin [Lvov et al. 1998], Azurin [Chi et al. 2001],
Hamoglobin [Scheller 1977], Katalase [Chen X. et al. 2001], Glucoseoxidase [Jiang et al.
1995, Guiseppi-Elie et al. 2002] und Peroxidasen [Ruzgas et al. 1996], die bereits alle in
vielseitigen bioelektronischen Untersuchungen und Anwendungen zum Einsatz kamen. Eine
Ubersicht iber die bioelektronische Bedeutung findet sich bei [Willner und Katz 2005; Wu
und Hu 2007].

Die Entwicklung geeigneter Immobilisierungsstrategien fur die molekulare Bioelektronik ist

zentrales Thema dieser Arbeit und wird ausfuhrlich diskutiert. Die Untersuchungen zum
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Ladungstransfer in Abhangigkeit der Immobilisierung erfolgen standardmaflig an 2D
Makroelektroden. Eine Ubersicht Uber die unterschiedlichen, zur Verfligung stehenden

Immobilisierungsstrategien findet sich in Kapitel 1.3.

Far die Untersuchung des Elektronentransfers an bio-anorganischen Bauelementen ist
neben der Auswahl geeigneter Redoxproteine, die Herstellung der Nanoelektroden von
besonderer Bedeutung. Prinzipiell lassen sich alle Techniken, die fur die molekulare
Elektronik entwickelt wurden auch auf die molekulare Bioelektronik anwenden. Beispiele
hierfir sind  Crossbarstrukturen, crossed-wires, rastertunnelmikroskopische und
rasterkraftmikroskopische  Ansatze, Quecksilbertropfen-Elektroden, Nanogaps bzw.
Nanoporen, sowie Bruchkontakte. Dabei kann man grundsatzlich zwei Architekturen
unterscheiden. Werden Biomolekile zwischen zwei entgegengesetzt geladene
Nanoelektroden immobilisiert, so spricht man von zwei-terminalen Bauelementen, die
beispielsweise einem diodenahnlichen Aufbau entsprechen. Durch Einbeziehen einer dritten
Elektrode (Steuerelektrode), lasst sich der Ladungstransfer wie bei einem
Feldeffekttransistor modulieren. In diesem Fall spricht man von drei-terminalen
Bauelementen. Dieses 2- bzw. 3-Elektroden-Prinzip gilt Uber viele Langenskalen, wodurch
Untersuchungen an 2D Mikro-, 1D Nano-, bis hin zu 0D Einzelmolekullelektroden maoglich

sind.

Die funktionale, polarisierte Kontaktierung von Redoxproteinen an zwei- bzw. drei-terminale
Bauelemente wird in dieser Arbeit schwerpunktmallig thematisiert. In der Literatur werden
unterschiedliche Ansatze zur Kopplung von Redoxproteinen flir die Untersuchung des

Ladungstransfers beschrieben. Nachfolgend werden einige Beispiele zur lllustration erlautert.

Ein fir die molekulare Elektronik sehr interessantes Redoxprotein ist Cytc. Der
Mechanismus des Elektronentransfers durch dieses Protein ist bisher wenig verstanden. Um
diesen aufkldaren zu konnen und generelle Erkenntnisse zum Tunnelprozess durch
Redoxproteine zu gewinnen, sind Einzelmolekilkontaktierungen von grolem Interesse.
[Delfino et al. 2007] untersuchten intensiv Hefe Cytc (YCC) auf unterschiedlichen
Elektrodenoberflachen und realisierten Einzelmolekulkontakte. Die Untersuchungen erfolgten
mittels Kontakt-Rasterkraftmikroskopie (C-AFM). In einem 2-Elektrodenansatz wurde die
Strom-Spannungs-Charakteristik einzelner YCC Molekile im Kontakt mit einer Au oder einer
nicht-metallischen Elektrode gemessen. Einzelne YCC Moleklile wurden auf der
Elektrodenoberflache oder alternativ der Au beschichteten AFM Spitze kovalent Gber Cys102

immobilisiert. Anschlieflend erfolgte die Kontaktierung durch Annahern der AFM Spitze an
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die Elektrodenoberflache. Die molekulare Leitfahigkeit konnte gesteigert werden, wenn YCC
auf planaren Au(111) Substraten immobilisiert und mit der Au Spitze kontaktiert wurde. Die
Steigerung der Leitfahigkeit erfolgte hier bereits bei niedrigen Kraften (2 nN). Wurde das
Protein zunachst an die Au Spitze des AFM immobilisiert und dann zusammen mit dieser an
eine nicht-metallische Elektrode angenahert, so waren deutlich hdéhere Krafte erforderlich,
um den Tunnelstrom geringfligig zu steigern. Die Untersuchungen zeigen, dass der
Elektronentransfer durch Einzelmolekile mafligeblich von der Beschaffenheit und dem
Material der Nanoelektroden, auf denen das Protein immobilisiert ist und von der Art des
Kontaktes zwischen Protein und Elektrode abhangt. Diese Erkenntnisse sind, im Hinblick auf
die Wahl eines geeigneten Elektrodenmaterials und der optimierten Kontaktierung des

Redoxproteins, flr weitere Einzelkontaktstudien von gro3er Bedeutung.

Einen alternativen Ansatz, der das Funktionsprinzip eines zwei-terminalen nanoskopischen
Bauelementes auf der Basis selbstorganisierender Metalloproteine demonstriert,
beschreiben Rinaldi und Mitarbeiter [Maruccio et al. 2007]. Fur ihre Untersuchungen
benutzten sie einzelne Molekiile von Azurin (Az) aus Pseudomonas aeroginosa [Adman und
Harrison 1985], die auf Einzelmolekiilebene in einer 2-Elektrodenanordnung zwischen
wenige Nanometer grolle Mesa-Gap Strukturen immobilisiert wurden. Durch metall-
organisch chemisches Aufdampfen in Kombination mit optischer Lithographie und Nassatzen
lieRen sich Gap Strukturen im Bereich von 5 nm realisieren. In diese Nanogaps wurden Az
Molekile gerichtet, Uber die Oberflachen-Cysteine gebunden, wobei aufgrund des
Durchmessers von Az (4-5nm) nur ein kleiner Teil der Proteine so zwischen den
Metallelektroden immobilisiert war, dass sie einen parallelen Beitrag zum Elektronentransfer
leisten konnten. Zwischen den Elektroden wurde nach Immobilisierung der Az Moleklle ein
erhdhter Tunnelstrom gemessen, und unter bestimmten Potentialbedingungen konnte ein
negativer differentieller Widerstand (negative differential resistance, NDR) beobachtet
werden. Die Strom-Spannungs-Charakteristik weist auf einzelne oder wenige parallele
Elektronentransferreaktionen tber Az Molekile hin. Die charakteristischen Beobachtungen,
insbesondere der NDR, geben Aufschluss Uber die Elektronentransferpfade und den fir den

Elektronentransfer durch Az verantwortlichen Tunnelmechanismus.

Eine andere Forschungsarbeit von [Rinaldi und Cingolani 2004] befasst sich mit der
Realisierung sowohl zwei-terminaler, als auch drei-terminaler nanoskopischer Bauelemente
mit Az. Fur ihre Untersuchungen wurden einzelne Az Molekile zwischen zwei
Nanoelektroden immobilisiert. Die Geometrie der Nanostrukturen wurde so gewahlt, dass

zwei planare Au/Cr Elektroden durch einen Nanogap in der Grofienordnung zwischen 10 nm
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und 100 nm voneinander getrennt waren. In diesen Spalt wurden Az Molekile in
2-Elektrodenanordnung mit unterschiedlichen Strategien immobilisiert. Es gelang [Rinaldi
und Cingolani 2004] einen Tunnelstrom zwischen den Elektroden zu messen. Die
Strom-Spannungskurven des Vor- und Riickscans zeigten ein asymmetrisches Bild, was auf
ein deutliches diodenahnliches Verhalten hindeutet. Die Hohe des Tunnelstroms zeigte eine
Abhangigkeit von der Immobilisierungsstrategie. Der Tunnelstrom bei orientiert

immobilisiertem Az war etwa 10-fach héher als bei zufalliger Anordnung.

mmmm

Source W /\ﬂ/ /\ﬂ/ Drain

VG SIOE

Si
Ag

Abb. 2.1 Schematische Querschnittszeichnung und schrittweiser Elektronentransport des Protein
Feldeffekttransistors nach [Rinaldi und Cingolani 2004]. Azurin wurde Uber Oberflachen-Cysteine an
SiO, gebunden. Der Feldeffekttransistor bestand aus einer Protein Monolage, Uber die zwei
pfeilféormige Cr/Au Elektroden auf SiO, verbunden waren. Eine Ag Elektrode auf der Unterseite des Si

Substrates diente als Backgate Elektrode.

Durch Aufbringung einer dritten Elektrode an der Riickseite des Si Substrates als Backgate
zum Kontrollieren der Leitfahigkeit zwischen Source und Drain gelang es [Rinaldi und
Cingolani  2004], ein transistordhnliches Verhalten zu zeigen. Analog zu
Feldeffekttransistoren, wie sie aus der Mikroelektronik bekannt sind, lie® sich die Hohe des
Tunnelstroms Uber die angelegte Gate-Spannung modulieren. Es kam dabei zu einem
mehrschrittigen Elektronentransfer zwischen benachbarten Az Molekilen (Abbildung 2.1).
Die Versuche von [Rinaldi und Cingolani 2004] demonstrieren die prinzipielle Eignung

derartiger Hybridstrukturen als biomolekulare Dioden oder Schalter.

Ulstrup und Mitarbeiter [Chi et al. 2005] benutzten Az fiir umfassende Untersuchungen von
long-range Elektronentransferprozessen und zum in situ aufzeichnen der redoxkontrollierten
Tunnelresonanz an Einzelmolekilen. Sie immobilisierten Az iber den hydrophoben Bereich

des Proteins auf Thioalkanen und benutzten elektrochemische Rastertunnelmikroskopie
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(ECSTM) zur Messung der Einzelmolekil  Strom-Spannungs-Zusammenhange
(Abbildung 2.2). Die Untersuchungen erfolgten im Elektrolyten, wobei sich ein
elektrochemisches Potential Uber eine Referenzelektrode anlegen lie. Man spricht daher

bei dieser 3-Elektrodenanordnung auch von einem elektrochemischen Gate.

Abb. 2.2 Schematische Zeichnung der Kontaktierung von Az mittels ECSTM. Az wurde auf einer mit
Thioalkanen beschichteten Au(111) Oberflache immobilisiert und mit einer Au ECSTM Spitze
kontaktiert.

[Chi et al. 2005] beschrieben einen zweistufigen Tunnelprozess. Bei negativen
Vorspannungen kam es zunachst zum Elektronentransfer zwischen ECSTM Spitze und Cu
Atom des Az und im zweiten Schritt zum Tunnelprozess zwischen Az und Substrat. Bei
positiven Vorspannungen erfolgte der Tunnelprozess in umgekehrter Richtung. Die Héhe der
Tunnelstrome lie3 sich Uber das elektrochemische Gate kontrollieren. Obwohl Az ein grol3es
und komplex aufgebautes Molekul ist, war ECSTM ausreichend empfindlich, um die direkte
redoxkontrollierte Elektronen-Tunnelresonanz dieses Proteins zu beobachten. Die
Ergebnisse kdnnen mafigeblich zum Verstandnis des long-range Elektronentransfers durch
Proteine beitragen und sind daher von fundamentalem Interesse flir die molekulare

Bioelektronik.

Eine ebenfalls interessante Forschungsarbeit, die die Bedeutung der molekularen
Bioelektronik als Teil der Biosensorik verdeutlicht und von Relevanz fir die Entwicklung
neuartiger nanoskopischer Biosensoren, sowie die Erforschung einzelmolekularer
enzymatischer Prozesse ist, beschreiben [Bestemann et al. 2003]. Sie immobilisierten das
Redoxenzym Glucoseoxidase (GOx) auf den Seitenwanden eines einzelnen, halbleitenden
Singlewall Carbon Nanotubes (SWCNT), das als molekularer Transistor zwischen zwei

metallischen Nanokontakten platziert war (Abbildung 2.3). Die Immobilisierung der GOx
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Molekile erfolgte mit Hilfe eines Linkermolekils [Chen R.J. et al. 2001]. Das halbleitende
SWCNT hatte die Funktion eines molekularen Feldeffekttransistors, wobei die Gate-
Spannung als Potential zwischen einer Gegenelektrode, einer Referenzelektrode, sowie dem
SWCNT in wassriger Losung aufgebaut wurde. Bei diesem Versuchsansatz handelte es sich

somit um eine 3-Elektrodenanordnung mit elektrochemischer Gate-Elektrode.

Elektrode

—

Elektrode

SWNT

Abb. 2.3 Schematische Zeichnung nach [Bestemann et al. 2003] zweier Nanoelektroden, die Uber
einen SWCNT verbunden sind. GOx Molekile sind Uber ein Linkermolekiil an die Oberflache des
SWCNT immobilisiert.

Nach der Immobilisierung der GOx konnte eine deutliche Reduzierung der Leitfahigkeit des
SWCNT beobachtet werden. Die Ursache hierfir vermuteten [Bestemann et al. 2003] in
einer veranderten Kapazitat, als Folge der immobilisierten GOx. Fir biosensorische
Anwendungen ist dieses System interessant, da die Leitfahigkeit der mit GOx beschichteten
SWCNT eine deutliche Abhangigkeit von pH-Wert und Glucosekonzentration zeigte. Mit
zunehmendem pH-Wert und durch Zugabe von Glucose, dem naturlichen Substrat der GOXx,
konnte die Leitfahigkeit des SWCNT gesteigert werden. Das entwickelte System ist somit in
der Lage, als nanoskopischer Biosensor, Anderungen des pH-Wertes und der
Glucosekonzentration zu detektieren. [Bestemann et al. 2003] stellen in Aussicht, dass mit
einem entsprechend kurzen SWCNT (~20 nm) die Enzymaktivitdt eines einzelnen GOx
Molekulls gemessen werden konnte. Dieses System ist somit neben seinem Potential als
Nano-Biosensor, auch fur einzelmolekulare enzymatische Untersuchungen relevant. Die
potentielle Bedeutung dieser Technik fur die molekulare Diagnostik zeigt sich anhand
jungster Publikationen. Durch Immobilisierung spezifischer Rezeptormolekile bzw.
Antikérper an die Oberflache von SWCNT [Zhang et al. 2007] oder Si basierten Nanowire
Konstrukten [Patolsky et al. 2004], lieRen sich einzelne Bindungsreaktionen mit spezifischen,
viralen Proteinen detektieren. Bei der Bindung kommt es ahnlich wie bei GOx zu einer

Verringerung der Leitfahigkeit durch den SWCNT bzw. Nanowire Feldeffekttransistor.
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Bei Untersuchungen des Ladungstransfers an Einzelmolekilkontakten kénnen, fur das
Auslesen des Tunnelsignals, zwei unterschiedliche Methoden genutzt werden. Messungen
des Tunnelstromes in Abhangigkeit der angelegten Spannung (I/V Verhalten) geben direkten
Aufschluss ber die Tunnelcharakteristik. Solche Untersuchungen kénnen beispielsweise an
Crossbarelektroden durchgefihrt werden. Bei der zweiten Methode werden im
Bruchkontaktexperiment die Bindungsstellen zwischen Molekll und Elektrodenoberflache
gespalten, wodurch sich in der I/s Kurve charakteristische Stufen ergeben. Diese Stufen

reprasentieren den Beitrag der im Bruchkontakt sitzenden Einzelmolekile zum Tunnelstrom.

Fur die Verarbeitung bzw. Interpretation der gemessenen Stromcharakteristiken ist ein
Verstandnis der in Betracht kommen Ladungstransfermechanismen erforderlich. Die
wichtigsten, flr den Ladungstransport durch organische Molekile verantwortlichen

Tunnelmechanismen, werden in Kapitel 2.4 beschrieben.

2.2 Cytochrom c als Modellprotein fir Redoxvorgange

Wie einleitend erwahnt, eignen sich Redoxproteine aufgrund ihrer guten
Elektronentransfereigenschaften in besonderem Male fiir bioelektronische Anwendungen.
Eines der am besten untersuchten Redoxproteine ist Cytochrom ¢ (Cyt ¢). Die Gruppe der
Cytochrome umfasst ein Spektrum von Uber 50 verschiedenen Typen, deren primare
biologische Funktion die Ubertragung von Elektronen ist. Die prominentesten Cytochrome
sind Cytochrom a, b und c. Alle Cytochrome tragen eine prosthetische Gruppe, mit zentralem
Eisenatom, die als Hd&m-Gruppe bezeichnet wird und an die Aminosaurekette des Proteins
gebunden ist. Die Art der Koordinierung des Eisenprotoporphyrins an das umgebende
Apoprotein und die jeweilige Aminosaurezusammensetzung variieren bei den Cytochromen.
Durch die unterschiedliche Koordinierung der Ham-Gruppe zeigen sich charakteristische
Licht-Absorptionsspektren, tber die Cytochrome photospektrometrisch identifiziert werden
kénnen. Cytochrome kommen hauptsachlich in Mitochondrien und Chloroplasten
eukaryotischer Organismen vor. Cytc spielt eine Schlisselrolle in der Atmungskette
innerhalb der Mitochondrienmembran und ist zudem an der Regulierung des oxidativen
Stresses und Apoptose ausldsenden Mechanismen beteiligt. Cyt ¢ findet sich in allen
eukaryotischen Organismen. Aber auch bei Prokaryoten finden sich Proteine, die zu Typ-c
Cytochromen gezahlt werden kénnen und Elektronentransportfunktionen austben. Cytc
lasst sich aufgrund seiner guten Wasserloslichkeit und den speziellen Ladungseigenschaften

gut aufreinigen. Aus diesem Grund gehorte die oxidierte Form von Pferde Cyt ¢ zu einem der
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ersten Proteine, dessen Kristallstruktur mittels Roéntgenstrukturanalyse untersucht wurde
[Dickerson et al. 1967]. Detaillierte Untersuchungen zur Sekundarstruktur von Cyt ¢, das aus
dem Herzmuskelgewebe von Pferden gewonnen wurde, erfolgten durch [Bushnell et al.
1990]. Pferde Cyt c ist ein Protein, bestehend aus einer einzelnen Polypeptidkette mit
104 Aminosauren. Ein Eisenprotoporphyrin IX ist als prosthetische Gruppe Uber zwei
Thioether Bindungen an die Polypeptidkette kovalent gebunden. Das Molekulargewicht
betragt ca. 12,4 kDa [Margoliash und Schejter 1966]. Die Struktur von Cytc mit
charakteristischen Sekundarstrukturelementen ist in Abbildung 2.4 schematisch dargestellit.
Die Sekundarstruktur wird im Wesentlichen von drei grof3eren und zwei kleineren a-helikalen
Strukturen bestimmt [Bushnell et al. 1990]. Dariber hinaus finden sich zwei sehr kurze
Abschnitte (Aminosauren 37-40 und 57-59), die jeweils ein zweistrangiges anti-paralleles
B-Faltblatt formen sowie 6 B-Schleifen. Das gefaltete Protein besitzt eine beinahe globulare
Form mit einem Durchmesser von ca. 3,4 nm. An einer Seite findet sich eine Einstllpung. In
dieser Bindungstasche sitzt die Ham-Gruppe. Diese ist beinahe vollstandig vom Protein
umgeben. Lediglich vier Atome weisen nach aufRen und haben Kontakt zum umgebenden
Medium. Das Eisenprotoporphyrin koordiniert an unterschiedliche Aminosauren. Uber zwei
Thioether Bindungen ist es kovalent mit den Aminosauren Cys14 und Cys17 verbunden.
Daruber hinaus koordinieren das Schwefelatom von Met80 und das Stickstoffatom von His18
an das Eisenzentrum und flihren so zu einer definierten Lage des Hams innerhalb der
Proteinmatrix. Abbildung 2.5 a zeigt die dreidimensionale Struktur von Cytc mit der

Ham-Gruppe im Zentrum.

Ham-Gruppe
kovalente Bindung zum Ham
Helix ‘ Helix Helix Heh Helix
—_— — — —
*H,N -COOr
GDVEKGKKIFVOKCAQCHTVEKGGKHKT GPHNLHGLFGRKTGOAPGFTYTDANKNKGITWKEETLMEYLENPKKYIP GTKMIFAGIKKKTE REDLIAYLKKATHE
N-Terminus C-Terminus

Abb. 2.4 Schematische Darstellung von Pferde Cyt c. Helikale Sequenzabschnitte (rot) und Bereiche,
die an die Ham-Gruppe binden, sind eingezeichnet. Die Aminosduresequenz ist im

Einbuchstabencode angegeben.



14 Theoretische Grundlagen

Abb. 2.5 Dreidimensionale Struktur von oxidiertem Pferdeherz Cyt ¢ nach [Banci et al. 1999] mit
hervorgehobener Ham-Gruppe erstellt mit FirstGlance in Jmol (Vers. 1.02): (a) Die an der
koordinativen Bindung Dbeteiligten Aminosduren Met80 und His18 sind eingezeichnet;

(b) Lysingruppen, die zu einer positiven Nettoladung von Cyt ¢ flhren sind eingezeichnet (blau/lila).

Die Aminosauresequenz von Cyt ¢ enthalt eine Vielzahl von invarianten positiv geladenen
Lysingruppen (Lys) [Timkovich 1975]. Eine Haufung findet sich in einem ringférmigen
Bereich um die exponiert liegende Kante der Ham-Gruppe (Abbildung 2.5 b). Aufgrund
dieser Lysine ergibt sich in diesem Bereich eine positive Nettoladung [Koppenol und
Margoliash 1982], wodurch es zu elektrostatischen Wechselwirkungen mit Redoxpartnern
von Cytc kommen kann. Ferner wird vermutet, dass die Lysine zu einer geeigneten
Orientierung der Ham-Gruppe vor einer Elektronentransferreaktion beitragen [Avila et al.
2000; Murgida und Hildebrandt 2001].

Die Elektronentransfereigenschaften von Cytc sind von essentieller Bedeutung fiir den
letzten Schritt der Zellatmung, der in den Mitochondrien eukaryotischer Organismen
stattfindet. Innerhalb der inneren Mitochondrienmembran kommt es zur Endoxidation, bei der
Reduktionsaquivalente oxidiert und die Elektronen Uber einen Multienzymkomplex auf
geldsten Sauerstoff Ubertragen werden. Die dabei freigesetzte Energie wird zum Aufbau
eines Protonengradienten Uber die Mitochondrienmembran genutzt, der schlieBlich zur
Adenosintriphosphat (ATP) Synthese fuhrt. ATP ist der wichtigste Trager chemischer
Energie in Zellen. Die Vorgange innerhalb der Atmungskette sind schematisch in
Abbildung 2.6 gezeigt. Insgesamt sind vier Komplexe an der Endoxidation beteiligt. Die
Oxidation von Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) erfolgt an Komplex |, der NADH
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Dehydrogenase, die die Elektronen vom NADH auf Ubichinon (UQ) Ubertragt und die
Protonen in den Intermembranenraum beférdert. Weitere Elektronen werden von Komplex I,
der Succinat-Dehydrogenase wahrend der Oxidation von Succinat auf Ubichinon Ubertragen.
Durch Elektronenaufnahme wird Ubichinon zu Ubichinol reduziert und diffundiert innerhalb
der Membran zu Komplex Ill, der Cyt ¢ Reduktase. Dieser Komplex wird auch als Cyt bc;
bezeichnet, da er die Cytochrome Cyt bss;, Cyt bsgs und Cyt ¢, enthalt. Darlber hinaus
besteht der Transmembran-Komplex aus einem Eisen-Schwefel-Protein und mindestens
sechs weiteren Proteinuntereinheiten. Der Elektronentransfer erfolgt in einem
mehrschrittigen Prozess Uber die Hdm-Gruppen der Cytochrome von Komplex Ill. Cyt ¢ sitzt
an der MembranaufRenseite und ist in der Lage an Komplex Ill zu binden. Diese Bindung
erfolgt Uber elektrostatische Wechselwirkung mit den positiv geladenen Lys Gruppen im
Bereich der Ham-Gruppe von Cyt ¢ [Dickerson und Timkovich 1975; Smith et al. 1976].
Hierdurch lagert sich Cyt ¢ in definierter Orientierung an die Cyt ¢ Reduktase an, sodass es
zu einem Elektronentransfer von Komplex Il auf Cyt ¢ kommen kann und das Eisen der
Ham-Gruppe reduziert wird (Fe** + e — Fe?*). Wahrend der Elektroneniibertragung von UQ

auf Cyt ¢ kommt es auch bei Komplex Il zum Protonentransfer tiber die Membran.

Intermembranenraum

Sysbey 5 Cyt ¢ Oxidase

Mitochondrien Matrix

Abb. 2.6 Schematische Darstellung des Elektronen- und Protonenflusses Uber die vier Komplexe der
Atmungskette. Cyt ¢ fungiert als Elektronentbertrager zwischen Komplex Il (Cyt ¢ Reduktase) und
Komplex IV (Cyt ¢ Oxidase). Cyt ¢ Oxidase reduziert schlieBlich O, zu H,O. Der Protonengradient
zwischen Intermembranenraum und Mitochondrien Matrix dient zur Synthese von ATP durch das
Enzym ATP Synthase.
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Das reduzierte Cyt ¢ dissoziiert von Komplex Il und diffundiert an der Membranaufienseite
zu Komplex IV, der Cyt ¢ Oxidase. Die Bindung an Komplex IV erfolgt wie zuvor an die
Reduktase elektrostatisch. An der Bindung sind vermutlich die gleichen Lysine beteiligt. Cyt ¢
Oxidase enthalt zwei Cytochrome (Cyt a und Cyt aj3), die aus je zwei Ham-Gruppen bestehen
und an verschiedene Regionen desselben Proteins gebunden sind. Des Weiteren enthalt die
Cytc Oxidase zwei Kupfer-lonen, die fir die Ubertragung der Elektronen auf O,
entscheidend sind. Der Elektronenfluss von Cyt ¢ zu O, durch Komplex IV fiihrt abermals zu
einer Protonenbewegung aus der Matrix in den Intermembranenraum. Mit dem
Elektronentransport durch die Membran baut sich so ein Protonengradient auf. Dieser wird
von der ATP Synthase zur Bildung von ATP genutzt. Die Atmungskette ist somit flir die

Bereitstellung dieses Energietragers von zentraler Bedeutung.

Cytc nimmt in der Elektronentransferkette eine =zentrale Stellung ein, da es als
Elektronenshuttle zwischen Komplex IIl und IV dient. Cyt ¢ adsorbiert an die Aul3enseite der
Mitochondrienmembran, wo es frei diffundieren kann. Durch Lysine an der Proteinoberflache
kann es elektrostatisch an Cyt ¢ Reduktase und Cyt ¢ Oxidase binden, wo es reduziert bzw.
oxidiert wird. Neben Cyt ¢ gibt es eine Vielzahl ahnlich aufgebauter Cytochrome, die in allen
O, atmenden Organismen vorkommen und stets an Elektronentransferreaktionen beteiligt
sind. Die genauen Vorgange beim Elektronentransfer zwischen Redoxproteinen sind nicht
vollstandig verstanden. Cytc ist somit ein ideales Modellprotein, um diese
Elektronentransferreaktionen in vitro zu studieren. Es ist ein einfach aufzureinigendes
Protein mit einer hohen thermodynamischen Stabilitat [Butt und Keilin 1962]. Die geringe
GroRe, die hohe Loslichkeit, sowie der hohe Anteil helikaler Strukturen und nicht zuletzt das
Eisenprotoporphyrin, erlauben eine Vielzahl spektroskopischer Untersuchungstechniken
[Bertini et al. 2006]. Die positive Nettoladung ermdglicht darlber hinaus eine effiziente
Immobilisierung auf Elektrodenoberflachen. Cyt ¢ hat sich aufgrund seiner Eigenschaften
und der einfachen Handhabung unter Biochemikern und Biophysikern zu einem beliebten
Studienobjekt entwickelt und gehdrt mittlerweile zu den am besten untersuchten
Redoxproteinen. Eine Vielzahl von Publikationen beschaftigt sich mit dem Elektronentransfer
von immobilisiertem Cyt ¢ und den Interaktionen mit Cyt ¢ Oxidase in vitro [Haas et al. 2001;
Heering et al. 2004; Ataka et al. 2004B]. Aufgrund seiner guten Elektronentransfer-
eigenschaften und der einfachen Immobilisierbarkeit auf Elektrodenoberflachen, gehért Cyt ¢

zu den vielversprechendsten Redoxproteinen fiir bioelektronische Anwendungen.
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2.3 Immobilisierungsstrategien fir Proteine

Die Immobilisierung von Proteinen ist fiir biotechnologische Anwendungen grundsatzlich von
besonderem Interesse. Hierunter versteht man die teilweise oder vollstdndige Reduzierung
der Beweglichkeit mit Hilfe physikalischer oder chemischer Methoden. Dieses kann entweder
durch Einschluss von Proteinen z.B. in bestimmten Polymermatrices, oder durch Bindung an
Tragermolekule oder funktionalisierte Oberflachen erfolgen. Fur bioelektronische
Anwendungen ist vor allem die Immobilisierung an Oberflachen relevant. Je nach
Verwendung kann das Ziel eine besonders hohe und spezifische Oberflachenbedeckung mit
dem gewilnschten Protein bzw. eine gewilnschte Orientierung des Proteins an der
Oberflache sein. Ein haufiges Problem bei der Immobilisierung von Proteinen ist der
teilweise oder vollstandige Verlust der Proteinaktivitdt. Um die nattrliche Funktionalitat der
Proteine zu erhalten, sollte die Immobilisierung auf der Oberflache nicht zu
Strukturanderungen oder Denaturierungseffekten fihren. Fir biosensorische Applikationen
muss die Orientierung des Proteins auf der Oberflache in der Regel so erfolgen, dass
katalytisch aktive Bereiche oder Bindedomanen nicht blockiert werden. Neben der
spezifischen Anforderung an die Oberflachenanbindung, wird die Wahl einer geeigneten
Immobilisierungstechnik im Wesentlichen von den physikalisch-chemischen Eigenschaften
von Protein und Oberflache bestimmt. Bei der Oberflachenimmobilisierung kann die
Proteindichte durch vorherige Beschichtung mit geordneten, selbstorganisierenden
Monolagen (SAM) aus organischen Molekllen gesteigert und die Gefahr einer Denaturierung
reduziert werden. Gleichzeitig erlaubt die Funktionalisierung der SAM Molekile den Einsatz
unterschiedlicher Bindungsreaktionen. Es wurde eine Vielzahl von unterschiedlichen
Immobilisierungsstrategien fur Proteine aller Art entwickelt, die sich im Wesentlichen in drei
Kategorien einteilen lassen; der physikalischen, kovalenten und auf Bioaffinitat beruhenden

Immobilisierung [Rusmini et al. 2007].

2.3.1 Immobilisierung durch Physisorption

Proteine lassen sich aufgrund ihrer molekularen Eigenschaften mittels Physisorption auf
Oberflachen immobilisieren. Dieser Vorgang beruht auf physikalischen Wechselwirkungen
zwischen den Proteinen und Oberflachenmolekiilen, die zur unspezifischen
aktivierungsfreien Bindungen flihren. Man unterscheidet im Wesentlichen elektrostatische,
hydrophobe und polare Wechselwirkungen. Die starksten Bindungskrafte lassen sich durch

elektrostatische Bindungen erzielen. Die Art der intermolekularen Wechselwirkung, die fur
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eine Immobilisierung genutzt werden kann, hangt maRgeblich von der Beschaffenheit des
jeweiligen Proteins und der Oberflache ab. Beim Protein bestimmen primar die
Seitengruppen  der  oberflichennahen  Aminosauren Uber die physikalischen
Bindungseigenschaften. Aminosauren wie Lysin, Arginin und Histidin tragen, bei
entsprechenden pH Werten unterhalb ihres pK, Wertes, positiv geladene Seitengruppen.
Negativ geladene Seitengruppen finden sich bei deprotonierter Asparaginsaure und
Glutaminsaure. Die ungleichmallige Verteilung geladener Aminosauren und die Ausbildung
eines lokalen Ladungslberschusses auf der Proteinoberflache ermoglicht die
elektrostatische Bindung des Proteins an entgegengesetzt geladene Oberflachen. Darlber
hinaus unterscheidet man zwischen Aminosauren mit polarem und hydrophobem Charakter.
Befinden sich auf der Proteinoberflache Domanen mit besonders vielen hydrophoben oder
hydrophilen Aminosauren, so lassen sich die Proteine auf entsprechend hydrophoben oder

hydrophilen Oberflachen immobilisieren.

Die Oberflachen konnen mit funktionalisierten SAMs beschichtet werden, um eine
Immobilisierung zu ermdéglichen. Fur die elektrostatische Immobilisierung missen die SAM
Molekile eine geladene Kopfgruppe tragen. Hierfir kommen vor allem Aminogruppen und
Carboxylgruppen in Betracht. Die Immobilisierung von Proteinen Uber positiv geladene
Seitengruppen auf metallischen Oberflachen kann durch Beschichtung der Oberflache mit
Thioalkansauren erreicht werden. Diese binden Uber die Thiolgruppe effizient an die
Metalloberflache und bilden homogene Monolagen [Song et al. 1993; Salomon 2005].
Hierdurch wird die metallische Oberflache zugleich passiviert, wodurch die Gefahr einer
Proteindenaturierung verringert wird. Alkoholische Kopfgruppen ermadglichen eine hydrophile
Adsorption, wohingegen Methylengruppen die Anbindung hydrophober Aminosauren
beglnstigen. Eine Orientierung von Proteinen ist bei der Physisorption nur dann mdglich,
wenn das Protein einen definierten Dipol aufweist. Sind jedoch mehrere etwa
gleichberechtigte polare bzw. unpolare Bereiche auf der Oberflache verteilt, so ist von einer
zufalligen Orientierung oder abgeschwachten Bindung auszugehen. Daruber hinaus eignen
sich diese Immobilisierungsstrategien nicht bei Verwendung bestimmter Puffer oder

Detergenzien, da es dort zur teilweisen oder vollstdndigen Desorption kommen kann.
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2.3.2 Kovalente Immobilisierungsstrategien

Haufig werden Proteine mit Hilfe kovalenter chemischer Bindungen an Oberflachen
immobilisiert. Dieses geschieht durch Reaktionen frei zuganglicher funktioneller Gruppen
exponiert liegender Aminosdauren mit speziell modifizierten Oberflachen oder
Linkermolekilen. Die kovalente Immobilisierung bietet gegenlber der Physisorption den
Vorteil einer irreversiblen Bindung, bei ebenfalls erreichbaren hohen Oberflachen-
bedeckungen [Rusmini et al. 2007]. Dafir kommt es in der Regel zu einer zufalligen
Orientierung der Proteine an der Oberfliche, wenn gleichzeitig mehrere Bindungen zu
identischen reaktiven Seitengruppen mdglich sind. Eine definierte Orientierung kann durch
Maskierungsreaktionen erreicht werden, oder wenn das Protein nur eine einzelne reaktive
Aminosaure an seiner Oberflache besitzt. Mit Hilfe spezieller kovalenter chemischer
Reaktionen, lassen sich unter bestimmten Umstanden auch gerichtete Immobilisierungen
realisieren [Srivatsa et al. 1998]. Um die Funktionalitat des Proteins zu bewahren, muss auch
bei der kovalenten Immobilisierung darauf geachtet werden, dass eine Immobilisierung nicht
Uber Aminosauren erfolgt, die an der Aktivitdit des Proteins beteiligt sind oder in der
Bindungsdomane liegen. Es wurde eine Vielzahl von kovalenten Reaktionsmechanismen
beschrieben [Hermanson 1996; Rusmini et al. 2007], mit denen sich Proteine meist
ungerichtet, teilweise aber auch ortsspezifisch immobilisieren lassen. In dieser Arbeit sollen
die am haufigsten zur kovalenten Immobilisierung von Proteinen eingesetzten Strategien
kurz beschrieben werden. Tabelle 2.1 gibt eine Ubersicht tiber die funktionellen Gruppen, die
innerhalb der Aminosauresequenz von Proteinen flir eine kovalente Immobilisierung in

Betracht kommen und die fir eine Bindung bendétigte Oberflachenfunktionalisierung.

Tab. 2.1 Funktionelle Gruppen in Proteinen, die fiir eine kovalente Immobilisierung auf entsprechend

funktionalisierten Oberflachen genutzt werden kdnnen [Rusmini et al. 2007].

Seitengruppe Aminoséure Oberfldchenaktivierung
-NH, Lys Carboxylgruppe
Aktiver Ester (NHS)
Aldehyd
Epoxid
-SH Cys Maleimid
Pyridyl/ Succinimid Disulfid
-COOH Asp, Glu Amin
-OH Ser, Thr Epoxid
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Am haufigsten erfolgt die kovalente Kopplung von Proteinen Uber die Aminoseitengruppen
von Lysinen, die fast immer exponiert an der Proteinoberflache liegen. Es werden
verschiedene Mechanismen zum kovalenten Anbinden von Aminen an unterschiedlich
funktionalisierte Oberflachen beschrieben. Abbildung 2.7 zeigt eine der gangigsten
Strategien zur Kopplung von Aminen bzw. Aminogruppen an carboxylterminierte Monolagen.
Die Amin-Bindungs-Chemie basiert auf der chemischen Aktivierung der Oberflachengruppen
mit 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) Carbodiimid Hydrochlorid (EDC) und/oder
N-Hydroxysuccinimid (NHS). Nach der Oberflachenaktivierung kbnnen Proteine in wassriger
Lésung zugegeben werden, woraufhin es zur Reaktion mit nukleophilen Regionen innerhalb
des Proteins und zur Ausbildung stabiler Amidbindungen kommt [Johnsson et al. 1991; Jiang
et al. 2004].

R-COOH + R-NH,

OH

é\.\' Ce
r( ©  +EDC/INHS r( 0

1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) CH;

v

Carbodiimid Hydrochlorid e cr Isourea Nebenprodukt
(EDC) ,,N\—/w * ™ CH; o
W H C’”\NJ\N”\/“NH CH;
and Aktiviertes Zwischenprodukt g H H |
H5C CHy
o]
R_O \k
¥ ) > PPN A R
OH HiC N
C.)H Amid-Bindung
N-Hydroxysuccinimid 0
(NHS) \
R R
H
NHS Ester Derivat Amid-Bindung

Abb. 2.7 Reaktionsschema der Amin-Bindungs-Chemie, basierend auf der Oberflachenaktivierung
carboxylterminierter Oberflachen mit EDC und NHS.

Durch Aktivierung der Oberflache mit EDC kommt es nach Zugabe eines primaren Amins zur

Ausbildung einer Amid-Bindung. Die Effizienz der Reaktion kann durch einen zusatzlichen
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Reaktionsschritt nach der Oberflachenaktivierung mit EDC durch Zugabe von NHS deutlich
gesteigert werden. Der Reaktionsmechanismus von EDC und NHS wurde von [Patel et al.
1997] fur die Immobilisierung des Enzyms Katalase auf carboxylterminierten Oberflachen
beschrieben. Eine alternative Strategie zur Immobilisierung von Proteinen Uber
Aminogruppen basiert auf der Interaktion zwischen Aminen und Aldehyden. Beide
funktionellen Gruppen reagieren zu einer schwachen Schiffschen Base, die sich durch
Reduktion in eine stabile Amidbindung zweiter Ordnung umwandeln Iasst [Betancor et al.
2006].

EDC und NHS kdénnen nicht nur zur Oberflachenaktivierung carboxylterminierter SAMs
verwendet werden, sondern ermdglichen auch die Immobilisierung von Proteinen Uber
interne Carboxylgruppen. Dieses ist von besonderem Interesse, da Glutaminsdure und
Asparaginsaure, die haufig an der Oberflache von Proteinen liegen, Uber eine freie
Carboxylgruppe verflgen. In diesem Fall erfolgt die Aktivierung der Carboxylgruppen am
Protein. Hierfir kénnen ebenfalls EDC bzw. NHS oder andere Carbodiimid basierte
Aktivatoren [Fernandez-Lafuente et al. 1993] verwendet werden. In diesem Fall muss die
Substratoberflache flir die Ausbildung einer Bindung zur aktivierten Carboxylgruppe aminiert

sein.

Eine spezifischere Immobilisierung ist durch Bindung Uber die Seitengruppen von Cystein
mdglich. Diese Aminosaure besitzt eine Thiolgruppe, Uber die es innerhalb des Proteins
zwischen zwei Cysteinen zu Struktur stabilisierenden Disulfidbricken kommen kann.
Cysteine sind deutlich seltener als Lysine, sodass eine zufallige Orientierung der Proteine
weniger wahrscheinlich ist. Die Oberflache muss fiir die Bindung der Thiolgruppe einen
geeigneten Reaktionspartner aufweisen. Am haufigsten werden hierfir Maleimid
[Hermanson 1996; Viitala et al. 2000] oder ein pyridinylierter Disulfidlinker wie
Pyridinyldithioethanamin (PDEA) verwendet. Abbildung 2.8 zeigt zwei Reaktionsschemen fiir
die Immobilisierung eines Proteins Uber eine Thiolgruppe mit Hilfe von PDEA. Man
unterscheidet zwischen der Ligand Thiol Chemie (Abb. 2.8 a) und der Oberflachen Thiol
Chemie (Abb. 2.8 b). In beiden Fallen ist der Ausgangspunkt eine carboxylterminierte
Oberflache und ein zu immobilisierendes Protein (Ligand) mit freier Thiolgruppe. Die
carboxylterminierte Oberflache wird mittels EDC und NHS aktiviert. Bei der Ligand Thiol
Chemie erfolgt die Bindung von PDEA an den NHS-Ester. Nach Zugabe des Proteins erfolgt
die Spaltung der Disulfidbindung im PDEA und die Ausbildung einer neuen Disulfidbindung
zum Liganden (Abb. 2.8 a). Im Gegensatz hierzu erfolgt die Bindung des Liganden bei der

Oberflachen Thiol Chemie an eine Thiolgruppe an der Oberflache. Ausgehend von einer
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EDC/NHS aktivierten carboxylterminierten Oberflache, kann die Funktionalisierung mit einer
Thiolgruppe durch Zugabe von Cystamin und Dithioerythritol (DTE) erfolgen (Abb. 2.8 b). Fir

eine effiziente Immobilisierung muss die Thiolgruppe des Proteins mit PDEA reagieren. Die

Ausbildung einer neuen Disulfidbindung zum Oberflachenthiol.

Immobilisierung erfolgt analog zur Ligand Thiol Chemie, durch Abspaltung des Pyridyls und
a.) Ligand Thiol Chemie:
R-COOH + R-SH (\JL

-

Cs Csp © SH
r( © +EDCINHS (f ©  +PDEA r( R r(
/ L) g
N5 N7 sH
b O’D NH g
S

N N
C. c. 0 ) Cs,
r( O + EDCINHS r( ©  + Cystamin/DTE 0

Disulfid
Bindung

b.) Oberflachen Thiol Chemie:
R-COOH + R-SH - Disulfid
Bindung

=

PDEA (Pyridinyldithioethanamin)
SH

“1SH Hn S “N7SH
HO

e T OH

Cystamin Dithioerythritol
DTE

oxidiertes DTE

Abb. 2.8 Reaktionsschemen zur kovalenten Immobilisierung von Proteinen Uber Thiolgruppen:
(a) Ligand Thiol Chemie, bei der die Thiolgruppe am Liganden vorliegt; (b) Oberflachen Thiol Chemie,

bei der die Oberflachenmolekile mit einer Thiolgruppe funktionalisiert werden.

Die kovalente Immobilisierung kann grundsatzlich auf zwei Arten erfolgen. Wird bei der
Immobilisierung eines Liganden an eine Oberflache kein Linkermolekil verwendet, so
benutzt man den Begriff Zero-Length Cross-Linking. Haufig sind Oberflachenfunktionalitat
und funktionelle Proteingruppe nicht kompatibel. In diesem Fall verwendet man bifunktionelle
Cross-Linker Moleklile. Je nachdem, ob die Linkermolekile zwei gleiche oder

unterschiedliche funktionelle Gruppen tragen, spricht man von homobifunktionalem Cross-



Theoretische Grundlagen 23

Linking oder heterobifunktionalem Cross-Linking. Es wurde eine Vielzahl unterschiedlicher
Cross-Linker Molekiile entwickelt, mit denen sich beliebige funktionelle Gruppen verknipfen
lassen [Hermanson 1996]. Das Funktionsprinzip von homobifunktionalen und

heterobifunktionalen Cross-Linking Reaktionen ist schematisch in Abbildung 2.9 gezeigt.

a.) Homobifunktionales Cross-Linking: R-NH, + R-NH,

o]

NH

L !
NH i / HO
) 0 NHQ NH o)
r( + NHS-(L)-NHS R r‘/ R H/

b.) Heterobifunktionales Cross-Linking: R-NH, + R-SH
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Abb. 2.9 Reaktionsschema einer homobifunktionalen Cross-Linking Reaktion (a) zweier funktioneller

-NH, Gruppen, mit Hilfe eines homobifunktionalen NHS Cross-Linkers; (L) steht fur einen nicht naher
spezifizierten Spacer zwischen den beiden NHS-Gruppen. (b) Reaktionsschema einer
heterobifunktionalen Cross-Linking Reaktion einer Amino- und einer Thiolgruppe, mit Hilfe eines

heterobifunktionalen MBS Cross-Linkers.

Die hier beschriebenen Strategien geben exemplarisch die am haufigsten verwendeten
Reaktionschemen wieder. In der Literatur finden sich unzdhlige Abwandlungen und
alternative Strategien zur kovalenten Immobilisierung von Proteinen, wie etwa der Epoxid-
Chemie, der Photoimmobilisierung oder der Bindung mittels Diels-Alder Zykloaddition
[Hermanson 1996; Rusmini et al. 2007], auf die an dieser Stelle nicht weiter eingegangen

werden soll.
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2.3.3 Immobilisierung mittels Bioaffinitat

Eine alternative Strategie zur Immobilisierung insbesondere rekombinanter Proteine basiert
auf Bioaffinitat. Dabei handelt es sich um spezifische Wechselwirkungen biologischer
Molekiile, die zu sehr hohen Adsorptionskonstanten fiihren kénnen. Aufgrund der hohen
Spezifitat erlaubt diese Immobilisierungsstrategie die Bindung des Proteins an der
Oberflache in gezielter Orientierung und unter milden Reaktionsbedingungen. Hierdurch
konnen grofle und homogene Oberflachenbedeckungen erreicht werden. Die kontrollierte
Immobilisierung auf Oberflachen ist ein entscheidender Vorteil gegeniiber den meisten
anderen Immobilisierungsstrategien. Ein weiterer Vorteil ist, dass es sich in den meisten
Fallen um einen reversiblen Immobilisierungsprozess handelt. Durch Zugabe eines
Kompetitors kann die Bindung gel6ést und die immobilisierte Spezies freigegeben werden.
Dieses ist insbesondere fiur Proteinaufreinigungen von groRem Interesse. Ein
entscheidender Nachteil ist, dass das Protein Uber eine spezifische Bioaffinitats-
Bindungsstelle (Tag) verfugen muss. Dieser Tag muss in der Regel mit Hilfe rekombinanter
DNA-Techniken in die Aminosauresequenz des Proteins eingebracht werden. Bei dem Tag
handelt es sich vorwiegend um eine kurze Peptidsequenz, die fir die Bioaffinitat
verantwortlich ist. Mit Hilfe molekularbiologischer Methoden Iasst sich die flr den
entsprechenden Tag kodierende Nukleinsduresequenz in das Proteingen einbringen. Die
Lage des Tags innerhalb der Aminosauresequenz muss so gewahlt werden, dass die
Funktion des Proteins nicht beeintrachtigt wird. Um dieses zu gewahrleisten werden Tags
fast immer N- oder C-terminal an das Protein angefligt. In einigen Fallen wird zwischen
Protein-Terminus und Tag eine kurze Linker-Sequenz bestehend aus einigen Aminosauren
eingefiigt, um den Abstand zwischen Protein und Tag zu vergréRern und sterische Effekte zu
reduzieren. In der Literatur wird eine Vielzahl von Bioaffinitatstags beschrieben [Roy und

Gupta 20086]. Die vier prominentesten Systeme sollen im Folgenden kurz vorgestellt werden.

Ein sehr haufig fur die Immobilisierung, insbesondere aber zur Proteinaufreinigung benutztes
Sequenzmotiv geht auf [Porath et al. 1975] zurlick. Dabei benutzt man die Affinitat zwischen
Metall beladener Nitrilotriessigsaure (NTA) und einem sogenannten Histidin Tag (His Tag).
Der His Tag besteht aus mindestens sechs Histidinen (Hisg), die zumeist am N- oder
C-Terminus des jeweiligen Proteins angefugt werden (Abbildung 2.10 a). Die Bindung eines
His getaggten Proteins an eine NiNTA Matrix erfolgt durch Ausbildung einer Komplexbindung
mit dem zweiwertigen Metallion [Terpe 2003]. Die Bindung erfolgt hochspezifisch und

reversibel. Durch Zugabe eines Kompetitors wie Imidazol oder Chelatbildneren wie EDTA
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lassen sich die immobilisierten Proteine gezielt freisetzen. NINTA wird am haufigsten als
Matrix zur Immobilisierung His getaggter Proteine benutzt, die Ausbildung der
Komplexbindung kann aber alternativ zu Ni** auch zu anderen zweiwertigen Metallionen
erfolgen. Obwohl urspriinglich fiir die chromatographische Aufreinigung rekombinanter
Proteine entwickelt, wird diese Methode mittlerweile auch fiir eine Vielzahl anderer Zwecke
genutzt, so z.B. zur Immobilisierung der Proteine auf verschiedenen Oberflachen [Schmid et
al. 1997; Nieba et al. 1997; Johnson und Martin 2005]. Hierzu muss die Oberflache mit
NiNTA funktionalisiert werden. Dieses kann durch kovalente Bindung von NTA Uber EDC
und NHS an carboxylterminierte Oberflachen und anschlieRende Beladung mit Ni** erfolgen
[Schmid et al. 1997; Gershon und Khilko 1995].

Ein anderes vielseitig genutztes Immobilisierungsverfahren bedient sich der Avidin-Biotin
Wechselwirkung [Smith et al. 2006], die zu einer der starksten bekannten, nicht-kovalenten
Bindungen fuhrt. Aufgrund der Spezifitat der Bindungsreaktion ist es mdéglich, Proteine in
gleichmaRiger Orientierung zu immobilisieren. Bei Avidin handelt es sich um ein aus vier
Untereinheiten aufgebautes Glykoprotein, das wasserloslich und innerhalb eines weiten pH
Bereiches stabil ist. Es besitzt in jeder Untereinheit eine Bindungsstelle fir Biotin. Die
Bindung von Biotin erfolgt sehr schnell und wird nicht von Einflussfaktoren wie Temperatur,
pH-Wert und anderen denaturierenden Agenzien beeinflusst [Rusmini et al. 2007]. Biotin ist
ein natlrlich vorkommendes Vitamin, bestehend aus einem bizyklischen Ring mit
Pentansaure als Substituent. An der Bindungsreaktion mit Avidin ist nur der bizyklische Ring
des Biotins beteiligt, sodass uUber die Carboxylgruppe vielfaltige Modifikationen erfolgen
kénnen, um Proteine zu biotinylieren. Die Anbindung der Biotingruppe an Proteine
(Biotinylierung) kann Uber kovalente Cross-Linking Reaktionen an entsprechende
funktionelle Aminosaureseitengruppen erfolgen. Hier gibt es eine Vielzahl von chemisch
modifizierten Biotin Varianten, am haufigsten kommen NHS Ester von Biotin zum Einsatz,
um es an Aminogruppen zu koppeln [Luo und Walt 1989]. Durch chemische Biotinylierung ist
es nicht erforderlich das Protein genetisch zu modifizieren, um einen Tag einzufligen. Da es
sich bei Biotin um ein sehr kleines Molekil handelt, wird die Struktur und Funktion der
Proteine im Allgemeinen nicht beeintrachtigt. Neben der Affinitat von Biotin zu Avidin bindet
es ebenfalls an Streptavidin. Dieses ist wie Avidin ein tetramerisches Protein und stammt
aus dem Bakterienstamm Streptomyces avidinii. Es unterscheidet sich von Avidin aber durch
Molekulargewicht, Aminosaurezusammensetzung und pl-Wert. Der isoelektrische Punkt von
Streptavidin liegt im Gegensatz zu Avidin im neutralen pH Bereich. Da es sich bei

Streptavidin um kein Glykoprotein handelt, und es eine geringere Gesamtladung tragt,
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kommt es im Gegensatz zu Avidin, in Streptavidin Systemen seltener zu unspezifischen
Bindungen. Neben der Mdglichkeit biotinylierte Proteine an Avidin- oder Streptavidin-
beschichtete Oberflachen zu immobilisieren, eignet sich das System auch zur Bindung auf
biotinylierten Oberflachen. Da Avidin bzw. Streptavidin vier Biotin Bindestellen besitzt, kann
es selbst als Cross-Linker eingesetzt werden. Neben der Bindung von Biotin an Streptavidin,
wurde eine Peptidsequenz identifiziert, die ebenfalls eine hohe Bindungsaffinitdt zu
Streptavidin aufweist [Schmidt und Skerra 2007]. Durch Anfligen eines 8 Aminosauren
umfassenden Strep Tags an die Aminosauresequenz des zu immobilisierenden Proteins,

Iasst sich eine effiziente Bindung an Streptavidin realisieren (Abbildung 2.10 b).

a. . b. Cc.

) His Tag ) Strep Tag ) Flag Tag
Peptid-Sequenz: Peptid-Sequenz: Peptid-Sequenz:
6-10 Amiosauren: z.B. Hy 8 Amiosauren: WSHPQFEK 8 Amiosduren: DYKDDDDK

Protein Strep-Tag Protein

Flag-Tag Protein

s-Tag -J“/J ( gEmiah (_ \\ -
% ' .
HY O = g}eptﬁﬂdh

L

I S -

Bindung an Ni¢t-NTA Bindung an Biotin Bindung an spezifische
Komplex Bindungsstelle von Antikérper (M1, M2, M5)
Streptavidin

Abb. 2.10 Schematische Darstellung der Bindung uUber unterschiedliche Bioaffinitatstags. Die
Aminosaurezusammensetzung der Tags ist im Einbuchstabencode angegeben: (a)His Tag;
(b) Strep Tag; (c) Flag Tag.

Eine Immobilisierungsstrategie, die insbesondere im Bereich der molekularen Diagnostik
Anwendung findet, basiert auf der Affinitat zwischen Antikdrpern und bestimmten Proteinen
bzw. Peptiden [Lu et al. 1996]. Immunglobulin Antikérper lassen sich an Oberflachen
immobilisieren, die mit Protein A oder Protein G beschichtet sind, da es zu einer spezifischen
Interaktion mit der konstanten Region (Fc) der Antikdrper kommt. Diese Immobilisierungs-
strategie gewahrleistet, dass die Bindungsstelle der Antikérper fir ein spezifisches Antigen,
die sich in der variablen Region (Fab) befindet, frei zuganglich bleibt. Ein Nachteil dieser
Methode ist die fehlende Kontrollierbarkeit der Orientierung von Protein A auf der
Oberflache, die zu inhomogenen Bedeckungen mit dem Antikorper fuhren kann. Daruber
hinaus kénnen nur bestimmte Antikdrper an Protein A bzw. Protein G binden, wodurch diese

Strategie auf diese Klasse von Antikdrpern beschrankt ist. Die spezifische Bindungsreaktion
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zwischen Antikérper und Antigen kann ebenfalls zur Immobilisierung von Proteinen genutzt
werden. Es kdnnen zu bestimmten Regionen des Zielproteins spezifisch bindende Antikdrper
gewonnen werden. Auf eine Oberflache immobilisiert, binden die AntikGrper spezifisch an
diese Regionen. Die Identifizierung und Herstellung spezifischer Antikérper, insbesondere in
groRen Mengen ist jedoch sehr zeitaufwendig und kostspielig. Es gibt eine Reihe
kommerzialisierter Systeme zur Immobilisierung rekombinanter Proteine (Tabelle 2.2).
Hierbei wird den Proteinen ein spezifischer Tag, meist ein kurzes Peptid, bestehend aus
wenigen Aminosauren angehangt, der an einen spezifischen Antikorper binden kann.
Abbildung 2.10 ¢ zeigt das Prinzip exemplarisch am Flag Tag, der spezifisch an die
Antikérper M1, M2 und M5 binden kann.

Tab. 2.2 Ubersicht (iber konventionelle Immobilisierungstags mit spezifischen Bindungseigenschaften

zu Antikorpern.

Tag Antikorper Affinitat Peptid Sequenz

Flag Tag M1, M2, M5 Antikérper DYKDDDDK

HA Tag HA Antikorper TKDPSRVGYPYDVPDYAG
c-myc Tag c-myc Antikorper EQKLISEEDL

T7 Tag T7 Antikorper MASMTGGQQMG

Eine weitere Immobilisierungsstrategie flir rekombinante Proteine basiert auf der
spezifischen Bindung von Liganden. In den seltensten Fallen besitzt das Zielprotein selbst
eine spezifische Bindestelle fir einen Liganden. Durch Fusion eines bestimmten Proteins
oder Enzyms an das zu immobilisierende Zielprotein, kann eine Ligandenbindung erreicht
werden. Das Fusionsprotein wird in der Regel C-terminal an das Zielprotein angehangt.
Hierzu miissen die Gene beider Proteine in einem Expressionssystem miteinander verkn(pft
werden. Besonders haufig werden Glutathion-S-Transferase (GST), Maltose-
Bindungsprotein (MBP) oder Xylanase als Fusionsprotein verwendet. GST bindet selektiv an
Glutathion, MBP an Amylose und Xylanase an Cellulose. Durch Oberflachenbeschichtung
mit diesen Liganden kdnnen hochspezifische Immobilisierungen realisiert werden. Ein
Problem ist haufig die GroRe der Fusionsproteine. Hierdurch kann es zu unerwinschten
Beeinflussungen der Aktivitat des Zielproteins und zu geringeren Oberflachenbedeckungen

kommen.

Die Wahl einer geeigneten Immobilisierungsstrategie hangt mafgeblich von den
spezifischen Anforderungen ab und muss flr jede Anwendung und jedes zu

immobilisierende Protein neu getroffen werden. Dabei sind Einflussfaktoren wie
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Bindungsstarke, Bindungsspezifitdt, Bindungskinetik, Reversibilitdt, Abstand von der
Oberflache, Oberflachenorientierung und gegebenenfalls erforderliche Proteinmodifikationen
zu berlcksichtigen. Flr bioelektronische Anwendungen muss zudem ein guter
Elektronentransfer durch entsprechend vorhandene Ladungstransferpfade gewahrleistet

sein.

2.4 Ladungstransfer durch organische Molekile

Bei der Kopplung organischer Molekile an nanoskopische Elektroden ist es von grof3er
Bedeutung die Mechanismen zu verstehen, die zu einem Ladungstransfer uber die
gebundenen Molekile fuhren. Die elektrischen Eigenschaften eines Leiters werden bestimmt
durch den Widerstand bzw. die Leitfahigkeit, in Abhangigkeit von Material,
Querschnittsflache und Lange. Die Abhangigkeit der Leitfahigkeit von der Lange ist dabei
eine direkte Folge des Ladungstransfermechanismus. Bei makroskopischen, metallischen
Leitern steigt der Widerstand linear mit der Lange. Grund hierfur ist die diffusive Natur des
Ladungstransports in Metallen. Bei organischen Molekilen im GréRenmalistab weniger
Nanometer, die in der Regel den Charakter eines Dielektrikums besitzen, gilt diese
Abhangigkeit jedoch nicht. Hier folgt der Ladungstransfer anderen Mechanismen. Die
Strom-/ Spannungs-Charakteristik wird bestimmt von Parametern wie Abstand im
Metall/Molekul/Metall Kontakt, Konformation, Liicke zwischen Highest Occupied Molecular
Orbital (HOMO) und Lowest Unoccupied Molecular Orbital (LUMO), sowie der Starke der
elektrischen Kopplung und dem Elektrodenmaterial [Schwaab 2007]. Zur Aufklarung dieser
Ladungstransfermechanismen bei organischen Molekiilen wurde eine Vielzahl theoretischer
[Segal et al. 2000] und experimenteller [Davis et al. 1998] Untersuchungen an
Elektrode/Molekil/Elektrode Kontakten durchgeflihrt. Hierbei dienten Molekile mit
aliphatischen Alkylketten als Modellsystem, darunter insbesondere Alkanthiole, die auch in

dieser Arbeit als SAM MolekUlle zum Einsatz kamen.

Untersuchungen zum Ladungstransfer durch Alkanthiole erfolgten unter anderem mittels
Rastertunnelmikroskopie, Kontakt-Rasterkraftmikroskopie (C-AFM), Nanoporen und crossed-
wire-junctions [Wang et al. 2005]. Da es sich bei diesen Molekulen um klassische Isolatoren
handelt [Davis et al. 2005], kommen fiir den Elektronentransfer zwischen zwei Elektroden
unterschiedliche Tunnelmechanismen in betracht. Vom Through-Space Tunnelmechanismus
spricht man, wenn die elektronischen Zustdande des organischen Molekiils nicht am

Ladungstransfer beteiligt sind und die Elektronen direkt von Elektrode zu Elektrode tunnein.
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Bei einem Elektronentransfer unter Beteiligung der Orbitale des gebundenen organischen
Molekiils, wird der Tunnelprozess als Through-Bond Mechanismus bezeichnet. Es wurde
gezeigt, dass bei Alkanthiolen neben dem direkten Tunneln keine anderen
Elektronentransferprozesse, wie resonantes Tunneln, thermionische Emission oder Hopping
stattfinden [Wang et al. 2003]. Grundsatzlich muss davon ausgegangen werden, dass
Elektronen sowohl nach dem Through-Bond, als auch Through-Space Mechanismus parallel
tunneln, sodass sich ein interferierender Tunnelstrom aus beiden Mechanismen ergibt. Beim
Ladungstransfer durch ungesattigte Kohlenwasserstoffe wird jedoch angenommen, dass der
Through-Bond Mechanismus dominiert [Wang et al. 2003]. Damit es zum Through-Bond
Elektronentransfer kommen kann, missen die Molekulorbitale mit den Energiezustanden am
Ferminiveau des Elektrodenmaterials wechselwirken konnen. Hierfiir ist erforderlich, dass
der Abstand zwischen der Energie des tunnelnden Elektrons und der HOMO-LUMO-

Zustande des organischen Molekils mdglichst klein ist [Salomon 2005].

Ein Modell, mit dem sich nichtresonantes Tunnelverhalten fir Metall/Molekul/Metall Systeme
beschreiben lasst, wurde von [Simmons 1963] entwickelt. Untersuchungen des
Ladungstransfers in Abhangigkeit der Tunneldistanz zeigten, dass der Tunnelstrom
exponentiell mit der Molekilkettenlange abnimmt [Wold et al. 2002; Wang et al. 2003; Davis
et al. 2005; Choi et al. 2008]. Die Untersuchungen von [Cui et al. 2001] zeigten, dass auch
die Bindungszustande Einfluss auf den Tunnelprozess haben. So kommt es bei kovalent an
die Elektrode gebundenen Molekilen zu einem um mehrere GroRenordnungen hoheren
Tunnelstrom, als bei nicht oder nur schwach gebundenen Molekilen. Die Hbhe des
jeweiligen Tunnelstroms hangt von der Starke der elektronischen Kopplung ab. So ergibt
sich beispielsweise fur Schwefel ein niedrigerer Kontaktwiderstand zu Gold als fir Stickstoff,
dessen Wert wiederum niedriger ist, als fur die Bindung einer COOH-Gruppe an Gold [Chen
et al. 2006].

Ein sehr effizienter Ladungstransfer, auch ber groRere Distanzen, erfolgt in organischen
m-konjugierten Molekillen, wie etwa aromatischen Verbindungen. Wahrend bei kurzkettigen
Molekullen der direkte Tunnelprozess dominiert, kommt es bei langerkettigen 1T-konjugierten
Systemen zu einem inkoharenten Hopping Mechanismus. Zu dem Hopping Transport kommt
es, sobald die konjugierte Brlcke langer als 2,5 nm ist [Davis et al. 1998]. Hierdurch ergibt
sich fur langerkettige Molekule wieder eine lineare Abhangigkeit des Tunnelstroms, die den
Ladungstransfer entlang organischer Molekullstrukturen Uber grélRere Distanzen erlaubt.
Kommt es jedoch zu einer Unterbrechung der t-konjugierten Molekulkette, etwa durch

einzelne gesattigte Molekllbausteine, so erhéht sich der Widerstand und es kommt zu einem
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deutlich verringerten Tunnelstrom [Choi et al. 2008]. Der Ladungstransfer durch langkettige
Molekile hangt somit stark von der Bindungsarchitektur ab. Der Hopping Mechanismus ist
von zentraler Bedeutung fir den Ladungstransfer durch Biomolekiile, wie DNA und Proteine.
Gerade Proteine, die aufgrund ihrer GréRe und Zusammensetzung die Eigenschaften eines
strukturlosen Dielektrikums haben [Davis et al. 2008], lassen einen Ladungstransfer allein
durch direktes Tunneln nicht zu. Stattdessen wird angenommen, dass der Ladungstransfer
entlang spezifischer Elektronentransferpfade erfolgt. Dabei handelt es sich vermutlich um
eine Kombination aus Hopping zwischen benachbarten aromatischen Aminosauregruppen,

Though-Bond und Through-Space Tunnelereignissen [Willner und Katz 2005].

Organische Molekiile mit redoxaktiver Gruppe kénnen ebenfalls zu einem effizienteren
Ladungstransfer flhren. Aus diesem Grunde sind Redoxproteine fur die molekulare
Bioelektronik von besonderem Interesse. In Gegenwart eines flr Elektronen zuganglichen
Redoxzentrums, lasst sich unter bestimmten Voraussetzungen ein zweistufiger
Tunnelprozess beobachten [Tao et al. 2000; Kitagawa et al. 2005; Davis et al. 2008]. Durch
Anlegen einer Gate-Spannung im Bereich des Formalpotentials des Redoxproteins, kommt
es zur temporaren Oxidation oder Reduktion des Redoxzentrums. Im Folgeschritt tunneln die
Elektronen vom Redoxzentrum weiter zur zweiten Elektrode. Dieser Prozess, der auch als
resonantes Tunneln bezeichnet wird, aufert sich in einer deutlichen Steigerung des
Tunnelstromes. Er ist fir die molekulare Elektronik von Bedeutung, da sich bei gebundenen
redoxaktiven Molekiilen in einer 3-Elektrodenanordnung der Ladungstransfer durch Anlegen
einer Spannung modulieren lasst. Hierdurch kénnen molekulare Bauelemente realisiert

werden, die einer resonanten Tunneldiode entsprechen.
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3. Material und Methoden

3.1 Gerate

Geratename Geratebezeichnung; Hersteller Institut

Analysenwaage | AB 104-S Analysenwaage [Mettler-Toledo; Giessen, D] IBN-2

Analysenwaage I AE 240 Analysenwaage [Mettler-Toledo; GielRen, D] INB-1

Autoklav | TECNOCLAV 50 [Integra Biosciences; Fernwald, D] INB-1

Autoklav I Systec V150 [Systec GmbH; Wettenberg, D] INB-1

Blotting-Maschine Gel Dryer 583 [Bio-Rad Laboratories GmbH; Miinchen, D] | INB-1

Brutschrank Kuhlbrutschrank KB 115 [Binder GmbH; Tuttlingen, D] INB-1

DNA Gelelektrophorese Compact XS/S [Biometra; Géttingen, D] INB-1

Apparatur Gene Power Supply GPS 200/400 [Pharmacia; Uppsala,
SWE]

Fineplacer Fineplacer [Finetech GmbH & Co KG; Berlin, D] IBN-2

Impedanzspektroskopie Impedance/ Gain-Phase Analyzer Sl 1260 [Solartron IBN-2
Analytical; Shildon, UK]

Oberflachenplasmon- Biosuplar 3 SPR Reflectometer [Analytical y-Systems / IBN-2

Resonanz Spektrometer (SPR) | Mivitec GmbH; Sinzig, D]

PCR Thermocycler | Cetus DNA Thermal Cycler [Perkin Elmer; Waltham, MA, | INB-1
USA]

PCR Thermocycler Il T3000 Thermocycler [Biometra; Gottingen, D] INB-1

pH-Meter | SevenMulti S47 [Mettler-Toledo; Giessen, D] IBN-2

pH-Meter I pH-Meter 713 [Metrohm GmbH; Filderstadt, D] INB-1

Potentiostat | EG&G Modell 283 [Princeton Applied Research; IBN-2
Princeton, USA]

Potentiostat Il Autolab PGSTAT 302 [Eco Chemie B.V.; Utrecht, NL] IBN-2

Probestation PM5 Probesttion [SUSS Microtec; Garching, D] IBN-2

Protein Gelelektrophorese Minigel-Twin [Biometra; Géttingen, D] INB-1

Apparatur Standard Power Pack P25 [Biometra; Géttingen, D]

Pumpe fir SPR Peristaltische Pumpe REGLO Digital ISM834A [Ismatec IBN-2
SA; Zurich, CH]

Rasterelektronenmikroskop GEMINI 1550 [LEO Elektronenmikroskopie GmbH,; IBN-2
Oberkochen, D]

Rasterkraftmikroskop MultiMode AFM / STM (Veeco / Digital Instruments; Santa | IBN-2
Barbara, CA, USA)

Rotationsschiittler Roller Drum [New Brunswick Scientific; Edison, NJ, USA] | INB-1
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Geratename Geratebezeichnung; Hersteller Institut

Schiittelinkubator | Certomat R + Certomat H [B. Braun Biotech International; | INB-1
Melsungen, D]

Schiittelinkubator Il Unitron INFORS [Unitron; Einsbach, D] INB-1

Semiconductor Analyzer 4200 Semiconductor Analyzer + Vorverstarker [Keithley IBN-2
Instruments; Cleveland, OH, USA]

Spektrophotometer | Ultraspec 3000 [Pharmacia Biotech; Uppsala, SWE] INB-1

Spektrophotometer Il (UV-Vis) | Lambda 900 [Perkin Elmer; Waltham, MA, USA] IBN-2

Ultraschallaufschluss Sonifier - Cell Disruptor B-12 [Branson Sonic Power INB-1
Company; Danbury, USA]

Ultraschallbad Sonorex RK 100 SH [BANDELIN electronic GmbH & Co. | IBN-2
KG; Berlin, D]

UV-Transilluminator UV-Transilluminator [UVP, Inc.; Cambridge, UK] INB-1

Waage JB3002-G/FACT [Mettler-Toledo; Giessen, D] INB-1

Wasserstoffgenerator Hotflame 350 [Vetter-Technik GmbH; Kénigsbach-Stein, IBN-2
D]

Zentrifuge | Sorvall Evolution RC [Thermo Fisher Scientific; INB-1
Langenselbold, D]

Zentrifuge | Sigma 3-16K [Sigma Laborzentrifugen GmbH; Osterode INB-1
am Harz, D]

Zentrifuge lll (Tischzentrifuge) | Sigma 2K15 [Sigma Laborzentrifugen GmbH; Osterode INB-1
am Harz, D]

Zentrifuge IV (Tischzentrifuge) | Eppendorf Centrifuge 5415C [Eppendorf; Hamburg, D] INB-1
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3.2 Chemikalien

Alle aufgelisteten Chemikalien wurden in p.A. Qualitdt ohne weitere Aufreinigung verwendet.

Summen-
Chemikalienname Abkilirzung Hersteller

formel
Adenosintriphosphat ATP C1oH16N5O15P3 Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
Agar - Sigma-Aldrich [Minchen, D]
Agarose - C12H180e Invitrogen [Paisley, UK]
Amberlite CG-50 - Fluka [Neu-Ulm, D]
Ammoniumhydroxid - NH,OH Riedel-de Haén [Seelze, D]
Ammoniumperoxodisulfat APS HgN20sS Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
Ammoniumsulfat - (NH4)2S04 Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
Ampicillin Natriumsalz - Sigma-Aldrich [Minchen, D]
Argon (99,999%) - Ar gl]r Products GmbH [Hattingen,
Baktotrypton - gg)pliChem GmbH [Darmstadt,
BIO RAD Protein Assay - Bio-Rad Laboratories GmbH

[Minchen, D]

Bromphenolblau - Merck [Darmstadt, D]
Chloroform - CHCls Merck [Darmstadt, D]
Cytochrom c¢ (horse heart) Cytc Sigma-Aldrich [Minchen, D]
Cytochrom ¢ Reduktase (porcine - Sigma-Aldrich [Minchen, D]
heart)
Dimethylsulfoxid DMSO C-HsOS Riedel-de Haén [Seelze, D]
Dithiobis(N-succinimidylpropionat) | DTSP C14H16N20sS> Fluka [Neu-Ulm, D]
Dithioerythrit DTE C4H100,S> Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
Essigsaure - C2H40 KMF GmbH [Lohmar, D]
Ethanol (reinst) EtOH C2HsOH KMF GmbH [Lohmar, D]
Ethidiumbromid - Ca1H2oN3Br g?pIiChem GmbH [Darmstadt,
Ethylendiamintetraessigsaure EDTA C1oH16N20s Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
Ethylenglycoldiamintetraessig- EGTA [CH:0CH,CH:N | Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
saure (CH2COzH)2)e
6-(Ferrocenyl)hexanthiol FcHxT CigHzoFeS Sigma-Aldrich [Miinchen, D]

(D+) Glucose Monohydrat

CsH1205 XHZO

AppliChem GmbH [Darmstadt,
D]
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Summen-
Chemikalienname Abkurzung Hersteller
formel
Glycerin - CsHsOs KMF GmbH [Lohmar, D]
Gly-Gly Hydrochlorid - C4HsN205 xHCI Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
Gold Einkristall Au(111) Au FZz-Jiilich
Golddraht - Au Chempur [Karlsruhe, D]
Gold Nanopartikel Losung (5 nm) AUnano Au Sigma-Aldrich [Munchen, D]
~0,01% HAuCl,
Hefeextrakt - AppliChem GmbH
[Darmstadt, D]
1-Hexanthiol HxT CH3(CHo)sSH Fluka [Neu-Ulm, D]
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1- HEPES Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
piperazinyl)-ethansulfonsaure
Imidazol - CsHaN; Fluka [Neu-Ulm, D]
Immersionsodl fur SPR (1,61) - Cargille Laboratories [Cedar
Grove, NJ, USA]
Isopropanol - CsH;OH KMF GmbH [Lohmar, D]
Kaliumacetat KAc C2H3KO, AppliChem GmbH
[Darmstadt, D]
Kaliumcarbonat - K:COs Sigma-Aldrich [Minchen, D]
Kaliumchlorid - KCl Merck [Darmstadt, D]
Kaliumdicyanogold Pur-A-Gold | KIAu(CN),] E;ﬂhone GmbH [Langenfeld,
Kaliumhexacyanoferrat(ll) - CeFeKaNe x3H.0 | Fluka [Neu-Ulm, D]
Trihydrat
Kaliumhexacyanoferrat(ll) - CeFeKsNg Fluka [Neu-Ulm, D]
Kaliumhydrogencarbonat (p.A.) - KHCO, Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
Kaliumhydroxid (p.A.) - KOH Merck [Darmstadt, D]
Kalziumchlorid Dihydrat - CaCl, x2H,0 Merck [Darmstadt, D]
Lithiumchlorid - LiCl Merck [Darmstadt, D]
Magnesiumchlorid - MgCl. x6H,0 Merck [Darmstadt, D]
2-Mercaptobenzoesaure (p.A.) 2-MBA HSCeH,CO-H Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
3-Mercaptobenzoesaure (p.A.) 3-MBA HSCeH,CO-H Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
4-Mercaptobenzoesaure (p.A.) 4-MBA HSCeH.CO-H ABCR GmbH & Co KG
[Karlsruhe, D]
2-Mercaptoethanol (p.A.) MEOH HSC,H,OH Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
16-Mercaptohexadecansaure MHDA HS(CHz)1s0H Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
6-Mercaptohexanol (p.A.) MHOH HS(CH2)sOH Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
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o . Summen-
Chemikalienname Abkurzung Hersteller
formel
6-Mercaptohexansaure (p.A.) MHA HS(CH_)sOH Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
15-Mercaptopentadecansaure MPDA HS(CHz)1s0H Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
4-Mercatophenol (p.A.) MPhOH HS CsHsO Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
3-Mercaptopropanol (p.A.) MPOH HS(CH);OH Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
3-Mercaptopropionsaure (p.A.) MPA HS(CH).COOH Sigma-Aldrich [Minchen, D]
11-Mercaptoundecanol (p.A.) MUOH HS(CHz)11OH Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
11-Mercaptoundecansaure (p.A.) MUA HS(CH):0COOH Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
Microperoxidase-11 MP-11 Sigma-Aldrich [Minchen, D]
N(a),N(a)-Bis(carboxymethyl)-L- ANTA C1oH1gN206 XH20 | Fluka [Neu-Ulm, D]
lysinhydrat
Natriumchlorid - NaCl KMF GmbH [Lohmar, D]
Natriumdihydrogenphosphat - NaH,PO, xH,0 Fluka [Neu-Ulm, D]
Monohydrat
Natriumdithionit - Na,S;04 Riedel-de Haén [Seelze, D]
Natriumdodecylsulfat SDS C12H2sNaO,S AppliChem GmbH
[Darmstadt, D]
di-Natriumhydrogenphosphat - Na,HPO, x12H,0 | Fluka [Neu-Ulm, D]
Dodecahydrat
Natriumhydroxid (p.A.) - NaOH Merck [Darmstadt, D]
Nickel(ll)-sulfat - NiSO, Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
B-Nicotinamidadenindinukleotid NADH C21H27N7044P> Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
Phenol CeHsOH Roth [Karlsruhe, D]
Phosphorséaure - HsPO, KMF GmbH [Lohmar, D]
Platindraht - Pt Chempur [Karlsruhe, D]
Salzsaure HCI HCI Merck [Darmstadt, D]
Schwefelsaure - H2SO4 Riedel-de Haén [Seelze, D]
SPT-0012A SPT12 HS(CH)1(OCH:C | SensoPath Technologies Inc.
H2)sOCH.COOH | (Bozeman, MT, USA)
Tetramethylethylendiamin TEMED CeH16N2 Fluka [Neu-UIm, D]
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan | Tris C4H1NO; AppliChem GmbH
[Darmstadt, D]
1-Undecanthiol ubDT CHa(CH2)10SH Sigma-Aldrich [Minchen, D]
Xylencyanol - C2sH27N2NaOsS, Sigma-Aldrich [Miinchen, D]
Wasser MilliQ H,0 Entionisiertes Milli-Q Wasser
(18,2MQcm™"; 4-7 ppb TOC)
Millipore [Billerica, USA]
HoOpidest. H-0 Bidestilliertes Wasser (INB-1)
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3.3 Puffer und Medien
Natriumphosphatpuffer

Fur die Untersuchungen mit Cyt ¢ wurde ein Natriumphosphatpuffer benutzt. Hierfir wurden
NaH,PO, und Na,HPO, in einem Molverhaltnis von Na,HPO, : NaH,PO, = 0,63 gemischt,
um bei einer Saurekonstanten von pK, = 7,2 einen pH von 7 zu erhalten. Die Feineinstellung
des pH-Wertes erfolgte mittels pH-Meter durch Zugabe geringer Mengen NaOH bzw. H;PO,.
Die lonenstarke des Puffers betrug 5,78 mM und berechnete sich nach Gleichung 3.1, wobei

z;die Ladung der lonensorte i, und c; ihre Konzentration ist.

1
I :—Z Zl.zcl. (3.1)
25
TE-Puffer
EDTA 1 mM
Tris/HCI 10 mM pH 7,4
LB-Medium

Die Bestandteile flr Flissigmedien wurden in HyOpigest geldst und der pH-Wert auf 7,5
eingestellt. Im Anschluss wurde das Medium 20 Minuten bei 121°C autoklaviert. Die

Lagerung des Mediums erfolgte bei RT.

Baktotrypton 1,0% (w/v)
NaCl 1,0% (w/v)
Hefeextrakt  0,5% (w/v)

Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem Medium vor dem Autoklavieren 1,5% (w/v) Agar
zugegeben. Nach dem Abklhlen des Agars auf ca. 50°C wurden 9 cm Petrischalen mit ca.

20 ml Medium befillt. Die Lagerung der Platten erfolgte bei 4°C.
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Teriffic Broth Medium

Als Medium fir die bakterielle Expression von Cyt ¢ wurde Terrific Broth verwendet. Hierzu
wurden die Medienbestandteile wie unten angegeben zunachst in 9/10 Volumenteilen
H2Opigest gelost. Nach dem Autoklavieren und Abkihlen auf RT wurde dem Medium 1/10

Volumen an separat autoklaviertem Kaliumphosphatpuffer Gber einen Sterilfilter zugegeben.

Teriffic Broth Medium:

Baktotrypton 1,2% (w/v)
Hefeextrakt 2,4% (w/v)
Glycerin 0,4% (v/v)

Zugabe nach dem Autoklavieren:
KH,PO,4 0,17 M
KoHPO, 0,72 M

Vor der Anzucht der Bakterien wurde dem Medium Ampicillin (Endkonzentration 100 pg/ml)

zugegeben.

Antibiotika-Stammlésungen

Far die Ampicillin-Stammlésung wurden 100 mg/ml Ampicillin in HyOpigest gelost. Die Losung

wurde sterilfiltriert und bei -20°C gelagert.

3.4 Expressionssystem

Im Rahmen dieser Arbeit kam ein bakterielles Expressionssystem zur rekombinanten
Herstellung von Pferdeherz Cytochrom ¢ (Cyt ¢) zum Einsatz, das von [Rumbley et al. 2002]
entwickelt wurde. Es wurden Ausbeuten von bis zu 65 mg Cyt ¢ pro Liter Kulturvolumen
beschrieben [Rumbley et al. 2002].

3.4.1 Expressionsvektor

Fiar die Expression von Pferdeherz Cyt c in Escherichia coli (E. coli) wurden uns zwei
rekombinante Expressionsvektoren von Dr. Jon Rumbley zur Verfiigung gestellt [Rumbley et
al. 2002]. Abbildung 3.1 zeigt die Karte des rekombinanten Expressionsvektors pJRhrsN2.
Die vollstandige Sequenz des Vektors ist im Anhang angegeben. Das Plasmid tragt ein Gen

fur Wildtyp Pferdeherz Cyt ¢ und ein weiteres flir das Enzym Hamlyase aus der Hefe. Dieses
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Konstrukt gewahrleistet die Expression von Cytc mit korrekt eingebauter Ham-Gruppe
[Pollock et al. 1998]. Die Ampicillinresistenz wird durch das B-Lactamasegen (Amp~)
vermittelt. Die Proteinexpression wird durch den lac Promotor P(lac) gesteuert, der

unmittelbar neben der Ribosomenbindungsstelle liegt.

Pfol (47)
\ _Hde 1 (185)
P{Amp) |I lacZ reporter _— —Hindlll (400}
o ——Pstl(N2)
T sall (149)
Puoul (3594)
AmpR\:
pJthSN2 yeast cycd
vector
4210 bp ey
‘Heol (1118)
4 _EcoRd (1498)
S Clal (1510)
____BamHI (1615)
“Stul (1623)

|
| P(lac) '
Poull 2155) .~ 7/ | ~-¥mal (1959)
7/ 'smal (1961}
7" Kpnl (1967)
7 Sacl(1973)
EcoRl (1975)

Abb. 3.1 Plasmid Karte des rekombinanten Cyt ¢ Expressionsvektors pJRhrsN2. Das von [Rumbley
et al. 2002] entwickelte auf dem pUC Plasmid basierende Plasmid tragt die Gene fir Pferdeherz Cyt ¢
und Hamlyase aus Hefe (yeast cyc3), sowie ein [(-Lactamasegen zur Vermittlung der

Ampicillinresistenz (AmpR).

Der zweite Expressionsvektor basiert auf pJRhrsN2, enthalt jedoch ein modifiziertes Cyt ¢
Gen (opticytc). Durch vollstandige Neusynthese des Gens wurden 69 der 105 Kodons
ausgetauscht, um eine bessere Expression in E. coli zu erreichen. Vier Aminosauren sind im
Vergleich zur Wildtypsequenz mutiert (V3P; K72Q; K73A; K79R). N-terminal ist ein Hisg
Affinitatstag Uber eine Faktor Xa Protease-Schnittstelle und Glutamin an die Proteinsequenz
angeflgt [Rumbley et al. 2002]. Das so veranderte Gen (Abbildung 3.2) wurde Uber die
Restriktionsschnittstellen EcoRI und BamHI in den Vektor pJRhrsN2 kloniert und tragt die

Bezeichnung pJRopti1. Die vollstdndige Sequenz ist im Anhang angegeben.
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Pstl-17
- Sspl - 30
Nsil - 38
BspEl - 75
Xmnl - 94
Dralll - 126
212
- 245

]
=
=
]
=]

—
i
—
=
=
L

Acel - 211
HindlIl - 386
BamHI - 392

Bstf171 -
Aval - 294

Sfi1- 176
Xmal - 294
Smal - 296

Earl
™~ Bsal - 247

opticytc
397 bp

Abb. 3.2 Karte des synthetischen, von [Rumbley et al. 2002] entwickelten, optimierten Cyt ¢ Gens.
Charakteristische Restriktionsschnittstellen sind angegeben.

3.4.2 Bakterienstamme

E. coli XL1-Blue

Der kompetente Bakterienstamm E. coli XL1-Blue [Bullock et al. 1987] wurde zur
Anreicherung von Plasmid-DNA benutzt.

Der Genotyp dieses E. coli Stammes lautet: recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rx’, mg®),
supE44, relA1, lac [F’ proAB, lacl%ZAM15, Tn10 (Tet')].

E. coli BL21-CodonPlus-RIL

Zur Expression des rekombinanten Proteins wurde der E. coli Stamm BL21-CodonPlus-RIL

der Firma Stratagene verwendet, der auf hohe rekombinante Proteinexpressionsraten
optimiert ist.

Der Genotyp dieses Stammes lautet: E. coli B F~, ompT, hsdS(rs” mg™) dem®, Tet', gal, endA,
Hte, [argU ileY leuW Cam'].
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3.5 Mikrobiologische und molekularbiologische Methoden

3.5.1 Kultivierung von Bakterien

Plattenkultur

E. coli Zellen wurden auf festen ampicillinhaltigen LB-Medien aerob bei 37°C inkubiert bis

einzelne Kolonien zu erkennen waren. Die Lagerung der Platten erfolgte bei 4°C.

Plasmidpréaparation

E. coli Zellen einer Bakterienkolonie wurden in LB Medium mit Ampicillin (100 pg/ml) zur
Zellvermehrung in einem Rotationsinkubator oder im Warmluftschittler Gber Nacht (UN) bei
37°C inkubiert.

Expression

Die Expression von rekombinantem Cyt ¢ erfolgte aerob in 2 | Schittelkolben mit 1000 ml
ampicillinhaltigem Terrific Broth Medium im Warmluftschittler bei 30°C fir 50 h. Die Kultur
wurde mit 1 ml einer UN Vorkultur angeimpft. Nach der Expression wurden die Zellen mittels

Zentrifugation pelletiert und bei -20°C eingefroren.

3.5.2 Rekombinante DNA-Techniken
Plasmid-DNA Préparation

Mini-Préparation durch alkalische Lyse

Fur die Praparation kleinerer Mengen Plasmid-DNA aus E. coli wurde die Methode nach
[Birnboim und Doly 1979] verwendet. Hierzu wurden die Bakterienzellen aus 1,5 ml einer UN
Kultur durch Zentrifugation (14000 g; 1 min; RT) pelletiert und in 100 pyl L&sung |
resuspendiert. Anschlielend wurden 200 pyl Losung Il zugegeben und vorsichtig durch
Invertieren gemischt. Hierdurch kommt es zur alkalischen Lyse der Zellen, wobei die
chromosomale DNA an der Zellwand gebunden bleibt. Um Zelltrimmer und Proteine zu
prazipitieren, wurden 150 ul Lésung 11l zugegeben, durch Invertieren gemischt und flr 3 min

zentrifugiert (14000 g; RT). Nach einer Phenol-/Chloroformextraktion der wassrigen Phase
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(siehe unten), wurden die Nukleinsauren durch Zugabe von 1 ml Ethanol prazipitiert und
zentrifugiert (14000 g; 2 min; RT). AnschlieBend wurde das Pellet mit 70% Ethanol

gewaschen, getrocknet und schlielich in 20 pl TE-Puffer aufgenommen.

Lésung I Lésung I Lésung lHI:

50 mM Glucose 0,2 M NaOH 3 M KAc pH 4,8
25 mM Tris/HCI pH 7,5 1% SDS

10 mM EDTA

Midi- und Maxi-Préparation von Plasmid-DNA

Zur Isolierung groRerer Mengen Plasmid-DNA wurde die LiCl Praparation verwendet. Fur die
Midi-Préparation wurden die Bakterienzellen aus einer 50 ml UN Kultur mittels Zentrifugation
pelletiert (5000 g; 10 min; 4°C), in 4 ml Lésung | resuspendiert und durch Zugabe von 8 mi
Losung Il lysiert. Anschlieend wurden 8 ml Loésung lll zugegeben, um Proteine,
chromosomale DNA und SDS auszufallen. Nach Zentrifugation (5000 g; 10 min; RT) und
Filtration des Uberstandes wurde die wassrige Phase mit dem gleichen Volumen Isopropanol
versetzt und erneut zentrifugiert (5000 g; 10 min; 4°C). Das Nukleinsaurepellet wurde in
1,45 ml H,O und 50 pl 1 M Tris/HCI pH 7,5 resuspendiert. RNA wurde durch Zugabe von
25ml 4M LiCl geféllt und pelletiert (5000 g; 5min; 4°C). Der Uberstand wurde
abgenommen und mit dem 3-fachen Volumen Ethanol versetzt. Die ausgefallenen
Nukleinsduren wurden pelletiert (5000 g; 10 min; 4°C), getrocknet, in 200-300 pl TE-Puffer
resuspendiert und mit 2-3 pl RNase-Cocktail (Applied Biosystems/ Ambion; Austin, TX, USA)
fir - 30min  bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die DNA mittels
Phenol-/Chloroformextraktion (siehe unten) und Ethanol-Prazipitation (siehe unten) gereinigt.

Das Pellet wurde getrocknet und in 100-200 pl TE-Puffer aufgenommen.

Fir Maxi-Praparationen wurden 250 ml Bakterienkulturen verwendet und pelletiert (5000 g;
10 min; 4°C). Das Bakterienpellet wurde in 15 ml Lésung | resuspendiert und anschlielend
zunachst 30 ml Lésung Il und dann 30 ml Lésung lll zugegeben. Nach Zentrifugation
(5000 g; 10 min; RT) und Filtration wurden die Nukleinsduren im Uberstand durch Zugabe
von 110 ml Isopropanol ausgefallt und pelletiert (5000 g; 10 min; 4°C). Das Pellet wurde in
2,9 ml HyOpigest gelost und 5 ml 4 M LiCl, sowie 100 ul 1 M Tris/HCI pH 7,5 zugegeben. Es
wurde erneut zentrifugiert (5000 g; 5 min; 4°C) um ausgefallene RNA zu pelletieren. Aus
dem Uberstand wurde anschlieRend durch Zugabe des 2,5-fachen Volumens Ethanol die
Plasmid-DNA ausgefallt und mittels Zentrifugation pelletiert (5000 g; 10 min; 4°C). Das Pellet
wurde in 200-500 yl TE-Puffer resuspendiert, 2-3 yl RNase-Cocktail zugegeben und fur
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30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Phenol-/Chloroformextraktion (siehe
unten). Die gereinigte Plasmid-DNA wurde durch Zugabe des 3-fachen Volumens Ethanol
und 1/10 Volumen LiCl aus dem wassrigen Uberstand ausgeféllt und mittels Zentrifugation
pelletiert (5000 g; 5 min; 4°C). Das Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen, abermals
zentrifugiert (5000 g; 3 min; 4°C) und der Uberstand abgesaugt. Das leicht getrocknete
Plasmid-DNA Pellet wurde in 100-300 pl TE-Puffer geldst.

Reinigung und Trennung von Nukleinsduren

Phenol-/ Chloroformextraktion

Die  Phenol-/Chloroformextraktion ~ wurde  verwendet, um  DNA-Lésungen von
Verunreinigungen wie Proteinen und Membranbestandteilen zu reinigen. Die DNA-L6sungen
wurden mit dem gleichen Volumen einer 1:1 Mischung aus Phenol und Chloroform versetzt,
gut durchmischt und die Phasen mittels Zentrifugation (15000 g; 3 min; RT) voneinander
getrennt. Die wassrige Phase wurde abgenommen und mit dem gleichen Volumen
Chloroform extrahiert, um Phenolreste zu entfernen. Die DNA wurde anschlieffend durch

Zugabe von Ethanol prazipitiert.

Ethanol-Prézipitation

Mit Hilfe definierter Salz- und Alkoholkonzentrationen Iasst sich DNA aus einer Ldsung
prazipitieren und somit anreichern. Hierfir wurde die DNA-Losung auf eine KAc-
Konzentration von 0,3 M (pH 4,8) eingestellt und mit dem 2,5-fachen Volumen absoluten
Ethanols versetzt, kurz gemischt und fir ca. 30 min bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde
die prazipitierte DNA mittels Zentrifugation pelletiert (15000 g; 4°C; 10 min), wobei die
Zentrifugationszeit an die vorhandene DNA-Menge angepasst wird. Je geringer die DNA
Konzentration bzw. GroRRe, desto langer muss zentrifugiert werden. Das DNA-Pellet wurde

mit 70% Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in TE-Puffer aufgenommen.

Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Zur analytischen und praparativen Auftrennung von Nukleinsauren wurde die Agarose-
Gelelektrophorese benutzt. Es wurde eine Agarosekonzentration von 2% (w/v) zur
Auftrennung von kleinen DNA-Fragmenten mit weniger als 500 Basenpaaren (Bp) bzw. eine
Konzentration 0,75% (w/v) zur Auftrennung gréRerer Fragmente (bis 10000 Bp) eingesetzt.
Die Agarose wurde in 1x TBE-Puffer bis zum vollstdndigen Ldsen aufgekocht und nach dem

Abklhlen auf etwa 60°C mit 1 ug Ethidiumbromid pro ml versetzt. Die Gel-Lésung wurde
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anschlielfend in einen Geltrager mit eingesetztem Probenkamm zur Aussparung der
Probentaschen gegossen. Nach dem Erstarren des Gels wurde dieses in die
Elektrophoresekammer eingesetzt, mit 1x TBE-Puffer Gberschichtet und die mit 1/5 Volumen
Farbmarker versetzten Nukleinsdure-Proben aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei
90-120 V bis zur ausreichenden Trennung der Nukleinsduren durchgefihrt. Aufgrund der
Anfarbung der Nukleinsauren mit Ethidiumbromid konnten diese unter UV-Licht (A = 254 nm)

sichtbar gemacht werden.

TBE-Puffer (10x): Farbmarker:

Tris-Base 121,1 g 100 mM EDTA

Borsaure 61,8 g 20% (w/v) Ficoll 400

EDTA7,4¢g 0,01% Bromphenolblau
ad. 1 1 HoOpigest 0,01% Xylencyanol

Quantifizierung von Nukleinsduren

Durch gleichzeitiges Auftragen eines Gro3en- und Mengenstandards liel3en sich anhand der
Lage und Intensitdt der Banden im Agarosegel FragmentgréRen und Menge der

aufgetragenen DNA abschatzen.

Als Groen- und Mengenstandard wurde mit EcoRI/Hindlll geschnittene A-DNA (MBI
Fermentas; Vilnius, Litauen) mit einer Konzentration von 67 ng/ul eingesetzt. Die

Bandenverteilung in einem 1%igen Agarosegel ist in Abbildung 3.3 dargestellt.

FragmentgréRen mit Fragmentkonzentrationen in Klammern (ng): 21226 Bp (218,8),
5184 Bp (53,1), 4973 Bp (51,3), 4268 Bp (44,0), 3530 Bp (36,4), 2027 Bp (20,9), 1904 Bp
(19,6), 1584 Bp (16,3), 1375 Bp (14,2), 947 Bp (9,8), 831 Bp (8,6), 564 Bp (5,8), 125 Bp (1,5)
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Abb. 3.3 Lamda DNA/EcoRI+Hindlll Marker in 1% Agarosegel. Gesamtkonzentration der
aufgetragenen DNA: 0,5 ug.

Elution von DNA aus Agarosegelen

Zur Praparation von DNA aus Agarosegelen wurde die Zentrifugationsmethode [Heery et al.
1990] verwendet. Dabei wurde der Deckel eines Eppendorf Reaktionsgefales entfernt und
der Boden mit einer Kanlle durchstoen. In das Eppendorf Reaktionsgefal® wurde
anschliel3end silanisierte Glaswatte geflllt und das ausgeschnittene Agarosegelstick darauf
platziert. Das so vorbereitete Reaktionsgefald wurde in ein 2zweites Eppendorf
Reaktionsgefal gesetzt und in einer Eppendorfzentrifuge zentrifugiert (7000 g; 5 min; RT).
Das Eluat enthielt das DNA-Fragment. Die Ausbeute dieser Methode liegt zwischen 30% und
50%.

Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) handelt es sich um
eine effektive Methode zur Amplifikation spezifischer DNA Sequenzen in vitro [Mullis et al.
1986]. Die DNA Amplifikation erfolgt dabei in einer sich wiederholenden Abfolge von
3-Schritten. Die essentiellen Komponenten, die fir die PCR Reaktion benétigt werden, sind
(1) ein Paar synthetischer Oligonukleotid Primer (~20 Nukleotide), die komplementar zu

Bereichen auf je einem der Matrizen DNA Strdnge sind und den zu amplifizierenden
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DNA-Abschnitt flankieren; (2) die Matrizen-DNA die zwischen den beiden Primern liegt und
zwischen 100 und 35000 Bp lang sein kann; (3) eine thermostabile DNA-Polymerase, die
Temperaturen von 95°C widerstehen kann; (4) die vier Desoxyribonukleotide [Glick und
Pasternak 2003].

Der erste Schritt einer PCR besteht in der thermischen Denaturierung des Matrizen DNA-
Stranges. Hierzu wird die Temperatur im Reaktionsgefall kurzzeitig (~1 min) auf 95°C
erhoéht. Im zweiten, dem Annealing- oder Hybridisierungsschritt, kommt es bei Temperaturen
um die 55°C zum Primer-Annealing, dem komplementaren Anlagern der Primer an den
Matrizen-Strang. Wahrend dem dritten, dem Syntheseschritt, wird die Temperatur auf 72°C
erhéht, dem Temperaturoptimum der thermostabilen DNA-Polymerase. In diesem Schritt
wird die Matrizen-DNA vervielfaltigt. Mit jedem PCR Zyklus kommt es zu einer Verdopplung
der DNA-Menge.

Design und Synthese von Oligonukleotid Primern

Durch Verwendung speziell synthetisierter Oligonukleotid Primer, mit einer nicht zum
Matrizen-Strang komplementaren Sequenz am 5’ Ende des Primers, lassen sich mittels PCR
zusatzliche Nukleotide an den Matrizenstrang anfligen. Diese Form der Vorgehensweise
wurde verwendet, um unterschiedliche fiir Affinitdtstags kodierende Sequenzen an den

Matrizen-Strang anzufligen.

Die Oligonukleotid Primer wurden von TIB MOLBIOL GmbH (Berlin) bezogen. Die
Sequenzen der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Oligonukleotide sind unter
Kapitel 4.2.1 aufgefiihrt.

Spezifikationen fiir die PCR

Die Reaktionen erfolgten in einem ,,Cetus DNA Thermal Cycler“ (Perkin EImer) oder in einem
,13000 Thermocycler” (Biometra). Vor dem ersten Zyklus wurde die DNA bei 94°C fir
2,5 min denaturiert. Wahrend der Zyklen wurde jeweils fir 0,5 min denaturiert und
hybridisiert. Die Hybridisierungstemperatur wurde so gewahlt, dass sie 2-3°C unter der
niedrigeren Schmelztemperatur (T,,) der beiden Primer lag, die nach folgender Formel

berechnet wurde, wobei A, T, G, C der Anzahl der entsprechenden Nukleotide entspricht:

Th=4x(G+C)+2x(A+T)
Die Strangverlangerung erfolgte fir 0,5 min bei einer Temperatur von 72°C. Es wurden

insgesamt 30 Zyklen durchgeflhrt. Die verwendete DNA-Polymerase war die Thermoprime
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Plus DNA-Polymerase der Firma Applied Biosystems/ Ambion (Austin, TX, USA) mit dem

dazugehdrigen Puffer. Ein 50 yl PCR-Ansatz hatte folgende Zusammensetzung:

0,5-5 ng Plasmid-DNA
je 200-500 ng spezifischer Primer
5 ul 10x PCR-Puffer

S5ul25mM  MgCl,
0,7 yl 20 MM dNTP
1U Thermoprime Plus DNA-Polymerase

Wurde die PCR im ,Cetus DNA Thermal Cycler® (Perkin Elmer) durchgeflihrt musste der

PCR Ansatz noch mit 30 pl mineralischem Ol Gberschichtet werden.

PCR-Produkte wurden mittels Phenol-/Chloroformextraktion und Ethanol-Prazipitation
gereinigt.

Klonieren von DNA Fragmenten

Das Klonieren von DNA-Fragmenten, sowie die Transformation von E. coli erfolgte nach
[Sambrook et al. 1989].

Restriktionsverdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Um ein mittels PCR hergestelltes rekombinantes DNA-Fragment in einen Plasmid-Vektor
einklonieren zu konnen, musste sowohl das PCR-Produkt, als auch der Plasmid-Vektor mit
den gleichen Restriktionsendonukleasen geschnitten werden. Hierzu wurden die Ansatze in
1x Inkubationspuffer (New England Biolabs; Ipswich, MA, USA) bei der fir das jeweilige
Enzym optimalen Temperatur inkubiert. Inkubationen mit mehreren
Restriktionsendonukleasen erfolgten bei Ubereinstimmenden Pufferbedingungen und
Inkubationstemperaturen gleichzeitig. Es wurden stets 3-5 U Enzym/ug DNA eingesetzt,
wobei darauf geachtet wurde, dass das Volumen der eingesetzten Nukleasen 1/10 des
Gesamtvolumens nicht Uberschreitet, da das Glycerin im Aufbewahrungspuffer der Enzyme
inhibitorischne  Wirkung hat. Tabelle 3.1 zeigt eine Ubersicht der eingesetzten
Restriktionsendonukleasen. Restriktionsansatzen mit Plasmid-DNA wurde zusatzlich 0,5-1 pl
RNase-Cocktail (Applied Biosystems/ Ambion; Austin, TX, USA) zugegeben. In einigen

Fallen war eine Zugabe von BSA zum Restriktionsansatz erforderlich.
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Tab. 3.1 Ubersicht tiber die eingesetzten Restriktionsenzyme und deren Bezugsquelle

Enzym Hersteller

EcoRI Roche Diagnostics [Mannheim, D]
BamHI Roche Diagnostics [Mannheim, D]

Kpnl New England Biolabs [Ipswich, MA, USA]

Nach dem Restriktionsverdau der Plasmid-DNA wurden die kompatiblen Enden mit
alkalischer Phosphatase (Roche Diagnostics; Mannheim, D) dephosphoryliert, um ein
Religieren der Enden zu vermeiden. Hierzu wurden etwa 5 ug geschnittene Vektor-DNA,
10 ul 10x Phosphatasepuffer und 2 U alkalische Phosphatase mit H,O auf 100 pl aufgefullt
und 1 h bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 1/10 Volumen EGTA (0,5 M) und 20 min
Inkubation bei 65°C wurde die Reaktion gestoppt. Die dephosphorylierte Vektor-DNA wurde
mittels Phenol-/Chloroformextraktion und Ethanol-Prazipitation gereinigt und anschlieflend

bei 4°C gelagert.

Phosphatase-Puffer (10x):
500 mM Tris/HCI pH 8,5
1 mM EDTA

Ligation

Das Enzym T4-DNA-Ligase ist in der Lage DNA, die mit demselben Restriktionsenzym
geschnitten wurde, wieder zu verknipfen. Fir die Ligation wurden etwa 50 ng geschnittener
und dephosphorylierter Vektor und ein 3-5-facher molarer Uberschuss an geschnittenem
PCR-Fragment in 1x Ligasepuffer gemischt. Dem Ligationsansatz wurden 0,5 ul 10 mM ATP,
sowie 1 ul T4-DNA-Ligase (Roche Diagnostics; Mannheim, D) zugegeben und der Ansatz
bei RT fir 2-3 h inkubiert. Das Reaktionsvolumen betrug 15 pl.

Ligase-Puffer (10x):

600 mM Tris/HCI pH 7,5
50 mM MgCl,

10 mM DTE

10 mM ATP
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Transformation

Fir die Transformation wurden kompetente Zellen verwendet (siehe Kapitel 3.4.2). Der
Ligationsansatz wurde zu 100 ul gefrorenen Zellen gegeben, vorsichtig gemischt und fir
30 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde der Transformationsansatz kurzzeitig 1-2 min
bei 37°C inkubiert und danach sofort ausplattiert. Hierflir wurden auf 37°C temperierte
LB-Agarplatten (100 ug Ampicillin/ml) verwendet. Die Platten wurden anschlieBend UN bei
37°C inkubiert.

Um Plasmid-DNA erneut von Bakterien amplifizieren zu lassen, eignet sich die sogenannte
.Retransformation®. Hierbei wurden 0,5-1 pl der Plasmid-DNA mit 50-150 pyl kompetenten
Bakterien vermischt und dieser Ansatz mindestens 10 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end
wurde der Transformationsansatz direkt auf 37°C warme LB-Agarplatten mit Antibiotikum
plattiert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C UN.

3.5.3 Protein Aufreinigung

Zellaufschluss

Das bei -20°C gelagerte Zellpellet wurde zunachst fur 15 min auf Eis aufgetaut und

anschlielRend in 2 mL Lysepuffer pro Gramm Feuchtgewicht resuspendiert.

Der Zellaufschluss erfolgte durch Ultraschall (Sonifier - Cell Disruptor B-12) mit einem
Mikroaufsatz Uber den mit 3-4 Wiederholungen jeweils 20 Sekunden dauernde
UltraschallstéRe von 200-300 Watt gegeben wurden. Zwischendurch wurden die Zellen fir
30 Sekunden auf Eis gestellt. Die Zelltrimmer wurden vom enzymhaltigen Uberstand durch

Zentrifugation abgetrennt.

lonenaustauschchromatographie

Aufgrund ihrer Nettoladung lassen sich Proteine mittels lonenaustauschchromatographie
trennen. Cyt ¢ besitzt bei pH 7,0 eine positive Nettoladung aufgrund eines Uberschusses
positiv geladener Lysine [Timkovich 1975]. Hierdurch wird die Aufreinigung dieses Proteins
mittels Kationenaustauschchromatographie méglich. Das positiv geladene Protein bindet in
einer Chromatographiesaule an eine Tragersubstanz mit Carboxylatgruppen, wohingegen
neutrale und negativ geladene Proteine die Saule passieren kénnen. Nach dem Waschen

Iasst sich das gebundene Protein durch Erhéhung der NaCl Konzentration im Puffer eluieren,
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da die positiven Natriumionen mit den positiv geladenen Gruppen des Proteins um die

Bindungsstellen in der Saule konkurrieren.

Zur Aufreinigung von Cyt ¢ ohne His Tag wurde eine Saule mit einem Durchmesser von
0,7 cm und einer Lange von 10 cm zu etwa 2/3 mit dem in Waschpuffer aufgeschwemmten
Kationenaustauscher Amberlite CG50 befiillt, mit Waschpuffer aquilibriert und anschlieend
das Cyt c enthaltende Lysat auf die Saule gegeben. Das positiv geladene Cyt ¢ verbleibt
aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkungen mit den Carboxylatgruppen des Amberlite
CG-50 in der Saulenmatrix. Die Saule wurde anschlieRend mit 2-5 S&ulenvolumen
Waschpuffer gesplilt, bevor das Protein durch Zugabe von 1-2 Saulenvolumen Elutionspuffer
mit hoher Salzkonzentration eluiert wurde. Es wurden Eluatfraktionen zu je 1 ml gesammelt.
Da davon ausgegangen werden musste, dass auch andere Proteine mit positiver
Nettoladung im Eluat vorhanden waren, wurden die Fraktionen mit Ammoniumsulfat gefallt

und anschlieRend dialysiert (siehe unten).

Lyse-/Waschpuffer: Elutionspuffer:
20 mM Natriumphosphatpuffer pH 8,0 20 mM Natriumphosphatpuffer pH 8,0
0,5 M NaCl

Affinitatschromatographie

Eine weitere effiziente Methode zum Aufreinigen von Proteinen ist die Affinitats-
chromatographie. Hierbei nutzt man die Affinitdt eines Proteins zu einer bestimmten
Substanz, um das Protein selektiv an das Saulenmaterial zu binden. Das Protein lasst sich

durch Zugabe eines Kompetitors von der Saule eluieren.

Rekombinantes Cyt ¢ mit His Tag wurde mittels Affinitatschromatographie aufgereinigt. Die
endstandige Hiss Sequenz des rekombinanten Proteins hat Affinitat zu den Ni?* lonen eines
Komplexes aus Nitrilotriessigsaure (NTA) und Nickel. Aufgrund dieser sehr spezifischen und
selektiven Affinitat werden rekombinante Proteine haufig zu Aufreinigungszwecken mit einem
His Tag versehen. An NiNTA gebundene Proteine lassen sich durch Zugabe hoher
Konzentrationen Imidazol eluieren, da dieses ebenfalls an NiNTA bindet. Zur Aufreinigung
wurde eine Fertigsdule (Bio-Rad GmbH; Muinchen, D) mit 2 ml einer 50%igen NIiNTA
Agarosegel-Lésung (Qiagen; Hilden, D) geflllt, wodurch sich ein Sdulevolumen von etwa
1 ml ergab. Die Aufreinigung erfolgte Uberwiegend bei 4°C, lediglich die Elution wurde bei RT
durchgefihrt. Das Saulenmaterial wurde zunachst mit dem 10-fachen Saulenvolumen H,O

gewaschen und anschlieRend mit dem gleichen Volumen Lysepuffer aquilibriert. Im nachsten
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Schritt wurde das Lysat auf die Saule aufgetragen und Proben des Durchflusses genommen.
Nach dem Waschen mit dem 10-fachen Saulenvolumen an Waschpuffer, wurde das
gebundene Protein durch Zugabe von 5 ml Elutionspuffer eluiert und in Fraktionen zu je 1 ml
aufgefangen. Proben der Waschfraktionen wurden ebenfalls fiir weitere Untersuchungen

aufbewahrt.

Die Eluatfraktionen mit den hdchsten Cyt ¢ Konzentrationen wurden zum Entfernen des

Imidazols dialysiert bzw. ggf. zuvor mit Ammoniumsulfat gefallt (siehe unten).

Lysepuffer: Waschpuffer Elutionspuffer:

300 mM NaCl 300 mM NaCl 300 mM NaCl

50 mM NaH,PO, 50 mM NaH,PO, 50 mM NaH,PO,

10 mM Imidazol 20 mM Imidazol 250 mM Imidazol
pH 8,0 pH 8,0 pH 8,0

Lyse- und Waschpuffer wurden vor Benutzung 1/500 Volumen Proteaseinhibitor Cocktail

(Sigma-Aldrich) zugegeben.

Ammoniumsulfatfédllung

Die Léslichkeit eines Proteins in einem Lésungsmittel wird durch die Interaktionen zwischen
den Molekilen und lonen des Ldsungsmittels mit den geladenen Oberflachengruppen des
Proteins bestimmt. Durch Zugabe eines die Léslichkeit verandernden Zusatzes kann erreicht
werden, dass Proteine aggregieren und aus der Losung ausfallen. Eine haufig angewendete
Methode zur Proteinaufreinigung ist die fraktionierte Fallung durch Zugabe anorganischer
Salze, wie Ammoniumsulfat. Ammoniumsulfat eignet sich besonders gut, da die meisten
Proteine vor einer Denaturierung in Ammoniumsulfatiosung geschiitzt werden. Durch das
Salz wird den Proteinen die Hydrathille entzogen. Die Proteinmolekiile binden aneinander
und bilden ein Agglomerat, welches sich beim Abzentrifugieren im Pellet absetzt. Dabei
bestimmen Anzahl und Flache der hydrophoben Bereiche auf der Proteinoberflache das

Aussalzverhalten.

Cyt c ist aufgrund seiner vielen polaren Aminosauren an der Oberflache ein polares Protein
und daher sehr gut wasserloslich. Zur weiteren Aufreinigung eignete sich daher die
Ammoniumsulfatfallung besonders gut, da hierbei alle weniger |6slichen Proteine ausgefallt
werden konnten. Hierzu wurde der Proteinldésung, wie bei [Rumbley et al. 2002] beschrieben,

Ammoniumsulfat bis zum Erreichen von etwa 55% Sattigung (0,35 g/ml) zugefugt. Die



Material und Methoden 51

Losung wurde fur 5-10 min auf Eis inkubiert, dann zentrifugiert (14000 g; 5 min; RT).
AnschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und das Pellet verworfen. Um
das Salz zu entfernen wurde der Uberstand mit dem darin gelésten Cyt ¢ dialysiert (siehe

unten).

Entsalzen durch Dialyse

Die Dialyse durch eine semipermeable Membran eignet sich, um kleine Molekile wie z.B.
Salze zu entfernen. Molekile, die grélier als der Porendurchmesser der Membran sind,
werden von der Membran zuruckgehalten, wohingegen kleine Molekule und lonen die
Membran ungehindert passieren kénnen. Aus diesem Grunde wurden die Fraktionen mit
rekombinantem Cyt ¢ nach der Elution bzw. nach der Ammoniumsulfatfallung dialysiert, um

die Salze zu entfernen.

Die Eluatfraktionen, die hohe Konzentrationen von Cyt ¢ enthielten, wurden in 1 ml
Dialysiertubes (D-Tube Dialyzer Midi, Novagen) mit 6-8 kDa Ausschlussvolumen gefiillt und
in 415,78 mM Natriumphosphat-Puffer pH 7,0 unter Rihren fir 24 h dialysiert. Der Puffer

wurde wahrend der Dialyse einmal erneuert.

Bestimmung des Proteingehaltes nach Bradford

Die Proteinbestimmung erfolgte photometrisch nach [Bradford 1976] mit der ,Microassay
Procedure des Biorad-Handbuchs. Jeweils 800 ul der mit H,Opigest verdiinnten Probe wurden
mit 200 pl Biorad-Reagenz versetzt. Nach etwa 5 min Inkubationszeit erfolgte die
photometrische Messung bei 595 nm. Die Kalibrierung erfolgte mit BSA (NEB; Schwalbach,

D) im Konzentrationsbereich zwischen 1 und 8 pg Protein.

Trennung von Proteinen durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine wurden durch denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
aufgetrennt und so die unterschiedlichen Fraktionen der Protein-Aufreinigung auf den Gehalt
des rekombinanten Proteins untersucht. Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgt nach
der GroRe der Proteine in einem denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel. Es bestand aus
einem 5%igen Sammelgel und einem 15%igen Trenngel. Die Gelelektrophorese wurde nach
der Methode von [L&mmli 1970] in einer ,Minigel Twin“-Kammer (Biometra) mit den
Gelmafen 0,1 x 8 x 10 cm durchgefuhrt. Hierzu wurden die Proteinproben der einzelnen

Fraktionen mit reduzierendem 1x SDS-Probenpuffer versetzt und 5-10 min bei 95°C
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denaturiert. Die Proben wurden in die Taschen des 5%igen Sammelgels aufgetragen. Die
Gelelektrophorese erfolgte bei 15 mA im Sammelgel und 20 mA im Trenngel und dauerte

etwa 120 min.

4x SDS-Probenpuffer: 10x SDS-Laufpuffer:
200 mM Tris/HCI pH 7,6 250 mM Tris

4% (v/v) B-Mercaptoethanol 1% (w/v) SDS
0,00052% (w/v) Bromphenolblau 1,92 M Glycerin

6,4% (w/v) SDS
50% (w/v) Glycerin

Trenngel, 15%ig: pro 6 ml: Sammelgel, 5%ig: pro 2 ml:
1,5 ml H20 1,10 ml H20

3,0 ml 40% Acrylamid-Mix 0,34 ml 30% Acrylamid-Mix

1,5 ml 1,5 M Tris/HCI (pH 8,8) 0,50 ml 1,0 M Tris/HCI (pH 6,8)
60 pl 10% SDS 20 yl 10% SDS

40 pl 10% Ammoniumperoxodisulfat (APS) 40 yL 10% APS

1,5 yl TEMED 1 ul TEMED

Verwendete Protein GréRenstandards

Fir die GroRenbestimmung wurde der ,Low Molecular Weight* (LMW) GroéRRenstandard von
GE Healthcare (Chalfont St. Giles, UK) benutzt. Die im GréRenstandard enthaltenen

Proteine und ihr Molekulargewicht sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst.

Tab. 3.2 Zusammensetzung des LMW GréR3enstandards

Molekulargewicht (kDa) Protein

97 Phosphorylase b
66 Albumin

45 Ovalbumin

30 Carboanhydrase
20,1 Trypsin-Inhibitor

14,4 a-Lactalbumin
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Férben von SDS Gelen mit Coomassie

Die aufgetrennten Proteine wurden durch Coomassie-Farbung in Anlehnung an [Meyer und
Lamberts 1965], durch Verwendung des Farbstoffes Coomassie Blue R 250 (Serva;
Heidelberg, D), sichtbar gemacht. Die Gele wurden fir mindestens 1 Stunde in Coomassie-
Losung gelegt und anschlieBend bis zum gewilnschten Farbegrad in Entfarbelésung
inkubiert. Nach dem Spulen der Gele mit H,O konnten sie eingescannt und anschlieend auf

Whatman-Papier getrocknet werden.

Farbelésung: Entfarbelosung:
0,2% SERVA Blue R 250 30% Ethanol
30% Ethanol 10% Essigsaure

10% Essigsaure
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3.6 Chemische und biochemische Pr&parationen

3.6.1 Verwendete Elektroden

Far die zyklovoltammetrischen Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit kamen
unterschiedliche Elektroden zum Einsatz. Elektrochemische Untersuchungen an
makroskopischen Elektroden erfolgten, wenn nicht anders erwahnt, an einkristallinen
Au(111) Kristallen. Diese hatten zylindrische Form und einen Durchmesser von 3-4 mm. Fur
zyklovoltammetrische Untersuchungen wurden sie flir mindestens 30 min in konzentrierter
Schwefelsdure inkubiert, um organische Verunreinigungen an der Oberflache zu entfernen.
AnschlieBend wurden die Kristalle grindlich mit MilliQ gespult und abschlieRend mit Hilfe

einer Butangas- oder Wasserstoffflamme flir 2-5 min zum Glihen gebracht.

In einigen Fallen kamen polykristalline planare Au Substrate als Elektroden zum Einsatz.
Diese bestanden aus einem (100)-orientierten Si Substrat mit thermisch aufgedampften
Schichten aus Titan (20 nm) und Gold (200 nm).

Fir die Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie wurden spezielle goldbeschichtete
Glassubstrate der Firma Mivitec (Sinzig, D) verwendet. Diese Glastrager mit den MalRen von
20 x 20 mm und einer Dicke von 1 mm waren mit einer 15-30 nm dicken Goldschicht

bedampft. Vor Benutzung wurden sie griindlich mit Ethanol und MilliQ gespuilt.

Au-Nanopillar Elektroden

Nanostrukturierte Elektroden bestanden aus Au Nanopillar (NP) Arrays mit Pillarhéhen von
durchschnittlich 200 nm und einem Durchmesser von etwa 50 nm. Die Au Nanopillar
Strukturen wurden durch galvanische Abscheidung von Gold in poréses Aluminiumoxid,
nach der Methode von [Wolfrum et al. 2006A; Wolfrum et al. 2006B], hergestellt. Hierzu
wurden Si(100) Substrate thermisch mit dinnen Filmen Titan (20 nm), Gold (200 nm) und
Aluminum (400 - 500 nm) bedampft. Durch Anodisierung des Aluminumfilms in 0,3 M
Oxalsaure bei 40 mV bildete sich pordses Aluminiumoxid. Die am Boden der Poren
verbleibende diinne Grenzschicht wurde durch einen Atzschritt mit 5%iger Phosphorséure
entfernt und so die Nanokanale innerhalb des porésen Aluminiumoxids mit dem darunter
liegenden Au Film verbunden. In einem weiteren Schritt erfolgte die galvanische

Abscheidung von Gold in die Nanoporen. Hierfur wurde Pur-A-Gold Lésung der Firma
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Enthone GmbH mit K[Au(CN),] und einer finalen Gold Konzentration von 10 g/l (pH 5,75)
verwendet. Die galvanische Abscheidung erfolgte bei 60° C und einer Stromdichte von
6 mA/cm? fiir 60-80 Sekunden. AbschlieRend wurde das pordse Aluminiumoxid durch

Inkubation in 20%iger KOH Ldsung komplett entfernt.

Crossbar-Elektroden

Untersuchungen des Ladungstransfers durch bifunktional immobilisiertes Cyt ¢ erfolgten an
Au Crossbarelektroden. Die verwendeten Crossbarstrukturen bestanden aus einer parallelen
Anordnung von sich kreuzenden Leiterbahnen. Zwischen diesen Leiterbahnen erfolgte die
Immobilisierung des Proteins. Bottomelektroden (BE) und Topelektroden (TE) wurden
photolithographisch bei Sony Deutschland (Stuttgart) gefertigt und uns fir die
Untersuchungen Uberlassen. Die Crossbarstrukturen bestanden aus je 16 Au Leiterbahnen
mit unterschiedlichen Durchmessern zwischen 10 um und 1 um. Die TE wurden durch einen
separaten lithographischen Prozess hergestellt und mittels Polymer Assisted Lift-Off (PALO)
in Anlehnung an [Shimizu et al. 2006] auf die BE gedruckt. Die BE wurde, sofern nicht
anders beschrieben, mit einer fir die jeweilige Immobilisierung bendtigten SAM und Cyt ¢
analog zu makroskopischen Au Elektroden beschichtet (3.6.2 und 3.6.3). TE kamen
unbeschichtet oder mit einer SAM beschichtet zum Einsatz. Das Drucken der TE auf die BE
erfolgte mit Hilfe eines Fineplacers (Finetech GmbH & Co KG; Berlin, D), um eine exakte
Positionierung zu erzielen. Abbildung 3.4 zeigt eine schematische Darstellung der

Crossbarstrukturen nach dem Drucken mit Leitungsbahnen unterschiedlicher Durchmesser.

Y

A & o

Abb. 3.4 Schematische Zeichnung einer Au Crossbarstruktur mit 4 x 4 Leiterbahnen unterschiedlicher

Durchmesser zwischen 1 ym und 10 ym.
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3.6.2 Beschichtung mit selbstorganisierenden Monolagen

Fir die Immobilisierung von Proteinen wurden die Goldsubstrate mit einer
selbstorganisierenden Monolage (SAM) beschichtet. Die aufgebrachten Molekiile bestanden
aus einer zentralen Kohlenwasserstoffkette mit bis zu 16 Kohlenstoffatomen, oder einem
aromatischen Ring mit endstandiger funktioneller Gruppe. Zusatzlich enthielten sie immer
eine endstandige Thiolgruppe, oder eine interne Disulfidbindung, Uber die sie durch
Ausbildung einer sehr stabilen Gold-Schwefel-Bindung an das Goldsubstrat binden konnten.
Tabelle 3.3 zeigt eine Ubersicht, der fiir die SAM verwendeten Molekiile. Falls nicht anders
erwahnt, wurden die Au-Substrate zur Beschichtung in 10 mM ethanolischer Lésung des
jeweiligen Thiols flr mindestens 1 h inkubiert und anschlieRend mit Ethanol und MilliQ

gespuilt.

Tab. 3.3 Verwendete Chemikalien zur Beschichtung von Au Substraten mit einer SAM

Funktionelle Konzentration
Chemikalienname Abkiirzung Loésungin
Gruppe [mM]

Dithiobis(N-succinimidylpropionat) DTSP -NHS* DMSO 2,5
2-Mercaptobenzoeséaure 2-MBA -COOH EtOH 10
3-Mercaptobenzoesaure 3-MBA -COOH EtOH 10
4-Mercaptobenzoesaure 4-MBA -COOH EtOH 10
2-Mercaptoethanol MEtOH -OH H.0 10
6-Mercaptohexanol MHOH -OH EtOH 10
4-Mercatophenol MPhOH -OH EtOH 10
3-Mercaptopropanol MPOH -OH EtOH 10
3-Mercaptopropionsaure MPA -COOH EtOH 10
6-Mercaptohexansaure MHA -COOH EtOH 10
11-Mercaptoundecanol MUOH -OH EtOH 10
11-Mercaptoundecansaure MUA -COOH EtOH 10
15-Mercaptopentadecansaure MPDA -COOH EtOH 10
16-Mercaptohexadecansaure MHDA -COOH EtOH 10
SPT-0012A SPT12 -COOH EtOH 10
Hexanthiol HxT -CH3; EtOH 10
Undecanthiol uDT -CH3 EtOH 10

* NHS = N-Hydroxysuccinimid

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgten elektrochemische Untersuchungen an gemischten
Monolagen, bestehend aus MUA und SPT-0012A. SPT-0012A wurde von der Firma
SensoPath Technologies Inc. (Bozeman, MT, USA) synthetisiert und enthalt eine

endstandige Carboxylgruppe, eine weitere endstandige Thiolgruppe und eine Ethylenglykol-
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Einheit (Abbildung 3.5). Uber die Thiolgruppe kann dieses Molekiil an eine Goldoberflache
gebunden werden. MUA kam als zweite Komponente zum Einsatz, um die
Oberflachendichte der Ethylenglykolgruppen zu kontrollieren. Zur Beschichtung der
Goldsubstrate mit einer gemischten Monolage wurden diese fir 16 h in ethanolischer Losung
mit unterschiedlichen Konzentrationen der beiden Komponenten inkubiert. Es wurden
folgende prozentualen Konzentrationsverhaltnisse mit einer 0,1 mM Endkonzentration

verwendet:

SAM SPT12/MUA = (100/0), (75/25), (50/50), (25/75) und (0/100))

HS ™~ _AOCH;CHy)50CH,COOH

Abb. 3.5 Strukturformel von SPT-0012A der Firma SensoPath Technologies Inc. (Bozeman, MT,
USA)

Fir die elektrochemische Oberflachencharakterisierung der Au Nanopillar Strukturen wurden
diese mit 6-(Ferrocenyl)hexanethiol (FcHxT) und 1-Hexanthiol (HxT) beschichtet. Zur
Ausbildung einer homogenen gemischten Monolage aus FcHxT und HxT [Creager
et al.1992], wurden die Goldsubstrate UN in einer ethanolischen Lésung mit Konzentrationen
von 1 mM FcHxT und 10 mM HxT inkubiert. Anschlielfiend wurden die Substrate griindlich
mit Ethanol und MilliQ gespiuilt.

3.6.3 Immobilisierungsmethoden

Kovalente Immobilisierung

Fir die kovalente Immobilisierung von Pferdeherz Cyt c¢ direkt auf die Goldoberflache, wurde
das Goldsubstrat nach grindlicher Reinigung fir mindestens 15 min in verdinnter Cyt c
Losung inkubiert. Die Verdinnung erfolgte in 5,78 mM Phosphatpuffer, sodass sich eine

Endkonzentration von 10-20 uM Cyt ¢ ergab.

Die kovalente Immobilisierung von Cyt ¢, uber die an der Proteinoberflache vorhandenen
Aminogruppen, erfolgte mit Hilfe von EDC und NHS. Hierzu wurde die Goldoberflache
zunéachst mit einer SAM aus MUA beschichtet (siehe oben) und anschlief3end fur 5-10 min in
10 mM HEPES Puffer pH 7,2 mit darin geldstem EDC (200 mM) und NHS (50mM) inkubiert.
Nach grindlichem Spilen mit MilliQ, erfolgte die Inkubation in 20 yM Cyt ¢ Ldsung in
5,78 mM Phosphatpuffer.
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Alternativ zur kovalenten Immobilisierung mittels EDC und NHS, liel sich Cyt ¢ durch
Bindung an eine SAM aus 3-Thiosuccinimidylpropionat (TSP) immobilisieren. Hierzu wurde
das Goldsubstrat fir 15-20 min in 2,5 mM DTSP Ldsung in DMSO inkubiert, anschlielend
grindlich mit DMSO gespllt, getrocknet und fir mindestens 30 min in 10-20 uM Cytc

Lésung getaucht.

Elektrostatische Immobilisierung

Cyt c besitzt an seiner Proteinoberflache eine Vielzahl von Lysinen, die bei neutralen bis
leicht alkalischen Umgebungsbedingungen zu einer positiven Nettoladung des Proteins
fuhren und verantwortlich fur die elektrostatische Anbindung der naturlichen
Reaktionspartner von Cyt ¢ sind [Timkovich 1975; Smith et al. 1976; Ataka et al. 2004A].
Diese Polaritdt der Proteinhdlle kann zur elektrostatischen Immobilisierung von Cyt ¢ auf
negativ geladenen Oberflachen genutzt werden (vergleiche Kapitel 2.3.1). In dieser Arbeit
wurden Goldoberflachen wie unter Punkt 3.6.2 mit einer SAM beschichtet, die endstandige
Carboxylgruppen trug. Die Proteinimmobilisierung erfolgte durch Inkubation der SAM-
modifizierten Goldsubstrate in einer 10-20 yM Cyt ¢ Ldsung in 5,78 mM Phosphatpuffer
pH 7,0 fir mindestens 5 min. Nach der Inkubation wurden die Substrate mit Phosphatpuffer

gespult, um nicht gebundenes Protein zu entfernen.

Tag Immobilisierung

Die Immobilisierung von Proteinen mit Hilfe von Affinitatstags findet im Bereich der
Biotechnologie breite Anwendung, vor allem bei der Aufreinigung rekombinanter Proteine.
Bei Affinitatstags handelt es sich im Wesentlichen um kurze Peptidsequenzen, die an das
eigentlich zu immobilisierende Protein angehangt werden und die eine spezifische Affinitat
zu einem Substrat oder Liganden aufweisen (vergleiche Kapitel 2.3.3). Durch Kopplung
dieses Bindungspartners an eine Tragersubstanz, lassen sich derart getaggte Proteine an

die Tragersubstanz immobilisieren.

Ziel in dieser Arbeit war es, Cyt ¢ auf Goldoberflachen gerichtet zu immobilisieren. Um
dieses zu erreichen, wurden Affinitdtstags an unterschiedlichen Positionen in die

Aminosauresequenz eingebracht (siehe Kapitel 4).

Die Immobilisierung von Hisg getaggtem Cyt ¢ auf Goldoberflachen, erfolgte nach der von
[Ataka et al. 2004B] beschriebenen Methode. Hierzu musste das Goldsubstrat zunachst in

einem mehrstufigen Prozess mit einer SAM aus 3-Thiosuccinimidylpropionat (TSP) und
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N(a),N(a)-Bis(carboxymethyl)-L-lysinhydrat (ANTA) beschichtet werden [Ataka et al. 2004B].
Das Goldsubstrat wurde zunachst fir 15-20 min in 2,5 mM DTSP-Lésung in DMSO inkubiert.
Bei der Adsorption des DTSP wird die Disulfidbriicke gespalten und beide Molekilhalften
binden Uber eine Au-Schwefel-Bindung an die Oberflache. Nach griindlichem Spullen mit
DMSO und Trocknen unter Argon, erfolgte der zweite Inkubationsschritt in ANTA-L6sung.
Das Substrat wurde 1-2 h in 0,5 M K,CO3z-Puffer pH 9,8 mit 150 mM ANTA inkubiert. In
einem letzten Schritt wurde das Goldsubstrat nach dem Spulen mit MilliQ far etwa 15 min in
eine 50 mM NiSO, Lésung getaucht. Wahrend dieses Schrittes binden die Nickel-lonen an
das ANTA, sodass sich der fir die Histidin-Bindung erforderliche NiNTA-Komplex an der
Oberflache ausbildet.

Die Proteinimmobilisierung erfolgte wahrend mindestens 60 min Inkubation in einer
verdinnten Proteinldsung des aufgereinigten, rekombinanten Cytc. Verdinnt wurde
standardmafig in 5,78 mM Phosphatpuffer pH 7,0. Die Endkonzentration Cyt ¢ betrug etwa
10 uM. Nach der Inkubation wurde die Goldoberflache durch Spillen mit Phosphatpuffer von

ungebundenem Protein gereinigt.

Rekombinantes Protein mit Cys Tag wurde auf zwei unterschiedliche Arten kovalent an die
Goldoberflache gebunden. Eine Methode sah die direkte Immobilisierung des Proteins an die
blanke Goldoberflache Uber die zusatzlich eingefiigten Cysteine vor. Hierzu wurde das
bereits beschriebene Protokoll zur kovalenten Immobilisierung benutzt (siehe oben). Um
Wechselwirkungen der internen Cysteine mit dem Goldsubstrat und die Gefahr einer
Denaturierung zu verhindern, und um eine homogene Orientierung des Proteins an der
Goldoberflache zu gewahrleisten, wurde diese mit einer SAM eines Thioalkohols beschichtet
(siehe Kapitel 3.6.2). AnschlieRend erfolgte die Immobilisierung des rekombinanten Proteins,
wie zuvor beschrieben, durch Inkubation in verdinnter Cytc Ldsung (ca. 10 pM) fir

mindestens 60 min.

Immobilisierung von Microperoxidase

Microperoxidase-11 (MP-11), ein aus 11 Aminosauren bestehendes, mit Hdm beladenes
Polypeptid, Ilasst sich (ber hydrophobe Wechselwirkungen an Goldoberflachen
immobilisieren. Hierzu wurde die Goldoberflache mit einer SAM aus Thiolen beschichtet. Die
Inkubation erfolgte UN in ethanolischer Lésung mit einer 10 mM Thiolkonzentration. Nach

der Inkubation wurde mit Ethanol und MilliQ Wasser gespult. AnschlieRend erfolgte die
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Immobilisierung der MP-11 analog zu [Ruzgas et al. 1999] durch Inkubation in 10 mM

Natriumphosphatpuffer pH 7,0 mit 1 mM MP-11 fir ca. 30 min.

3.7 Physikalische Analysemethoden

3.7.1 Optische Methoden

Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie

Bei der Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie (Surface Plamson Resonance, SPR)
handelt es sich um eine spektroskopische Methode zur Messung von Schichtdicken und
dielektrischen Eigenschaften dinner Filme. Das Verfahren wurde erstmals von [Otto 1968]
zur Bestimmung von Brechungsindizes verwendet und kurz darauf von [Kretschmann und

Raether 1968] in modifizierter Konfiguration angewendet.

Bei der SPR macht man sich zunutze, dass Licht, das an einem metallischen Film total
reflektiert wird, dort eine Oberflachenplasmonresonanz, d.h. eine kollektive Schwingung der
Leitungsbandelektroden, anregt. Aufgrund der Oberflachenplasmonresonanz kommt es unter
einem bestimmten Einfallswinkel zu einem Intensitatsminimum beim reflektierten Licht. In der
Praxis wird parallel polarisiertes Licht durch ein Prisma auf die Unterseite eines diinnen,
aufgedampften Metallfilms gestrahlt, wo es zur totalen inneren Reflexion kommt und
wodurch auf der Oberseite des Metallfilms ein Oberflachenplasmon angeregt wird. Die
Wellenlange eines Oberflachenplasmons ist sehr stark von den Umgebungsbedingungen
abhangig. So reicht bereits eine Monolage einer molekularen Substanz an der Oberflache
der Metallschicht aus, um eine detektierbare Anderung der Plasmonwellenldnge
hervorzurufen. Hierdurch kommt es zu einer Verschiebung der Lage der Resonanz lber den

Einfallswinkel, was sich in einer Verschiebung des Intensitadtsminimums aufert.

Aufgrund dieser Sensitivitat ist es mdglich, mittels SPR den Verlauf chemischer
Oberflachenreaktionen, die zu einer Anderung der Schichtdicke fiihren, in Echtzeit zu
verfolgen. Aufgrund seiner Eignung zur Untersuchung von biomolekularen
Wechselwirkungen in Echtzeit, wird dieses Verfahren zunehmend zur Entwicklung neuer
Biosensoren verwendet. Hierbei wird zunachst ein Ligand auf der Sensoroberflache
immobilisiert. Derartige Liganden sind meist Proteine oder andere Molekule, die nach dem
Schlissel-Schloss-Prinzip Affinitat zu einem anderen Molekil aufweisen. In einem zweiten

Schritt wird eine Losung mit dem entsprechenden Bindepartner lber die Oberflache geleitet.
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Es kommt zur spezifischen Bindung an die immobilisierten Molekile, wodurch sich die
dielektrischen Eigenschaften der Sensorschicht andern, und sich die
Oberflachenplasmonresonanz verschiebt. Neben einer qualitativen Untersuchung des
Bindeverhaltens, erméglicht die SPR auch die quantitative Ermittlung von
Analytkonzentration, sowie Bindungs- und Dissoziationskonstanten. Abbildung 3.6 zeigt

schematisch das Detektionsprinzip von biomolekularen Wechselwirkungen mittels SPR.
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Abb. 3.6 Schematische Darstellung des Detektionsprinzips biomolekularer Wechselwirkungen mit

Hilfe eines Kretschmann SPR-Spektrometers nach [Bicker 2007].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die SPR-Spektroskopie zur qualitativen Untersuchung des
Immobilisierungsverhaltens von Cyt ¢ auf unterschiedlich funktionalisierten Goldsubstraten
verwendet. Die Untersuchungen erfolgten mit einem Spektrometer des Kretschmann Typs
(Biosuplar 3 SPR Reflectometer der Firma Analytical p-Systems/ Mivitec GmbH). Als
Lichtquelle diente eine Laserdiode mit niedriger Verlustleistung (A =670 nm). Fdr die
Messungen kamen spezielle, goldbedampfte Glastrager (Brechungsindex 1,61) zum Einsatz.
Nach dem Reinigen wurden die Goldproben, falls erforderlich, mit einer SAM beschichtet und
nach grindlichem Spulen auf das Prisma aufgelegt. Zur optischen Kopplung wurde zwischen
Glasprisma und Glastrager ein Tropfen Immersionsdl (Brechungsindex 1,61) aufgetragen.
Auf die goldbeschichtete Oberseite wurde eine Durchflusszelle mit einem Volumen von etwa
20 ul aufgesetzt, die vor jeder Messung mit Standardphosphatpuffer gesplilt wurde. Der Start
der Messung erfolgte erst nach Erreichen einer konstanten Temperatur und damit verbunden
eines stabilisierten Signals. Vor Zugabe von Cyt c¢ erfolgte die Aufzeichnung der

Resonanzkurve in Phosphatpuffer. Im Anschluss daran wurde in Phosphatpuffer geléstes
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Cyt c in die Messzelle gepumpt (Flussrate 0,256 ml/min; REGLO Digital, ISMATEC) und die
zeitliche Anderung der Reflektivitat AR unter konstantem Einfallswinkel aufgezeichnet. Nach
Erreichen eines konstanten Wertes, wurde die Pumpe gestoppt und anschlieend fiir einige

Minuten mit Phosphatpuffer gesplilt, bis erneut ein konstanter Wert erreicht war.

Zur Untersuchung der bifunktionalen Immobilisierung von Cytc, wurde nach der
Immobilisierung von Cyt ¢ und anschlieRendem Spilen mit Puffer, in einem weiteren Schritt,
eine Gold Nanopartikel Lésung durch die Zelle geleitet. Hierfir kam Gold Nanopartikel
Lésung der Firma Sigma mit einem mittleren Partikeldurchmesser von 5 nm zum Einsatz, die
zuvor 1:1 mit Standardphosphatpuffer gemischt wurde. Nach Erreichen eines stabilen
Wertes wurde nochmals mit Puffer gespult. Nach jeder Messung erfolgte die Aufzeichnung

der Resonanzkurve zu Vergleichszwecken.

UV/VIS Spektroskopie

Unter UV/VIS Spektroskopie versteht man eine spektroskopische Untersuchungsmethode,
bei der elektromagnetische Wellen des ultravioletten und des sichtbaren Lichts genutzt
werden. Aufgrund ihrer charakteristischen Licht-Absorption, lassen sich Chromoproteine wie
Cyt ¢ mit Hilfe der UV/VIS Spektroskopie charakterisieren [Will et al. 1983]. Zur Prifung der
Funktionalitat von rekombinant hergestelltem Cytc, wurden UV/VIS Messungen
durchgefiihrt. Das UV/VIS Absorptionsspektrum von rekombinantem Cyt c¢ lie sich mit
kommerziell erhaltlichem vergleichen und mittels einer Kalibration (Proteinkonzentration
zwischen 2 yM und 20 uM) die Konzentrationen an funktionalem, rekombinantem Protein
bestimmen. Gemessen wurde im Wellenldngenbereich 300-600 nm mit dem Lambda 900

UV/VIS Photospektrometer der Firma Perkin Elmer.

Die Untersuchung der chemischen Oxidation und Reduktion von Cyt ¢ erfolgte ebenfalls
mittels UV/VIS Spektroskopie. Zur Reduktion von Cyt ¢, wurde der Proteinlésung
Natriumdithionit im Uberschuss zugegeben und anschlieBend das UV/VIS Spektrum
aufgezeichnet. Da Natriumdithionit sein Absorptionsmaximum im Wellenlangenbereich
zwischen 300 und 400 nm hat, wurde hier nur das Spektrum zwischen 380 und 600 nm
aufgezeichnet. Die chemische Oxidation von Cyt c¢ erfolgte durch Zugabe von
Kaliumhexacyanoferrat(lll). Der Cyt ¢ Losung wurden solange Salzkristalle zugegeben, bis
sich die Losung schwach gelb verfarbte. Das Absorptionsmaximum von geldstem
Kaliumhexacyanoferrat(lll) liegt zwischen 400 nm und 500 nm, sodass in diesem Falle die

Aufzeichnung des UV/VIS Spektrums zwischen 500 nm und 600 nm erfolgte.
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Die natlrliche Funktionalitat des in Puffer gelésten rekombinanten Cyt ¢ wurde mit Hilfe
eines photochemischen Enzymtests Uberprift. In seiner natirlichen Umgebung wird
oxidiertes Cyt ¢ von der Cytochrom ¢ Reduktase enzymatisch reduziert. Die Firma Sigma
stellt im Internet ein Protokoll zur Uberprifung der Aktivitdt von Cytochrom ¢ Reduktase
bereit [Sigma 2002; Mahler 1955]. Mit Hilfe von kommerziellem Cyt ¢ in oxidierter Form und
B-NADH, reduziert das Enzym Cyt c. Die Anderung der Absorption von Cyt ¢ aufgrund seiner
Reduktion I&sst sich quantitativ erfassen und daraus die Aktivitdt der Reduktase berechnen.
In Anlehnung an dieses Protokoll wurde hier der photochemische Enzymtest in modifizierter
Form verwendet, um zu prufen, ob sich rekombinantes Cyt ¢ mit Hilfe kommerzieller Cyt ¢
Reduktase der Firma Sigma reduzieren lie3. Es wurde zunachst das UV/VIS Spektrum von
oxidiertem Cyt ¢ aufgezeichnet. Zu dem in 1,2 ml Standardpuffer gelésten Cyt ¢ (ca. 10 mM),
wurden 100 uyl 300 mM Glycyl-Glycin-Puffer pH 8,5 und 100-200 ul 7,05 mM 3-NADH, gel6st
in Glycyl-Glycin-Puffer, zugegeben. Rekombinantes Cyt c, das nach der Aufreinigung in
reduzierter bzw. nicht vollstdndig oxidierter Form vorlag, wurde durch Zugabe von
Kaliumhexacyanoferrat(lll) oxidiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 50 ul Cytc
Reduktase Lésung, die =21 U/ml Enzym in 20 mM Kaliumhydrogencarbonat-Puffer pH 8,5
enthielt. Nach der Zugabe des Enzyms, wurde das UV/VIS-Spektrum im
Wellenlangenbereich 500-600 nm nach 1 min, 3 min, 5 min und in einigen Fallen 7 min

Inkubationszeit aufgezeichnet.

3.7.2 Zyklovoltammetrie

Die Zyklovoltammetrie ist eine elektrochemische Analysemethode, die zur Aufklarung der
Thermodynamik von Redoxprozessen an Elektroden und zur Untersuchung der Kinetik von
heterogenen Elektronentransferreaktionen Anwendung findet [Laviron 1979]. Hierbei wird der
Stromverlauf in Abhangigkeit der angelegten Spannung aufgezeichnet. Das angelegte
Potential wird variiert, indem es zyklisch, zunachst linear, bis zu einem positiven
Umkehrpotential erhéht wird. Um den Potentialzyklus zu vervollstandigen, wird der
Potentialvorschub umgekehrt und das Potential bis zum Erreichen des negativen
Umkehrpotentials bzw. des Startpotentials linear abgesenkt (Abbildung 3.7). Aufgrund dieses
dreiecksférmigen Spannungsverlaufes wird diese Methode oft auch als Dreiecksspannungs-

methode bezeichnet.

Bei dieser Untersuchungsmethode konnen grundsatzlich zwei Arten von Elektroden-

prozessen beobachtet werden. Bei der Ersten kommt es wahrend der Potentialverschiebung
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zum Ladungstransfer Uber die Phasengrenze Metall/Elektrolyt (Helmholtz-Schicht). Hierbei
handelt es sich in der Regel um Elektronentibergdnge, wodurch es zur Oxidation bzw.
Reduktion an der Elektrodenoberflache kommt. Da diese Prozesse den Gesetzmafigkeiten
des Faraday-Gesetzes unterliegen, bezeichnet man sie als Faradayprozesse.
Demgegentber gibt es die Nicht-Faradayprozesse an der Elektrode, die lUberwiegend auf
Ladeprozessen an der Grenzflache zwischen Elektrode und Elektrolyt beruhen. Dabei
kommt es zu keinem Ladungstransfer Uber die Grenzflaiche, sondern aufgrund der
Potentialdifferenz zwischen Elektrode und Elektrolyt zu einer lokalen Anderung der
Elektrolytzusammensetzung. Obwohl es zu keinem Ladungsibertritt kommt, kann dennoch
kurzzeitig ein externer Ladestrom flieRen, wenn sich Potential, Elektrodenoberflache oder
Lésungsmittelzusammensetzung andert. Im Gegensatz zu den Faradayprozessen, spielen
Effekte von Nicht-Faradayprozessen in dieser Arbeit eine untergeordnete Rolle. Sie dirfen
aber bei der Betrachtung elektrochemischer Daten zur Bestimmung des Ladungstransfers

nicht aulRer Acht gelassen werden.
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Abb. 3.7 Typischer Verlauf eines Zyklovoltammogramms in unterschiedlicher Darstellung bei

angelegter Dreiecksspannung nach [Salomon 2005].

Zyklovoltammetrische Messungen im Elektrolyten erfolgen in der Regel in einer
Dreielektrodenanordnung, bestehend aus Arbeits-, Gegen- und einer nicht polarisierten
Referenzelektrode. Die Stromanderung wird zwischen Arbeits- und Gegenelektrode
detektiert, die Spannungsmessung erfolgt hingegen zwischen Arbeits- und

Referenzelektrode. Dabei kann der ohmsche Spannungsabfall zwischen Arbeits- und
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Gegenelektrode vernachlassigt werden, da zwischen Arbeits- und Referenzelektrode
praktisch kein Strom flieBt. Abbildung 3.7 zeigt den typischen Verlauf eines
Zyklovoltammogramms, bei dem der Massentransport der elektroaktiven Spezies
ausschliefllich durch Diffusion erfolgt. Dabei ist zunachst ein Anstieg des Stromes zu
beobachten, der kurz darauf wieder abfallt und zu einem charakteristischen Peak flhrt.
Verantwortlich fir diesen Verlauf sind zwei Vorgange. Die Erhéhung des angelegten
Elektrodenpotentials flihrt an der Phasengrenze zu einem Uberpotential, das einen
unmittelbaren Stromanstieg zur Folge hat. Gleichzeitig kommt es aber mit der Wurzel der
Zeit t'? zu einer Verbreiterung der Diffusionsgrenzschicht, was dem Stromanstieg entgegen
wirkt. Ab dem Zeitpunkt, an dem die Konzentration der Redoxspezies an der Elektrode den

Wert Null erreicht, sinkt der Stromfluss mit t'?, bis das Umkehrpotential erreicht ist.

Ein etwas anderer Kurvenverlauf ergibt sich bei zyklovoltammetrischen Messungen an
Systemen, bei denen die redoxaktive Spezies fest an der Elektrodenoberflache gebunden ist
(Abbildung 3.8). In diesem Fall beruht die Abnahme des Stromes nicht in einer Begrenzung
durch Diffusion, sondern erfolgt durch die vollstandige Oxidation bzw. Reduktion, der an der

Oberflache gebundenen Redoxspezies.

1IA]

EV]

Abb. 3.8 Verlauf eines Zyklovoltammogramms bei einer fest an der Elektrodenoberflache gebundenen

Redoxspezies nach [Salomon 2005].

Zyklovoltammetrische Untersuchungen in dieser Arbeit wurden mit einem EG&G
Potentiostaten Modell 283 der Firma Princeton Applied Research bzw. einem Autolab
Potentiostaten PGSTAT 302 der Firma Eco Chemie durchgefuhrt. Fur die
zyklovoltammetrischen Untersuchungen kamen zwei unterschiedliche Elektrochemiezellen
zum Einsatz. StandardmaRig erfolgten die Untersuchungen an Au(111) Einkristall Elektroden
in einer Elektrochemie-Zelle aus Glas (Abbildung 3.9). Der Kristall wurde in Hangender-
Meniskus-Konfiguration von oben in die Elektrolytidsung getaucht. Aufgrund der

Oberflachenspannung des Elektrolyten, bildete sich hierbei ein Meniskus zwischen Elektrode



66 Material und Methoden

und Elektrolytoberflache aus. Hierdurch wurde gewahrleistet, dass nur die Unterseite des
Einkristalls Kontakt mit dem Elektrolyten hatte, und somit von einer definierten
Elektrodenoberflache ausgegangen werden konnte. In zwei seitlichen Armen der Zelle, die
mit der Hauptkammer verbunden waren, wurden eine Platin-Elektrode als Gegen- und eine
Calomel-Elektrode als Referenzelektrode eingesetzt. Vor jeder Messung erfolgte das Spulen
der Elektrolytldsung Uber einen speziellen Anschluss flir mindestens 20 min mit Argon, wobei
der Gasstrom durch die Loésung geleitet wurde. Wahrend der Messungen wurde der

Gasstrom umgeleitet, sodass der Raum Uber dem Elektrolyten mit Argon Uberschichtet war.

Abb. 3.9 Elektrochemiezelle aus Glas, bestehend aus einer Hauptkammer, die Uber den Elektrolyten
mit zwei seitlichen Armen verbunden ist. In den seitlichen Armen platziert sind Referenz- und
Gegenelektrode. Die Arbeitselektrode befindet sich in Hangender-Meniskus-Konfiguration in der

Hauptkammer. Seitliche Anschlisse ermdglichen das Spulen von Elektrolyt bzw. Zelle mit Argon.

Elektrochemische Untersuchungen an planaren Substraten erfolgten in einer speziell flr
diesen Zweck entwickelten Teflon-Zelle (Abbildung 3.10 a-d). Hierbei wurde die Kammer mit
dem Elektrolyten auf dem planaren Substrat bzw. der Arbeitselektrode platziert und mit Hilfe
eines O-Ringes abgedichtet. Uber den O-Ring Durchmesser wurde die Elektrodenoberflache
definiert, die Kontakt zum Elektrolyten hat. Die Kontaktierung der Elektrode erfolgte von oben

Uber einen Federkontakt. Als Gegenelektrode diente ein Platindraht, als Referenzelektrode
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wurde eine Ag/AgCl.-Elektrode (aquilibriert in 3 M KCI Lésung) verwendet. Die Teflonzelle

verfligte ebenfalls tiber Anschliisse, die ein Spllen mit Argon zuliel3en.

Anschluss
Anschluss Gegenelektrode
Referenzelektrode * i
Deckel
O-Ring
Referenz- Argon Auslass
elektrode
Elektrolyt
1 Pt Gegenelektrode
Argon Einlass -— =7 =} Kipfurring
Anschluss — =
Arbeitselektrode Gold-Federkontakt
‘g_-n
O-Ring
Probe I R B § Probenhalter
. ]
a

Argon in

Argon}‘l

Anschluss Arbeitselektrode ORin Kontaktfgder

Abb. 3.10 Fir Untersuchungen an planaren, metallbeschichteten Substraten entwickelte
Elektrochemiezelle. a.) Schemazeichnung im seitlichen Querschnitt; b.) Gesamtansicht mit
Anschlissen fir Argon und Arbeitselektrode; c.) Aufsicht; d.) Ansicht von schrag unten mit Blick auf
0O-Ring und Federkontakte.

Es erfolgten unterschiedliche elektrochemische Messungen. Zur Untersuchung des

Redoxverhaltens immobilisierter Proteine wurde, falls nicht anders erwahnt, 5,78 mM
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Natriumphosphatpuffer pH 7,0 als Elektrolyt benutzt (Standardpuffer) und in den meisten
Fallen ein Potentialbereich zwischen -0,4 und +0,4 V gewahlt. Die Oxidation- bzw. Reduktion
der Au Elektrodenoberflache wurde zwischen -0,4 und +1,5V in 0,1 M H,SO,4 durchgeflhrt.
Untersuchungen zum Desorptionsverhalten gemischter Monolagen erfolgten in 0,5 M KOH
Lésung, diffusionsabhangige CV Messungen in 1 mM KyFe(CN)s] mit 1M KCI als
Grundelektrolyt. Die Messungen erfolgten bei unterschiedlichen Potentialvorschub-
geschwindigkeiten, wobei die kleinste verwendete Scangeschwindigkeit bei 2 mV/s, die

grofte bei 10 V/s lag.

3.7.3 Rasterelektronenmikroskopie

Die Oberflachencharakterisierung der Au Nanopillar Strukturen erfolgte mit Hilfe eines
GEMINI 1550 Rasterelektronenmikroskops (REM). Die Proben wurden in Aufsicht und unter
einem Winkel von 60° betrachtet. Aus den Aufnahmen wurden Nanopillar Hoéhe,

Durchmesser und Abstand geometrisch bestimmt.

3.7.4 Rasterkraftmikroskopie

Mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy, AFM) lassen sich
Oberflachentopografien im Subnanometerbereich auflésen [Binnig et al. 1986]. Das Prinzip
dieser Methode beruht auf der mechanischen Abtastung von Oberflachen durch Spitzen mit
einem Krummungsradius zwischen 10 nm und 30 nm und der Messung dabei auftretender
interatomarer Wechselwirkungen. Eine freischwebende Blattfeder, die mit einer sehr feinen
Spitze aus SizN4 oder Si bestuckt ist, der sogenannte Cantilever, wird durch die Schwingung
eines Piezokristalls in einem definierten Raster Uber die zu untersuchende Oberflache
bewegt. Im ,tapping Mode“ (TM-AFM) wird Uber einen zweiten Piezo der Cantilever zum
resonanten Schwingen in z-Richtung angeregt. Die Dampfung der Schwingungsamplitude
durch Wechselwirkungen zwischen Spitze und Probe kann als Messinformation genutzt
werden. Die minimalen Auslenkungen der Blattfeder werden durch die sich andernde

Reflektion eines auf den Cantilever gerichteten Laserstrahls detektiert.

Alle in dieser Arbeit durchgefihrten AFM Messungen wurden bei Raumtemperatur mit einem
MultiMode AFM / STM (Veeco / Digital Instruments; Santa Barbara, CA, USA) im ,tapping

mode” mit Si-Cantilevern durchgefuhrt.
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3.7.5 Elektrische Charakterisierung von Tunnelstromen an Crossbars

Die elektrische Charakterisierung von Crossbarelektroden erfolgte Uberwiegend bei Sony
Deutschland (Stuttgart). Dabei wurden die Crossbar Proben in einen Trager eingesetzt und
kontaktiert. Die Untersuchung der einzelnen Leiterbahnen erfolgte mit einem automatisierten
Setup, bei dem nacheinander alle Kombinationen aus Bottom- und Topelektroden durch
einen Vor- und Rickscan zwischen -500 mV und 500 mV auf Stromfluss geprift wurden.
Alternativ erfolgten Untersuchungen einzelner Crossbar Proben mit einer PM5 Probestation
(SUSS Microtec; Garching, D) und einem 4200 Semiconductor Analyzer mit Vorverstarker
von Keithley Instruments (Cleveland, OH, USA). Einzelne Leiterbahnen wurden mit Wolfram
Spitzen von SUSS Microtec kontaktiert.
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4, Herstellung genetisch modifizierter Cytochrom ¢ Konstrukte

Far bioelektronische Anwendungen sollte Cytc bifunktional an unterschiedliche
Elektrodenoberflachen immobilisiert werden. Dabei muss die Orientierung des Proteins so
erhalten bleiben, dass ein mdglichst effizienter Elektronentransfer zwischen Elektrode und
Protein gewahrleistet ist. Fur die elektrostatische Immobilisierung von Cyt ¢ konnte bereits
ein effizienter Elektronentransfer nachgewiesen werden [Tarlov und Bowden 1991; Salomon
2005; Imabayashi et al. 2005]. Dieses und weitere Immobilisierungsverfahren wurden auf
ihre Eignung zur Immobilisierung von Cyt ¢ hin untersucht (siehe Kapitel 5.1). Als alternative
Immobilisierungsstrategie sollte im Rahmen dieser Arbeit die Immobilisierung mit Hilfe von
Affinitatstags durchgefihrt werden, die sich aufgrund ihrer hohen Spezifitdt und effizienten
Bindungseigenschaften sehr gut fir Proteinimmobilisierungen eignen [Rusmini et al. 2007;
Paborsky et al. 1995; Hochuli et al. 1987]. Es steht eine Vielzahl von Affinitdtstags zu
Immobilisierungszwecken zur Verfigung (siehe Kapitel 2.3.3). Die Verwendung von
Affinitatstags erfordert eine genetische Modifikation des Zielproteins. Mittels molekular-
biologischer Methoden kénnen spezifische, fir den entsprechenden Tag kodierende

DNA-Sequenzen in das Cyt ¢ Gen eingefiigt werden.

FUr bioelektronische Anwendungen, bei denen es zu einem Elektronentransfer zwischen
immobilisiertem Redoxprotein und Elektrode kommen soll, kann nicht jede Art von
Affinitatstag genutzt werden. Bei der Auswahl eines Tags ist darauf zu achten, dass ein
Elektronentransfer durch die Lange und Aminosaurezusammensetzung des Tags beeinflusst
werden kann. Grof3e Molekiile, wie etwa Fusionsproteine oder Avidin bzw. Streptavidin,
kommen daher nicht in Betracht. Von Vorteil sind dagegen kurze Sequenzen mit freien
m-Orbitalen, wie sie etwa in aromatischen Aminosauren vorkommen. In dieser Arbeit sollten
verschiedene Tag-Sequenzen, mit Hilfe molekularbiologischer Methoden, an geeigneten
Stellen des Cyt ¢ Gens eingefiigt werden. Anschlieend sollten die rekombinanten Proteine

exprimiert, aufgereinigt und auf ihre Funktionalitat hin untersucht werden.
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4.1 Auswahl der Immobilisierungs Tags

4.1.1 Histidin Tag

Die Bedeutung des Histidin Tags (His Tag) fur die Immobilisierung von Proteinen auf
Oberflachen wurde in Kapitel 2 beschrieben. Der His Tag hat sich zu einem Standardsystem
fur die Immobilisierung und Aufreinigung von rekombinanten Proteinen entwickelt
[Porath et al. 1975; Schmid et al. 1997; Nieba et al. 1997; Johnson und Martin 2005]. In den
letzten Jahren kamen Anwendungen im Bereich der Elektrochemie und Biosensorik hinzu
[Rusmini et al. 2007]. So wurde rekombinante Cytochrom ¢ Oxidase Uber einen His Tag an
eine Goldelektrode gebunden und unter anderem der Elektronentransfer zwischen
immobilisierter Oxidase und Cyt ¢ elektrochemisch untersucht [Ataka et al. 2004B]. [Johnson
und Martin 2005] untersuchten die Bindung von verschiedenen His getaggten Proteinen,
darunter auch Cytochrom P450c17, auf Goldelektroden, die entweder mit NiINTA oder einem
abgewandelten Affinitatsliganden beschichtet waren. Die auf diese Weise immobilisierten
Proteine wurden anschlieend elektrochemisch untersucht. [Balland et al. 2008] beschrieben
die orientierte Immobilisierung von His getaggter rekombinanter Laccase auf modifizierten
Goldelektroden und zeigten, dass das Enzym funktionell aktiv war. Die unterschiedlichen
Anwendungsbeispiele zeigen, dass sich der His Tag sehr gut zur funktionellen
Immobilisierung von Proteinen an Elektroden und fir elektrochemische Untersuchungen
eignet. Entsprechend erschien der His Tag auch fur die bifunktionale Immobilisierung von
Cyt ¢ geeignet. Die Aminosaure Histidin tragt eine aromatische Seitengruppe. Aromatische
Molekule weisen in der Regel gute Elektronentransfereigenschaften auf. Es gibt
Untersuchungen die zeigten, dass der Elektronentransfer durch Proteine entlang bestimmter
Elektronentransferpfade erfolgt, die im Wesentlichen aus Aminosduren mit aromatischen
Seitengruppen bestehen [Willner und Katz 2005]. Des Weiteren ist NINTA als Bindedomane
fir den His Tag kein allzu langes Molekiil, und Ni** kdnnte den Elektronentransfer ebenfalls
begunstigen. Um eine effiziente Immobilisierung von Cyt ¢ mit Hilfe dieser Technik zu
erreichen, sollten Hiss Tags N- und C-terminal an die Aminosauresequenz von

Cyt ¢ angefligt werden.
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C-Terminus)
\

Abb. 4.1 3D Struktur von Pferdeherz Cytochrom ¢ nach [Banci et al. 1999]. Farblich hervorgehoben
sind N-Terminus (blau) und C-Terminus (gelb).

Ham-Gruppe
kovalente Bmdung zum Ham
Hellx Hellx Helix Heh Helix
I_I m | — |
Wt +H N -coo—
GDVEKGKKIFYOKCAQCHTVEKGGKHKT GPNLHGLFGRKTGQAPGFTYTDANKNKGITWKEETLMEYLENPKKYIPGTKMIFAGIKKKTEREDLIAYLKKATNE
N-Terminus C-Terminus

N-his i I W . -

C-his T i

NC-his I, IS T B

Abb. 4.2 Schematische Darstellung von Pferdeherz Cytochrom ¢ (Wt). Die Aminosauresequenz ist im
Einbuchstabencode angegeben. Helikale Sequenzabschnitte (rot) und Verknipfungspunkte zur Ham-
Gruppe sind eingetragen. Die rekombinanten Cytc Varianten mit den im Text beschriebenen
Positionen der Hisg Tags (griin) sind ebenfalls dargestellt.



74 Herstellung genetisch modifizierter Cytochrom ¢ Konstrukte

In der Aminosaurekette des Cyt ¢ sind beide Termini frei zuganglich (Abbildung 4.1), sodass

die Modifikation der Enden mit einem His Tag die Proteinstruktur kaum beeinflussen sollte.

Abbildung 4.2 zeigt eine Ubersicht (iber die in dieser Arbeit durchgefiihrten Modifikationen.
Ausgehend vom Wildtyp (Wt), sollten drei rekombinante Proteine mit His Tags hergestellt
werden. Die erste Variante sollte einen Hisg Tag am N-Terminus tragen (N-his), die zweite
Variante einen am C-Terminus (C-his). Als dritte Variante war ein Protein mit Hiss Tags am
N- und C-Terminus geplant (NC-his). Es muss darauf hingewiesen werden, dass trotz der
Bezeichnung N-terminaler His Tag, die N-stdndige Aminoséaure in diesem Fall ein Methionin
ist, auf das dann erst die sechs Histidine folgen. Der Grund hierflr ist, dass die Translation

wahrend der Proteinbiosynthese stets mit einem N-terminalen Methionin beginnt.

4.1.2 Cystein Tag

Eine alternative Mdglichkeit Proteine zu immobilisieren, beruht auf der hohen Bindungsstarke
zwischen Schwefel und Gold [Nuzzo et al. 1990]. Die Bindung des Proteins erfolgt tber die
Thiolgruppe von Cystein-Resten an Goldoberflachen. In der Aminosaurekette von
Pferdeherz Cyt ¢ sind zwei Cysteine vorhanden, Cys14 und Cys17 [Bushnell et al. 1990],
Uber die sich das Protein auf Goldoberflaichen immobilisieren lassen koénnte.
Elektrochemische Untersuchungen mit Cytc, das auf diese Weise kovalent auf einer
Elektrodenoberflache immobilisiert wurde, zeigten jedoch keine Redoxantworten (siehe
Kapitel 5.1.2). Diese Beobachtung ist darauf zurlckzuflihren, dass beide Cysteine in Cyt ¢
an die Hdm-Gruppe gebunden sind. Binden die Cysteine an die Goldoberflache, kommt es
zu einer Umorientierung oder sogar Freisetzung der Hdm-Gruppe und folglich zum Verlust
der Redoxaktivitat des Cyt c. Im Gegensatz zu Pferdeherz Cyt c, besitzt Cyt ¢ aus der Hefe
Saccharomyces cerevisiae ein drittes, ungebundenes Cystein (Cys102) innerhalb der
Aminosauresequenz [Bushnell et al. 1990]. Untersuchungen mit dem Hefe Cyt ¢ (YCC)
ergaben, dass Cys102 fir eine spezifische Bindung an Goldoberflachen genutzt werden
kann [Hansen et al. 2003], wobei es zu einer einheitlichen Orientierung des Proteins an der
Oberflache kommt [Stayton et al. 1992; Gerunda et al. 2004]. Elektrochemische
Untersuchungen von [Heering et al. 2004] und [Bortolotti et al. 2006] zeigten, dass die native
Elektronentransfer-Funktionalitdt von YCC erhalten bleibt. Neben einem stabilen und
schnellen Elektronentransfer zwischen Elektrode und YCC konnte auch gezeigt werden,
dass es zu einem effizienten Elektronenaustausch mit den natirlichen Reaktionspartnern

von YCC wie etwa Cytochrom ¢ Peroxidase, cd; Nitritreduktase, sowie NO-Reduktase
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kommt [Heering et al. 2004]. In YCC befindet sich Cys102 in unmittelbarer Nahe des
C-terminalen Endes. Der C-Terminus liegt gegentber der frei liegenden Ecke der Ham-
Gruppe [Louie und Brayer 1990] und der Lysin-reichen Region, Uber die die elektrostatische
Immobilisierung von Cyt ¢ erfolgen kann. Da es aufgrund der Lysine zur Interaktion mit den
natlrlichen Redoxpartnern wie bc; Komplex (Cyt ¢ Reduktase) [Hunte et al. 2002] und Cyt ¢
Oxidase [Dopner et al. 1999; Roberts und Pique 1999] kommt, ist zu vermuten, dass bei
einer Bindung Uber den C-Terminus die Lysin-reiche Region frei zuganglich bleibt. Fir eine
bifunktionale Immobilisierung von Pferde Cytc, bietet sich als Erganzung zur
elektrostatischen Immobilisierungsmethode ein C-terminal gelegener Cystein Tag (Cys Tag)
an. Um sterische Behinderungen durch das Protein und mdgliche Deformationen der
Proteinstruktur bei der Immobilisierung zu verhindern, entwickelten [Shi et al. 2004] fur das
Enzym Glucoseoxidase einen Uber eine Linker-Peptidsequenz mit dem C-terminalen Ende
des Proteins verbundenen Cys Tag und zeigten, dass sich mit diesem Tag eine kontrollierte
Orientierung des rekombinanten Proteins auf Au Oberflachen erzielen lie®. Far
bioelektronische Anwendungen ist zu beachten, dass die Linkersequenz aus nicht zu vielen
Aminosauren besteht, da ansonsten kein Elektronentransfer zwischen Elektrode und Protein
stattfinden kann. Eine hohe Bindungseffizienz lasst sich durch Verwendung mehrerer
Cysteine erreichen [Ichihara et al. 2006; Lee et al. 2007]. Aus diesem Grund wurde in dieser
Arbeit ein Cys, Tag eingefiigt (Abbildung 4.3).

Protein

Cys-Cys-Ala-Gly-Gly-Ser-Tyr- (_/

Ala = Hydrophobe Aminosaure
Ser, Tyr = Hydrophile Aminosaure
Tyr = Aromatische Aminos&ure

Abb. 4.3 Vereinfachte Darstellung des C-terminal an Cyt ¢ angefugten Cys Tags. Er besteht aus zwei
terminalen Cysteinen, der hydrophoben Aminosaure Alanin, zwei Glycinen, sowie den hydrophilen

Aminosauren Serin und Tyrosin. Tyrosin enthalt zudem eine aromatische Seitengruppe.

Eine Passivierung der Goldoberflache mit einer Monolage aus Thioalkoholen sollte bewirken,
dass nur der eingefligte Cys Tag an die Goldelektrode bindet und nicht die internen Cysteine
des Cytc. Um die Immobilisierung von Cytc auf der protektierten Goldoberflache zu

ermdglichen, muss der Energiegewinn bei der Bindung des Tags groRer sein, als der des
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jeweiligen Thioalkohols. Dieses kann durch zwei aufeinander folgende Cysteine im Cys Tag
erreicht werden. Hierdurch sollte sich das chemische Gleichgewicht zugunsten der Cys-Au
Bindung verschieben. Thioalkohole bestehen aus einer hydrophoben Alkylkette und einer
hydrophilen OH-Kopfgruppe. Die Lange und Sequenz des Linkerpeptids wurde so gewahlt,
dass eine Immobilisierung des rekombinanten Cyt ¢ zwischen den Thioalkoholen erfolgen
konnte (Abbildung 4.3). Hierzu wurde neben die Cysteine Alanin, eine hydrophobe
Aminosaure eingefligt, die eine Bindung an die Goldoberflache zwischen den hydrophoben
Regionen der Thioalkohole gewahrleisten sollte. Angrenzend wurden analog zu [Hu et al.
2005] zwei aufeinanderfolgende Glycine (Gly) als Spacer eingesetzt. Da die OH-Kopfgruppe
der Thioalkohole und die nach auften weisenden Bereiche von Cyt ¢ hydrophil sind, wurden
im Ubergangsbereich zur urspriinglichen Aminosduresequenz von Cyt c zwei hydrophile

Aminosauren platziert.

Neben einem Konstrukt, mit C-terminalem Cys Tag, ware auch ein N-terminaler Cys Tag
denkbar gewesen. Da die Proteinbiosynthese jedoch am N-Terminus beginnt, bestand die
Gefahr, dass es zu Fehlfaltungen aufgrund von Wechselwirkungen mit den internen
Cysteinen kommt. Hierdurch ware die Proteinstruktur und die Anbindung der Ham-Gruppe
verandert worden. Auflerdem ist die Positionierung eines endstandigen Cysteins am
N-Terminus nicht moglich, da wie bereits erklart die N-stdndige Aminosaure stets ein
Methionin ist. Aus diesen Grinden wurde auf die Herstellung eines N-terminalen Cys Tags
verzichtet. Stattdessen sollte ein Konstrukt mit N-terminalem His Tag in Kombination mit
C-terminalem Cys Tag hergestellt werden. Abbildung 4.4 gibt eine Ubersicht (iber die in

dieser Arbeit hergestellten rekombinanten Konstrukte mit Cys Tag.

C-cys T

N-his/C-cys Hs, I .. M Cys

Abb. 4.4 Schematische Darstellung von rekombinantem Pferdeherz Cytochrom ¢ mit C-terminalem

Cys Tag (C-cys) und der Kombination aus N-terminalem His Tag und C-terminalem Cys Tag
(N-his/C-cys).
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4.2 Klonierung der Immobilisierungstags

Als Matrize fir die Klonierung der verschiedenen Tags, diente der von [Rumbley et al. 2002]
entwickelte Expressionsvektor pJRhrsN2 (siehe Kapitel 3.4.1), der das Wildtypgen des
Pferdeherz Cyt c tragt (Abbildung 4.2). Die Nukleotidsequenz des Wildtypgens wurde mittels
PCR modifiziert. Die rekombinanten PCR-Fragmente wurden in einen Expressionsvektor

ligiert und in E. coli Zellen transformiert.

Ein optimiertes Cyt ¢ Gen mit N-terminalem His Tag wurde uns von [Rumbley et al. 2002] als
Expressionskonstrukt pJRopti1 zur Verfliigung gestellt. In diesem Konstrukt befindet sich
zwischen dem N-Terminus des Cyt ¢ Gens und dem His Tag eine kurze Peptidsequenz. Die
Sequenz lle-Glu-Gly-Arg enthalt eine Faktor Xa Protease-Schnittstelle, Giber die sich der His

Tag entfernen lassen sollte [Rumbley et al. 2002].

Die von [Rumbley et al. 2002] erhaltenen Expressionsvektoren pJRhrsN2 und pJRopti1
wurden in E. coli XL1-Blue retransformiert. Zur Vervielfaltigung der Plasmid-DNA, wurden die
transformierten Zellen, wie unter 3.5.1 beschrieben, kultiviert und anschlieBend eine
Maxipraparation der Plasmid-DNA (3.5.2) durchgefiihrt. Die Ausbeute der Plasmid-DNA
wurde anhand der Ethidiumbromidfluoreszenz durch Vergleich mit einem Gréfen- und
Mengenstandard in einem Agarosegel abgeschatzt (3.5.2). Die Ausbeute betrug flr

pJRhrsN2 ca. 1 ug/ml und fir pJRopti1 ca. 1,25 ug/mil.

4.2.1 PCR Amplifikation

Das Einbringen der Tag kodierenden Sequenzen am 5’- bzw. 3-Ende des Wildtypgens
erfolgte mittels PCR mit spezifischen Primern, die in Abbildung 4.5 und Abbildung 4.6

gezeigt sind.

Tag-Sequenz

Abb. 4.5 Schematische Darstellung des PCR basierten Mutationsprinzips zum Einflgen der

Tag-Sequenzen am N- bzw. C-terminalen Ende des Cyt ¢ Gens.
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Insgesamt wurden vier PCR Reaktionen durchgefiihrt. Eine Ubersicht (ber die benutzten
Primerpaare, mit den darauf kodierenden Regionen, ist nachfolgend gezeigt (Abbildung 4.6).
Die Schmelztemperatur T,, wurde, wie unter 3.5.2 beschrieben, errechnet. In rot dargestellt
sind zur Matrize komplementare Abschnitte. Restriktionsschnittstellen, tber die die Ligation
erfolgen sollte, sind unterstrichen. Der fir den Affinitdtstag kodierende Bereich ist grau
unterlegt. Ebenfalls gekennzeichnet sind Start- und Stoppkodons fiir die Proteinbiosynthese.
Der Primer FS_His b5 tragt eine zusatzliche nicht zum Template homologe EcoRI
Restriktionsschnittstelle, tber die urspriinglich, analog zu den Modifikationen von [Rumbley
et al. 2002], die Ligation in den Expressionsvektor erfolgen sollte. Tatsachlich wurde spater

die ebenfalls auf dem Primer enthaltene Kpnl Restriktionsschnittstelle zur Ligation genutzt.

Alle PCR Reaktionen erfolgten nach dem in Tabelle 4.1 dargestellten Schema und fihrten in

allen Fallen zur Amplifikation des gewtinschten Inserts.

Tab. 4.1 Schema der PCR Zyklen mit entsprechenden Inkubationstemperaturen

Phase Zeit Temp.
1. Denaturierung 150 sec 94°C
Denaturierung | 30sec  |wcC |}
Annealing 30 sec 57°C 30 Zyklen
Elongation 30 sec 72°C
Cooling | unendiich |4 |

Nach der PCR Amplifikation erfolgte die Aufreinigung der Fragmente mit Hilfe einer

Phenol-Chloroform Extraktion mit anschlieBender Ethanol-Prazipitation (siehe Kapitel 3.5.2).
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PCR 1: Insert C-his: C-Terminaler His Tag:
Primer 1: 5’ Oligo: (FS_His_b5); T, = 66°C

Kpnl
5-TTACGAATTCGAGCTCGGTACC-3’

Primer 2: 3’Oligo: (FS_His_b3cor); T,,, = 60°C

BamHI| Stopp Hisg
5-GGCCGGATCC-TTA-GTGATGATGATGATGATGTTCGTTAGTAGCCTTCTTCAAG-3

PCR 2: Insert NC-his: C-Terminaler His Tag + N-Terminaler His Tag:
Primer 1: 5’ Oligo: (FS_His_a5n) = N-terminaler HIS; T, = 62°C

Kpnl  Met Hisg
5-TTACGGTACC-ATG-CACCATCATCATCATCATGGTGACGTTGAAAAGGGTAAG-3
Primer 2: 3'Oligo: (FS_Cys_c3); T,, = 62°C

BamHI Stopp Cys, Linker
5-GGCCGGATCC-TTA-ACAACARGCACCACCACTETATTCGTTAGTAGCCTTCTTCAAG-3’

PCR 3: Insert C-cys: C-Terminaler Cys Tag:
Primer 1: 5’ Oligo: (FS_His_b5) enthalt bereits Kpnl-Schnittstelle!; T,, = 66°C

Kpnl
5-TTACGAATTCGAGCTCGGTACC-3’

Primer 2: 3'Oligo: (FS_Cys_c3); T,, = 62°C

BamHI Stopp Cys; Linker
5-GGCCGGATCC-TTA-ACAACARGCACCACCACTETATTCGTTAGTAGCCTTCTTCAAG-3’

PCR 4: Insert N-his/C-cys: C-Terminaler Cys Tag + N-Terminaler His Tag:
Primer 1: 5’ Oligo: (FS_His_a5n) = N-terminaler HIS; T, = 62°C

Kpnl  Met Hisg
5-TTACGGTACC-ATG-CACCATCATCATCATCATGGTGACGTTGAAAAGGGTAAG-3’
Primer 2: 3'Oligo: (FS_His_b3cor) = C-terminaler HIS; T, = 60°C

BamHI Stopp Hisg
5-GGCCGGATCC-TTA-GTGATGATGATGATGATGTTCGTTAGTAGCCTTCTTCAAG-3’

Abb. 4.6 Ubersicht der Primerpaare fiir die durchgefiihrten PCR Reaktionen
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4.2.2 Ligation

Die PCR Fragmente sollten in den Vektor pJRhrsN2 ligiert werden. Dazu musste zunachst
das Wildtyp Cytc Gen ausgeschnitten werden. Hierzu wurde das Plasmid mit den
Restriktionsenzymen BamHI und Kpnl geschnitten. Die Aufreinigung des geschnittenen
Vektors erfolgte nach der elektrophoretischen Auftrennung aus einem 0,75%igen Agarosegel
mit der Elutionsmethode (3.5.2). Die PCR Produkte wurden mit den gleichen
Restriktionsenzymen geschnitten und die Fragmentbanden aus einem 2%igen Agarosegel
isoliert. Fiir die Ligation wurden 1-2 pl geschnittener Vektor (ca. 50 ug) und ein Uberschuss
an geschnittenem Insert, wie unter 3.5.2 beschrieben, fur 2-3 h bei RT inkubiert. Zur
Kontrolle auf Selbstligation wurde ein Ligationsansatz mit 5 yl geschnittenem Vektor, aber

ohne Zugabe von PCR Fragmenten durchgefihrt.

4.2.3 Transformation und Selektion

Nach der Ligation erfolgte die Transformation der Ligationsprodukte in E. coli XL1-Blue
Zellen, mit anschlielRender Selektion auf positive Klone (3.5.2). Die Selektion erfolgte auf
ampicillinhaltigem LB-Agar. Auf diesem Medium konnen nur Bakterien wachsen, die Uber
eine Ampicillinresistenz verfugen. Der Expressionsvektor tragt ein Ampicillin Resistenzgen,
sodass Bakterien, die diesen Vektor aufgenommen haben in der Lage sind, auf
ampicillinhaltigen Medien zu wachsen und Kolonien zu bilden. Alle Ansatze bei denen die
Inserts mit dem geschnittenen Vektor ligiert wurden, lieferten >>100 Kolonien pro Platte. Die
Selbstligationsansatze zeigten dagegen nur eine sehr geringe Kolonienzahl (10-20 pro
Platte). Somit kann von einer sehr geringen Selbstligationsrate ausgegangen werden und auf
eine hohe Effizienz der Ligation zwischen Vektor und jeweiligem Insert geschlossen werden.
Von den Ligationsansatzen (Vektor und Insert) wurden 10-20 Kolonien einzeln mit einem
sterilen Zahnstocher gepickt und in jeweils 5 ml ampicillinhaltiges LB-Medium Uberfiihrt. Die
Vermehrung der Zellen erfolgte UN bei 37°C im Rotationsinkubator. Die Plasmid-DNA wurde
durch alkalische Lyse (3.5.2) isoliert und einem Kontrollverdau unterzogen. Hierzu wurde die
gereinigte Plasmid-DNA mit BamHI und Kpnl verdaut, um die Klone zu identifizieren, die
tatsachlich das rekombinante Insert tragen. Das Ergebnis des Kontrollverdaus wurde mit
Hilfe eines 2%igen Agarosegels Uberpruft. Fur alle vier rekombinanten Konstrukte wurden
positive Klone gefunden (Abbildung 4.7). Diese Zellen wurden vermehrt und daraus mit Hilfe
einer Plasmid Maxi-Praparation die Expressionsvektoren pJRhrsN2-Chis, pJRhrsN2-NChis,
pJRhrsN2-Ccys und pJRhrsN2-NhisCcys aufgereinigt.
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a.) Kontrollverdau pJRhrsN2 (C-cys): b.) Kontrollverdau pJRhrsN2 (C-his):

¢.) Kontrollverdau pJRhrsN2 (N-his/C-cys):  d.) Kontrollverdau pJRhrsN2 (NC-his):

Abb. 4.7 Doppelverdau mit Kpnl/BamHI zur Identifikation positiver Klone. Plasmid-DNA von je 4
zufallig ausgewahlten Bakterienklonen im 2%-igen Agarosegel. VektorgroRe (pJRhrsN2) ca. 4200 Bp.
Jeweils links aufgetragen ist A-DNA Marker (Vergleiche Abb. 3.3). Die unterste Bande des Markers
entspicht einem 564 Bp groRen DNA Fragment.

4.3 Proteinexpression

Zur Expression der rekombinanten Cyt ¢ Varianten mussten die Expressionsvektoren in
einen fur hohe Proteinausbeuten optimierten Expressionsstamm retransformiert werden. Die
Retransformation in E. coli BL21 (DE3), der bei [Rumbley et al. 2002] die hdchsten
Ausbeuten erzielte, schlug fehl. Deshalb erfolgte die Retransformation in den Stamm
E. coli BL21-CodonPlus-RIL. Auch der fiur Wt Cyt ¢ kodierende Vektor pJRhrsN2 und der fur
den N-terminalen His Tag kodierende pJRopti1 wurden in diesen E. coli Stamm

retransformiert.

Die Proteinexpression aller rekombinanten Konstrukte und des Wildtyps erfolgte nach
[Rumbley et al. 2002], wie unter 3.5.1 beschrieben. Hierbei wurde eine
Inkubationstemperatur von 30°C und ein Zeitraum von 50 h gewahlt, da unter diesen
Bedingungen die grofiten Ausbeuten zu erwarten waren [Rumbley et al. 2002]. Obwohl das

Cyt ¢ Gen unter der Kontrolle des P(lac) Promotors steht, wurde auf eine IPTG Induktion
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verzichtet, da sich hierdurch keine Steigerung der Ausbeute erzielen liel® [Rumbley et al.
2002]. Die Zellen wuchsen in allen Fallen gut an. Ab einer Inkubationszeit von etwa 20 h,
zeigte sich bei fast allen Ansatzen eine allmahlich zunehmende Verfarbung der Zellkultur von
urspriinglich braungelb ber hellbraun-rosa, bis hin zu einem dunklen Rot nach etwa 50 h.
Lediglich der Expressionsansatz des rekombinanten Cyt ¢ mit N-his/C-cys Tag zeigte keine
Rotfarbung. Die allmahliche Verfarbung der Kulturen deutet auf die Expression von Cyt ¢ hin,
da Cyt ¢ aufgrund der Ham-Gruppe rot gefarbt ist. Die Tatsache, dass sich eine Kultur nicht
rot verfarbte, kann damit erklart werden, dass hier entweder kein oder nur sehr wenig Cyt ¢
exprimiert wurde, oder der Einbau der Ham-Gruppe in das exprimierte Cyt ¢ nicht korrekt

erfolgte.

4.4 Proteinaufreinigung

Fur die Aufreinigung des rekombinanten Cytc wurden die Zellen, wie unter 3.5.3
beschrieben,  aufgeschlossen. Die  Zellyse erfolgte entweder in 20 mM
Natriumphosphatpuffer pH 8,0 oder fiir alle His getaggten Konstrukte in 50 mM
Natriumphosphatpuffer mit 300 mM NaCl und 10 mM Imidazol, pH 8,0. Hierbei wurde das
exprimierte Cyt ¢ aus den Zellen freigesetzt und in Lysepuffer Gberfuhrt. Fir die Aufreinigung
des Cyt ¢ aus dem Lysat wurden zwei unterschiedliche chromatographische Trennverfahren
eingesetzt. Das rekombinant hergestellte Wt Protein, sowie Cyt ¢ mit C-terminalem Cys Tag
(C-cys) lielRen sich Uber lonenaustauschchromatographie aufreinigen (siehe 3.5.3). Die
Aufreinigung Uber eine Kationenaustauschsaule wird aufgrund der positiven Nettoladung von
Cyt c in der Literatur als Standardverfahren beschrieben [Margoliash und Walasek 1967;
Sherman et al. 1968]. Die Effizienz, der auf diese Weise durchgefiihrten Aufreinigung des
rekombinanten Wt Cyt ¢ und des Cyt ¢ (C-cys), konnte mit bloRem Auge beobachtet werden.
Pro Aufreinigung wurden mehrere Eluatfraktionen von jeweils 1 ml gesammelt. Dabei zeigte
sich in den Eluatfraktionen 2 und 3 die starkste Rotfarbung. Da jedoch auch andere positiv
geladene Proteine an das Saulenmaterial binden, reicht dieser Aufreinigungsschritt alleine
nicht aus, um Cyt ¢ zu reinigen. Aufgrund der guten Ldslichkeit von Cyt ¢, bietet sich eine
Ammoniumsulfatfallung als anschlieRender Aufreinigungsschritt an. Wahrend nahezu alle
Proteine bei hohen Ammoniumsulfatkonzentrationen ausfallen, bleibt Cyt ¢ selbst bei Uber
55% Sattigung in Lésung [Sherman et al. 1968]. Nach einer Zentrifugation wurde die immer
noch deutlich rot gefarbte Cyt ¢ L6sung abgenommen. Zum Entfernen des Ammoniumsulfats

wurde gegen 5,78 mM Phosphatpuffer pH 7,0 dialysiert.
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Alle His getaggten Cyt ¢ Varianten wurden affinitdtschromatographisch tiber NiNTA Agarose
aufgereinigt. Diese chromatographische Methode wird routinemaRig fir die Aufreinigung His
getaggter Proteine benutzt. Der His Tag bindet an die NINTA Doméanen der Saulenmatrix.
Alle anderen Proteine kénnen ausgewaschen werden. Die Elution der His getaggten
Proteine erfolgte kompetitiv mit hohen Konzentrationen Imidazol (250 mM). Auch bei dieser
Methode liel sich die Aufreinigung Uber die rote Farbung verfolgen. Die Eluatfraktionen
wurden zum Entfernen des Imidazols dialysiert. Die Proteinausbeuten beider
Aufreinigungsvarianten wurden nach [Bradford 1976] bestimmt und sind in Tabelle 4.2 als
relative Ausbeuten bezogen auf einen Liter Zellkulturvolumen angegeben. Die Angabe der
Proteinmenge in Milligramm pro Liter Zellkulturvolumen ermdglicht den direkten Vergleich mit
den von [Rumbley et al. 2002] beschriebenen Proteinausbeuten. Die Effizienz der
Expression der rekombinanten Cyt c Varianten und der einzelnen Aufreinigungsschritte
wurde durch  gelelektrophoretische  Auftrennung mit einem  denaturierenden
SDS-Polyacrylamidgel und anschlieRender Coomassie Farbung Uberprift. Abbildung 4.8
zeigt die Ergebnisse beider Aufreinigungsmethoden exemplarisch anhand von Cyt ¢ (C-cys)
und Cyt ¢ (NC-his).

Durch Zugabe von hohen Salzkonzentrationen (500 mM NaCl bei
lonenaustauschchromatographie; 250 mM Imidazol bei Affinitatschromatographie), lie3 sich
das Zielprotein von der Saule eluieren. In den Eluatfraktionen aller aufgereinigter
Proteinkonstrukte zeigte sich die flir Cyt c charakteristische Bande bei etwa 14,4 kDa.
Pferdeherz Cytc hat ein Molekulargewicht von 12,38 kDa. Das im Gel angefarbte
rekombinante Cyt ¢ zeigte somit ein apparent etwas groReres Molekulargewicht. Der gleiche
Effekt zeigte sich bei kommerziellem Cytc und konnte auf eine nicht vollstandige
Denaturierung der Proteine zurickzufihren sein. Darlber hinaus ist bekannt, dass bei
Proteinen, die viele polare Aminosduren enthalten, das tatsachliche Molekulargewicht ein
anderes sein kann, als das errechnete [Mowatt und Clayton 1988; Ramachandran et al.
1998]. Neben der Bande von Cyt ¢ zeigten sich in den Eluatfraktionen, unabhangig von der
Aufreinigungsmethode, noch weitere schwache Banden. Diese stammen von Proteinen, die
ebenfalls an das Saulenmaterial gebunden haben. Um diese Proteine zu entfernen wurden
die Eluatfraktionen vereinigt, mit Ammoniumsulfat gefallt und anschlief3end dialysiert. Der
Erfolg der Aufreinigung zeigt sich im SDS-Proteingel. Nach Ammoniumsulfatfallung und
Dialyse sind keine Kontaminationsbanden mehr zu erkennen. Neben der Bande von Cyt ¢
bei etwa 14,4 kDa finden sich ein bis zwei weitere prominente Banden bei etwa doppeltem

und dreifachem Molekulargewicht von Cyt c. Diese Proteinbanden finden sich auch bei der
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gelelektrophoretischen Auftrennung von kommerziellem Cytc und reprasentieren eine
Dimer- und Trimerform von Cyt c. Die Gesamtausbeute von Cyt ¢ wurde vor und nach der

Ammoniumsulfatfallung nach der Methode von [Bradford 1976] bestimmt (Tabelle 4.2).

a
Lysat |Durchfiuss | 15" | gyat | Eiuat 2 | Eluat3 | Eluat4 | Eluats |omysar| iy
S 97,0kDa
. | 0650kDa
, 45,0 kDa
W 300 kDa
- -
B 1
_. i
i | 201 kDa
14,4 kDa

Lysat | Durchfluss | Mas<h- E|uau| Eluat 2 | Eluat3 | Eluatd | Eluats |n|u,-m* w"d"“l

97,0 kDa

66,0 kDa
45,0 kDa

30,0 kDa

. 20,1 kDa

14,4 kDa

T Mach Ammoniumsulfatfallung und Dialyse

Abb. 4.8 Coomassie gefarbte SDS-Polyacrylamidgele von Proben der einzelnen Protein
Aufreinigunsgsschritte: (a) fiir Cyt ¢ (C-cys); (b) fur Cyt ¢ (NC-his). Fir Cyt ¢ charakteristische Banden
sind durch Pfeile markiert. Zum Vergleich aufgetragen ist ein LMW GréRenstandard. Die GréRRen der

Standardproteine sind angegeben.

Im Lysat der Expressionsansatze zeigte sich eine prominente Proteinbande in der
GréRenordnung von Cyt ¢, die auf eine Uberexpression hindeutet. Diese Bande wurde bei
allen Cyt ¢ Expressionsansatzen mit Ausnahme von Cyt ¢ (N-his/C-cys) beobachtet und lasst
darauf schlieRen, dass alle Konstrukte bis auf Cyt ¢ (N-his/C-cys) Uberexprimiert wurden.
Auch mit anderen, unabhangigen Klonen, liel® sich Cyt ¢ (N-his/C-cys) nicht exprimieren.
Sowohl bei der Aufreinigung mittels lonenaustauschchromatographie, als auch bei der

mittels Affinitatschromatographie, erschien diese Bande im Durchfluss deutlich schwacher
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und war in der Waschfraktion beinahe nicht mehr erkennbar. Das lasst eine effiziente

Bindung des Zielproteins an die jeweilige Sdulenmatrix vermuten.

Tab. 4.2 Aus den Eluatfraktionen bestimmte Gesamtausbeuten aller rekombinanter Cyt ¢ Varianten,
bestimmt nach [Bradford 1976] vor und nach der Ammoniumsulfatfallung. Die Ausbeuten sind in
Milligramm pro Liter Zellkulturvolumen angegeben. Die jeweilige Aufreinigungsmethode

lonenaustauschchromatographie (IAC) bzw. Affinitatschromatographie (AC) ist angegeben.

Protein Ausbeute Protein Ausbeute
Cyt ¢ Konstrukt Aufreinigung (mg/L] nach Ammoniumsulfatfallung
[mg/L]

Cyt ¢ (Wt) IAC 18 28

Cyt ¢ (C-cys) IAC 22 a7
Cyt ¢ (N-his) AC 54 _

Cyt ¢ (C-his) AC 45 y

Cyt ¢ (NC-his) AC 48 "
Cyt ¢ (N-his/C-cys) AC 0 _

Die Aufreinigung von Cytc(Wt) und Cytc(C-cys) mittels Kationenaustausch-
chromatographie erzielte vergleichbare Gesamtausbeuten von etwa 20 mg/L Protein. Die
Ammoniumsulfatfallung fiihrte in beiden Fallen zu deutlichen Verlusten an Cytc. Zwar
wurden mit der Ammoniumsulfatfallung kontaminierende Proteine entfernt, sie ist aber nicht

spezifisch und prazipitiert offenbar auch Teile des Cyt c.

Deutlich hdhere Gesamtausbeuten wurden bei der affinitdtschromatographischen
Aufreinigung der His getaggten Proteine erzielt. Die Ausbeuten lagen fur alle Konstrukte in
derselben GréRenordnung und nur geringfligig unter den maximalen von [Rumbley et al.
2002] berichteten Ausbeuten (60-65 mg/L). Dieses demonstriert die hohe Spezifitat und
Effizienz dieser Aufreinigungsmethode. Durch die Ammoniumsulfatfallung kommt es auch
hier zu groRen Ausbeuteverlusten. Fir Cyt ¢ (N-his) wurde keine Ammoniumsulfatfallung

durchgefluhrt, da sich im Eluat nur sehr wenige kontaminierende Banden zeigten.

Es bleibt festzuhalten, dass alle rekombinanten Cytc Konstrukte, mit Ausnahme von
Cyt ¢ (N-his/C-cys), erfolgreich exprimiert und aufgereinigt werden konnten. Trotz der hohen
Verluste wahrend der Ammoniumsulfatfallung, waren die erzielten Ausbeuten fir die

weiterfihrenden Untersuchungen vollkommen ausreichend.
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4.5 Untersuchung auf Funktionalitat

Nach der erfolgreichen Proteinaufreinigung wurde Uberprift, ob das Cyt ¢ funktional war.
Aufgrund der intrinsischen Ham-Gruppe kénnen Chromoproteine sehr gut mittels UV/VIS
Spektroskopie charakterisiert werden und zeigen im Spektrum spezifische Absorptionspeaks
[Will et al. 1983]. Die Spektren von oxidiertem und reduziertem Cyt ¢ unterscheiden sich
deutlich voneinander. Reduziertes Cyt ¢ zeigt drei charakteristische Absorptionsbanden. Bei
einer Wellenlange von 416 nm liegt die Soret-Bande. Zusatzlich absorbiert reduziertes Cyt ¢
bei einer Wellenlange von 520 nm (B-Bande) und 550 nm (a-Bande) [Margoliash und
Walasek 1967; Winogradov et al. 1972; Stade und Brambl 1980]. Bei oxidiertem Cytc
verschmelzen a- und B-Bande zu einem Peak bei 530 nm. AuRerdem ist die Soret-Bande
nach 410 nm verschoben [Margoliash und Walasek 1967; Winogradov et al. 1972; Stade und
Brambl 1980]. Dieses Absorptionsverhalten ist auf die Ham-Gruppe zurlckzufiihren und
beruht auf dem - Ubergang des Porphyrinrings. Die Aminoséurekette besitzt aufgrund
von aromatischen Aminosaureseitengruppen ein Absorptionsmaximum bei 280 nm. Da die
aufgereinigten Cyt ¢ Varianten teilweise oxidiert oder reduziert vorlagen, wurde oxidiertes
Cyt ¢ durch Zugabe von Natriumdithionit in die reduzierte Form Uberflhrt. Natriumdithionit
absorbiert bei Wellenlangen <380 nm stark. Deshalb wurden die Absorptionsspektren
zwischen 380 nm und 600 nm aufgenommen, da hieraus ersichtlich wird, ob die
Ham-Gruppe korrekt in das Protein eingebaut ist. Alle Spektren wurden mit dem Spektrum
von nativem Cyt ¢ aus Pferdeherz verglichen (Abbildung 4.9). In Abbildung 4.9 a ist das
Spektrum von nativem (kommerziellem) Pferdeherz Cyt ¢ gezeigt. Dieses liegt in oxidierter
Form vor. Die Soret-Bande bei 410 nm ist zu erkennen. Durch Zugabe von Natriumdithionit
wurde das Protein reduziert (Abbildung 4.9 b). Deutlich zu erkennen sind die definierten
Absorptionsbanden bei 520 nm und 550 nm, sowie die leicht verschobene Soret-Bande. Die
Graphen 4.9 c-g zeigen die Absorptionsspektren aller rekombinanten Cyt ¢ Varianten. Auler
Cyt ¢ (N-his) lagen alle anderen Proteine nach der Aufreinigung in reduzierter Form vor.
Cyt ¢ (N-his) wurde durch Zugabe von Dithionit in die reduzierte Form Uberfihrt. Alle
Spektren zeigen die charakteristische Soret-Bande und die fir reduziertes Cytc
charakteristische Absorption bei 520 nm und 550 nm. Lediglich die Lage der Soret-Bande
des rekombinanten Wildtyps liegt mit einem Maximum von 411 nm eher im Bereich der
Bande von oxidiertem Cyt ¢c. Da gleichzeitig die Banden bei 520 nm und 550 nm deutlich
schwacher ausgepragt sind, muss davon ausgegangen werden, dass das aufgereinigte

Protein teilweise in oxidierter und teilweise in reduzierter Form vorlag.
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Abb. 4.9 UV/VIS Spektren der aufgereinigten Cytc Varianten. Zum Vergleich wurde das
Absorptionsspektrum von kommerziellem Cyt c aus Pferdeherz im Wellenldngenbereich zwischen
380 nm und 600 nm gemessen. Alle rekombinanten Proteine wurden im reduzierten Zustand
untersucht: (a) Kommerzielles Cyt ¢ in oxidiertem Zustand; (b) Kommerzielles Cyt ¢ nach Zugabe von
Dithionit; (c) Rekombinantes Wt Cyt c; (d) Cyt ¢ (N-his) nach Zugabe von Dithionit; (e) Cyt ¢ (C-his);
(f) Cyt ¢ (NC-his); (g) Cyt c (C-cys).
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Die unterschiedliche Héhe der Absorptionsmaxima lasst sich mit unterschiedlichen Cytc
Konzentrationen erklaren. Die Lage und Form der UV/VIS Banden kann als Nachweis
gewertet werden, dass die Ham-Gruppe korrekt in das Protein eingebaut wurde. Eine
Verkniupfung der Ham-Gruppe in falscher Orientierung hatte aufgrund der geanderten
Koordinationsbindung zu einem deutlich abweichenden Spektrum gefihrt [Santoni et al.
2004; Chen et al. 2007; Monien et al. 2007]. Die Absorptionsbanden kénnen genutzt werden,
um die Konzentration des Cyt ¢ zu bestimmen. Hierzu wurden die Absorptionsspektren von
kommerziellem, reduziertem Cytc aufgenommen. Fir die Messungen wurden
Proteinkonzentrationen zwischen 2 yM und 20 uM verwendet und anschlieBend die
Peakhohe der Soret-Bande gegen die jeweilige Konzentration aufgetragen. Anhand dieser
Kalibrierung lieRen sich die Proteinkonzentrationen der rekombinant hergestellten Proben
bestimmen. Dabei zeigte sich, dass im Vergleich zur Bestimmung des Proteingehaltes nach
[Bradford 1976] alle Proben niedriger konzentriert waren. Die UV/VIS spektroskopisch
bestimmten Gesamtausbeuten von Cyt ¢ und im Vergleich dazu die nach [Bradford 1976]
bestimmten Ausbeuten sind in Tabelle 4.3 gezeigt. Auch hier sind die Proteinausbeuten
analog zu Tabelle 4.2 auf das Kulturvolumen bezogen, um eine Vergleichbarkeit mit den

Literaturwerten zu ermdglichen.

Tab. 4.3 Vergleich der Gesamtausbeuten von rekombinantem Cyt ¢, ermittelt nach [Bradford 1976]
bzw. aus den Absorptionsmaxima der Soret-Bande in reduzierter Form mittels UV/VIS Spektroskopie.
Die Ausbeuten sind in Milligramm pro Liter Zellkulturvolumen angegeben. Die jeweilige

Aufreinigungsmethode lonenaustauschchromatographie (IAC) bzw. Affinitdtschromatographie (AC) ist

angegeben.
Pmtembgfgdn;‘g:gng nach UV/VIS Spektrum (Assenm)
oo rufrel. Protein Proteinn::l;lqsbeute Cyt e Cyte nAaL:jbeute
Konstrukt nigung Ausbeute Ammoniumsulfatfallung Ausbeute Ammoniumsulfatfallung
[mg/L] [mg/L] [mg/L] (ma/L]
Cyt ¢ (Wt) IAC 18 2,8 - 1,1
Cyt ¢ (C-cys) IAC 22 3,7 5,3 2,2
Cyt ¢ (N-his) AC 54 - 12,5 -
Cyt ¢ (C-his) AC 45 12 10,5 3,3
Cyt ¢ (NC-his) AC 48 3,8 15 2,2

Wie sich zeigte lagen die Proteinausbeuten bei nur 20-30% des nach [Bradford 1976]

bestimmten Wertes. Nach Ammoniumsulfatfallung und Dialyse lagen sie immer noch 40-60%
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unter den nach [Bradford 1976] bestimmten Cytc Ausbeuten. Die Verunreinigung der
Eluatfraktionen mit anderen Proteinen scheidet als alleinige Erklarung fir die abweichenden
Proteinmengen aus. Die Absorption bei 410 nm erfolgt durch die Porphyringruppe des Hams
und gibt somit nur Auskunft ber die Ham-Konzentration. Offenbar war nur ein Teil der
rekombinanten Cytc Proteine mit einer Ham-Gruppe beladen. Die Verknlpfung der
Ham-Gruppe mit dem Apocytochrom ¢ wird durch das Enzym Ham-Lyase katalysiert
[Dumont et al. 1987]. Aus diesem Grunde wurde zur rekombinanten Expression von Cyt ¢ in
E. coli von [Pollock et al. 1998] ein Tandemgen entwickelt, das neben Cyt ¢ auch Hdm-Lyase
aus Saccharomyces cerevisiae exprimiert. Trotz Verwendung dieses Tandemgens waren die
Cyt ¢ Ausbeuten gering [Rumbley et al. 2002]. Eine nicht vollstandige Beladung des
rekombinanten Cyt ¢ mit Hdm-Gruppen kann z.B. mit einer niedrigen Expressionsrate oder
eingeschrankten Funktionalitat der Ham-Lyase erklart werden. Denkbar ist auch, dass es bei
hohen Expressionsraten von Cytc zu einer Limitierung in der Versorgung mit der
eisenhaltigen Porphyringruppe kommt, oder einige Cyt ¢ Proteine Fehlfaltungen aufweisen,
die den Einbau der Hdm-Gruppe verhindern. Bei den weitergehenden Untersuchungen muss
somit berucksichtigt werden, dass nur etwa 40-60% des eingesetzten Cyt ¢ tatsachlich mit

Ham beladen und somit potentiell redoxaktiv sind.

In den Mitochondrien dient Cyt ¢ als Elektronenibertrager zwischen dem Cyt bc; Komplex
und der Cyt ¢ Oxidase. Natives Cyt ¢ kann von der Reduktase reduziert und von der Oxidase
oxidiert werden. Diese Reaktion lasst sich nutzen, um die Funktionalitdt des rekombinant
hergestellten Cyt ¢ zu Uberprifen. Der Oxidationszustand des Cyt ¢ wurde mittels eines
photochemischen Enzymtests in vitro untersucht, da zwischen beiden Redoxzustédnden
aufgrund des unterschiedlichen Absorptionsverhaltens unterschieden werden kann. Hierzu
wurde ein photochemischer Enzymtest zur Aktivitdtsmessung von Cyt ¢ Reduktase [Sigma
2002] verwendet. StandardmaRig wird bei der Messung eine definierte Menge an
kommerziellem Cyt ¢ von der Reduktase reduziert. Die Umsatzrate ist ein Maly fur die
enzymatische Aktivitdt der Reduktase. Zum Nachweis der Funktionalitdt von rekombinantem
Cyt ¢, wurde dieses Protokoll in abgewandelter Form verwendet (siehe Kapitel 3.7.1). Hierzu
musste das Cytc in oxidierter Form vorliegen. Da die meisten Aufreinigungsfraktionen
reduziertes Cyt ¢ enthielten, wurde dieses durch Zugabe von Kaliumhexacyanoferrat(lll) in
die oxidierte Form Uberfihrt. AnschlieBend wurde die enzymatische Reaktion
(Abbildung 4.10) durch Zugabe von Cyt ¢ Reduktase (= 0,05 U/ml), zusammen mit einer

ausreichenden Menge Reduktionsaquivalent B-NADH (ca. 1 mM) gestartet. Vor und nach der



90 Herstellung genetisch modifizierter Cytochrom ¢ Konstrukte

Zugabe erfolgte die Aufzeichnung des Absorptionsspektrums zwischen 480 nm und 600 nm.

Zur Kontrolle wurde auch kommerzielles Cyt ¢ vermessen (Abbildung 4.10 a).
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Abb. 4.10 UV/VIS Spekiren der unterschiedlichen rekombinanten Cytc Varianten im
Wellenlangenbereich zwischen 480 nm und 600 nm vor und jeweils 1 min, 3 min, 5 min und 7 min
nach Zugabe von Cytc Reduktase und NADH: (a) Kommerzielles Cytc; (b) Cytc (N-his);
(c) Cyt ¢ (C-his); (d) Cyt ¢ (NC-his); (e) Cyt c (C-cys).

In den meisten Fallen zeigte das vor der Enzymzugabe aufgezeichnete Spektrum die fir den
oxidierten Zustand typische Bande bei 530 nm. In einigen Fallen ist eine schwache Schulter
bei 550 nm zu erkennen (Abbildung 4.10 a/b). Das bedeutet, dass das eingesetzte Cyt c
nicht zu 100% in oxidierter Form vorlag. Bereits 1 min nach Zugabe der Reduktase zeigte
sich fast Uberall ein verandertes Spektrum. Es sind die fir reduziertes Cytc

charakteristischen Absorptionspeaks bei 520 nm und 550 nm zu erkennen. Mit zunehmender



Herstellung genetisch modifizierter Cytochrom ¢ Konstrukte 91

Inkubationszeit nimmt die Hohe dieser Absorptionsbanden zu. Nach 5 bis 7 min
Inkubationszeit war das Cyt c vollstandig reduziert. Mit Hilfe dieses photochemischen
Enzymtests konnte fir alle rekombinanten Cyt ¢ Varianten die Funktionalitat, im Hinblick auf
die Fahigkeit zur Interaktion mit Cyt ¢ Reduktase, gezeigt werden. Die rekombinant
hergestellten Proteine unterschieden sich diesbeziiglich nicht von kommerziellem Cyt c. In
einigen Fallen war eine langere Inkubationszeit bis zur vollstandigen Reduktion erforderlich.
Ursache  hierfur ~ kdnnten  schwankende  Konzentrationen des  eingesetzten
Kaliumhexacyanoferrat(lll) gewesen sein. Nach Zugabe der Reduktase kann eine Reaktion
von Uberschissigem Kaliumhexacyanoferrat(lll) mit B-NADH und bereits enzymatisch
reduziertem Cyt ¢ nicht ausgeschlossen werden, wodurch sich die vollstdndige Reduktion
des Cyt c verzdgert hatte (Abb. 4.10 c/d).

Die bisherigen Erkenntnisse kdnnen wie folgt zusammengefasst werden: Alle rekombinant
hergestellten Cyt ¢ Varianten, mit Ausnahme von Cyt ¢ (N-his/C-cys), wurden mit guter
Ausbeute exprimiert und aufgereinigt. Durch eine Ammoniumsulfatfallung konnte Cyt ¢ weiter
angereichert werden. Gleichzeitig kam es aber zur teilweisen Co-Prazipitation von Cyt c,
wodurch die Gesamtausbeute deutlich reduziert wurde. Die UV/VIS spektroskopischen
Untersuchungen haben gezeigt, dass maximal 40-60% des rekombinanten Cyt ¢ mit einer
Ham-Gruppe beladen sind. Mit Hilfe des photochemischen Enzymtests konnte gezeigt
werden, dass die Ham-beladenen, rekombinanten Cyt ¢ Varianten mit Cyt ¢ Reduktase

interagieren konnen und von dem Enzym reduziert werden.
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 Redoxverhalten von Cytochrom ¢ auf makroskopischen Elektroden

Fur die Immobilisierung von Redoxproteinen auf Elektrodenoberflachen steht eine Vielzahl
unterschiedlicher Immobilisierungsstrategien zur Verfligung (Kapitel 2.3). Neben der
kovalenten Immobilisierung des Proteins, gibt es die Mdoglichkeit der Physisorption an die
Elektrodenoberflaiche durch hydrophobe bzw. hydrophile Wechselwirkungen oder durch
elektrostatische Bindung. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die gangigsten
Immobilisierungsstrategien fur Pferdeherz Cyt ¢ und ihr Einfluss auf das Redoxverhalten
vergleichend untersucht werden. In der Literatur findet sich eine breite Anzahl von
elektrochemischen Untersuchungen zum Ladungstransfer von Cyt ¢ auf makroskopischen
Elektrodenoberflachen [Tarlov und Bowden 1991; Song et al. 1993; Feng et al. 1997; Avila et
al. 2000; Murgida und Hildebrandt 2001; Leopold et al. 2002B; Niki et al. 2002; Ataka und
Heberle 2003; Fedurco 2000]. Hierbei kamen unterschiedliche Immobilisierungsstrategien
zum Einsatz [Tarlov und Bowden 1991; Heering et al. 2004; Xu et al. 2004; Yue und
Waldeck 2005; Bortolotti et al. 2006; Ji et al. 2006; Nakano et al. 2007; De Wael et al. 2008].
Ziel der eigenen Untersuchungen war es, gangige Immobilisierungsstrategien zu
reproduzieren, darauf aufbauend alternative Ansatze zu entwickeln und sie in Bezug auf das
Redoxverhalten des immobilisierten Cyt ¢ zu untersuchen. Hierbei sollten eine oder mehrere
Immobilisierungsstrategien ermittelt werden, die eine hohe Oberflachenbedeckung der
Elektrode mit Cytc und gleichzeitig einen moglichst effizienten und reversiblen
Ladungstransfer zwischen Elektrode und Protein gewahrleisten. Die Charakterisierung des
Redoxverhaltens von immobilisiertem Cytc erfolgte an makroskopischen Au(111)
Einkristalloberflachen. Dabei handelt es sich um ein Substratmaterial, das aufgrund seiner
Eigenschaften als Elektrodenmaterial fur elektrochemische Untersuchungen Verwendung
findet und ausreichend charakterisiert wurde [Kolb 1996]. Durch seine Gitterausrichtung
ergibt sich an der Oberfliche eine ideal hexagonale Anordnung der Atome. Der
Atomabstand Iasst sich durch Zuflhren thermischer Energie weiter reduzieren, wodurch sich
eine noch dichter gepackte und thermodynamisch stabilere Oberflachenstruktur ergibt
[Takayanagi 1982; Barth et al. 1990]. Dieser Umlagerungsprozess in der oberen Atomlage,
der zu einer Minimierung der Oberflachenenergie fuhrt, wird auch als Rekonstruktion
bezeichnet. Fir elektrochemische Untersuchungen sollte die Elektrode im untersuchten

Potentialmessbereich ideal polarisiet und der Doppelschichtbereich entsprechend
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charakterisiert sein. Gold ist Uber einen groften Bereich ideal polarisierbar und zeigt in dem
hier  untersuchten Potentialbereich keine  katalytische  Aktivitat. Far die
Oberflachenimmobilisierung organischer Molekiile mit Thiolgruppen eigenen sich

Goldoberflachen aufgrund der starken Gold-Schwefel Wechselwirkung besonders gut.

5.1.1 Elektrostatische Immobilisierung auf selbstorganisierenden Monolagen

Aufgrund der Vielzahl von Lysingruppen auf der Proteinoberflache von Cyt ¢ [Timkovich
1975], ergibt sich im Bereich von pH 7 eine positive Nettoladung [Koppenol und Margoliash
1982], die fur eine elektrostatische Anbindung des Proteins an eine selbstorganisierende
Monolage (SAM) genutzt werden kann. Die Elektrodenoberflache muss hierfir mit einer SAM
beschichtet werden, die eine negativ geladene Kopfgruppe tragt. Umfangreiche
elektrochemische Untersuchungen von Cyt ¢ wurden mit carboxylterminierten Monolagen
durchgefihrt [Tarlov und Bowden 1991; Song et al. 1993; Avila et al. 2000; Leopold et al.
2002B; Niki et al. 2002; Ataka und Heberle 2003; Salomon 2005]. Neben der
Carboxylgruppe zur Proteinimmobilisierung, tragen die Molekile der SAM in der Regel eine
endstandige Thiolgruppe, Uber die die Bindung an die Goldoberflache erfolgt. Bei der Wahl
der SAM ist zu beachten, dass der Elektronentransfer zwischen Elektrode und Protein durch
die SAM erfolgen muss. Es sind somit bevorzugt Molekiile zu wahlen, von denen eine gute
Elektronentransfercharakteristik bekannt bzw. zu erwarten ist. Besonders vielversprechend
sind Moleklle mit delokalisierten tr-Elektronensystemen, wie aromatische Verbindungen, die
ein Springen der Elektronen zwischen Elektronenorbitalen ermdéglichen [Krings et al. 2003].
Des Weiteren sind auch Molekile mit kurzen Alkylketten fiir die Beschichtung der Elektrode
geeignet, da sie aufgrund ihrer Kettenldnge einen effizienten Tunnelkontakt ermdéglichen
[Tarlov und Bowden 1991; Protsailo und Fawcett 2000; Avila et al. 2000].

Aliphatische Thioalkansauren

Die meisten Untersuchungen zum Ladungstransferverhalten von immobilisiertem Cytc
erfolgten auf SAMs bestehend aus carboxylterminierten Thiolen. Thioalkansauren bilden auf
Goldoberflachen dichte und homogene Monolagen aus [Song et al. 1993; Salomon 2005]
und ermoglichen eine homogene Adsorption von Proteinen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden Au(111) Elektroden mit Thioalkansauren unterschiedlicher Kettenlange beschichtet
und darauf Cyt ¢ elektrostatisch immobilisiert. Anschlieftend erfolgte die elektrochemische

Untersuchung des Redoxverhaltens mittels Zyklovoltammetrie. Die Graphen in
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Abbildungen 5.1 a-d zeigen die Zyklovoltammogramme von Cytc, immobilisiert auf

unterschiedlichen Thioalkansauren.
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Abb. 5.1 Zyklovoltammogramme von Cyt ¢, immobilisiert auf MPA (a), MHA (b), MUA (c), MPDA (d),
und MHDA (e) in Phosphatpuffer (I = 5,78 mM, pH 7,0), bei einer Vorschubgeschwindigkeit von
100 mV/s. (c) zeigt zusatzlich das Zyklovoltammogramm von MUA ohne Protein. Die Potentiale sind
bezogen auf das Potential einer Ag/AgCIl Referenzelektrode (3M KCI), als Gegenelektrode diente ein
Platindraht. (f) Schematische Zeichnung der elektrostatischen Immobilisierung von Cyt ¢ auf einer

SAM aus Thioalkansauren.
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Es wurden 3-Mercaptopropionsaure (MPA), 6-Mercaptohexansaure (MHA), 11-Mecapto-
undecansaure (MUA), 15-Mercaptopentadecansaure (MPHA) und 16-Mercaptohexadacan-
saure (MHDA) fir die Ausbildung der SAM, wie in Kapitel 3.6.2 beschrieben, verwendet. Das
Zyklovoltammogramm wurde mit einer Vorschubgeschwindigkeit wvon 100 mV/s
aufgezeichnet und zeigt die Stromdichte J (ber dem angelegten Potential E, gemessen
gegen das Potential einer Ag/AgCl Referenzelektrode (3M KCI). Abbildung 5.1 f zeigt
schematisch die elektrostatische Immobilisierung von Cytc auf einer SAM aus

Thioalkansauren.

Bei Betrachtung der Zyklovoltammogramme zeigt sich fur alle untersuchten SAMs eine
deutliche und stabile Redoxantwort, die auf das immobilisierte Cyt ¢ zurlickzufiihren ist.
Ohne immobilisiertes Redoxprotein ergaben sich, wie exemplarisch in Abbildung 5.1 ¢ flr
MUA gezeigt, nur kapazitive Strome. Die Peakstrome sind auf die Oxidation und Reduktion
des innerhalb der Ham-Gruppe von Cyt ¢ lokalisierten Eisenatoms zuriickzufihren und
bestatigen, dass Cytc an der Elektrode elektrochemisch oxidiert und reduziert wurde.
Auffallig ist der Doppelpeak bei MPA. Neben dem Redoxpeak bei einem Potential von etwa
0 mV (Tabelle 5.1), das gut mit dem Literaturwert fir das Formalpotential von Cytc
Ubereinstimmt [Song et al. 1993], ergab sich ein zweiter Redoxpeak bei einem Potential von
etwa 150 mV. Dieser zweite Peak wurde auch von [Jiang et al. 1997; Salomon 2005]
beschrieben und weist eine pH-Abhangigkeit der SAM von etwa 50 mV/Dekade auf. Als
Erklarung fur diesen Peak, der auch an Elektroden mit MPA ohne Protein auftrat [Salomon
2005], dient eine Protonierungs-/ Deprotonierungsreaktion an den Carboxylgruppen der MPA
SAM [Jiang et al. 1997]. Es ist zu vermuten, dass die Kettenlange von MPA und damit der
geringe Abstand der Carboxylgruppe zur Elektrode, sowie der potentialabhdngige pKa-Wert
von MPA einen mafgeblichen Einfluss an dieser Reaktion haben. Neben dem beobachteten
Doppelpeak war bei Potentialen Gber 200 mV ein starker Stromanstieg zu beobachten. Auch
dieser Stromanstieg wurde bereits zuvor beschrieben [Salomon 2005] und zeigt, dass die mit

MPA modifizierte Elektrode im untersuchten Potentialbereich nicht ideal polarisiert war.

Deutlich andere Ergebnisse wurden mit MHA und MUA erzielt. In beiden Fallen zeigten sich
deutliche Oxidations- und Reduktionspeaks bei einem Formalpotential E, von etwa 0 mV
(Tabelle 5.1). Auffallig bei MHA ist ein leicht vergroRerter Reduktionspeak im Vergleich zum
Oxidationspeak. Dieses konnte auf einen teilweise irreversiblen Elektronentransfer
hindeuten. Fir MPDA und MHDA zeigten sich ebenfalls deutliche Redoxpeaks, bei denen
die Peakpotentiale von Oxidation und Reduktion jedoch deutlich verschoben waren. Das

Formalpotential, welches sich aus dem arithmetischen Mittel der Potentiale von Oxidations-
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und Reduktionspeak errechnet, ist aber gegentber dem Literaturwert fir Cyt ¢ nur leicht
verschoben. Alle Peak- und Formalpotentiale bei einer Vorschubgeschwindigkeit von
100 mV/s sind in Tabelle 5.1 aufgeflihrt. Wahrend die kirzeren Thioalkansauren alle
ahnliche Peakpotentiale zeigten und sich ein Formalpotential im Bereich des Literaturwertes
[Song et al. 1993] ergab, zeigte sich bei MPDA und MHDA eine deutliche Peakseparation.
Auch das Formalpotential zeigte eine Abweichung zu positiven Potentialen. Hier ist zu
vermuten, dass die Kettenlange ein Tunneln der Elektronen erschwert und es zu einer
kinetischen Limitierung schon bei relativ niedriger Potentialvorschubgeschwindigkeit von
100 mV/s kommt.

Ebenfalls aufgeflihrt sind die Ladungsdichten oo, und Ogeq, die sich aus dem Flachenintegral
unter dem jeweiligen Strompeak und der Potentialvorschubgeschwindigkeit errechneten. Der
kapazitive Hintergrundstrom wurde zuvor subtrahiert. Eine Abschatzung der
Oberflachenbedeckung n mit redoxaktivem Cyt ¢ erfolgte durch Bildung des Quotienten aus
mittlerer Ladungsdichte o, und Elementarladung. Die theoretisch maximale Bedeckung
errechnet sich aus dem Quotienten der Elektrodenflache und der Flache eines Cytc

Molekils. Aus diesen Werten lasst sich der prozentuale Bedeckungsgrad B, errechnen.

Tab. 5.1 Elektrochemische Daten fiir Cyt ¢ immobilisiert auf unterschiedlichen SAMs, ermittelt bei

einer Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s.

SAM Eox Ered E, Oox ORed Om B,

[mV] [mV] [mV] [uC/cm?]  [uClecm?] | [uClcm?] [%]

MPA 14 4 9 0,34 0,24 0,29 18

MHA 2 2 0 0,68 1,11 0,89 54

MUA 4 -4 0 1,11 1,07 1,09 66

MPDA 136 -49 44 1,01 1,2 1,11 67
MHDA 128 -179 -26 0,92 0,89 0,91 54

Fir den Ladungstransfer und den daraus errechneten Bedeckungsgrad mit redoxaktivem
Protein ergab sich ein weitestgehend einheitliches Bild. Fur alle Monolagen aulder fir MPA
lag der Bedeckungsgrad zwischen 54% und 67%. Die hier ermittelte Bedeckung mit Cyt ¢
weicht im Vergleich zur Literatur leicht nach unten ab, so beschrieb [Salomon 2005] einen
Bedeckungsgrad von Cyt ¢ auf einer SAM aus MUA von 66% bis 81%. Vorhandene Defekte
und Passivierungen der Elektrodenoberflache bzw. SAM bleiben bei der beschriebenen
Methode allerdings unbertcksichtigt. Ein weiterer Grund fir die Abweichung koénnten

qualitativ unterschiedliche Cyt ¢ Chargen sein. So ist bei einem erhdhten Anteil an inaktivem
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Cytc, die Bedeckung mit redoxaktivem Protein geringer. Auffallig ist die niedrige
Oberflachenbedeckung mit Cyt ¢ auf MPA. Hier ergab sich nur ein Bedeckungsgrad von
18%. Dieser Wert ist gegenuber den Literaturwerten deutlich reduziert. So untersuchten
[Ataka und Heberle 2003] die Oberflachenbedeckung von Cytc auf MPA mit Surface
Enhanced Infrared Absorption Spectroscopy und ermittelten eine Bedeckung von etwa 50%.
Eine Erklarung fir den niedrigen Wert konnte die Protonierungsreaktion sein, die zum
Auftreten des zweiten Peaks flihrte. Beide Peaks liegen sehr nahe beieinander, sodass eine
teilweise Uberlagerung nicht ausgeschlossen werden kann. Bei der Integration der
Peakstrome ergeben sich in diesem Fall niedrigere Werte, die in der Folge zu einem zu
geringen Bedeckungsgrad fiihren. Insgesamt bleibt festzuhalten, dass MPA aufgrund der

Protonierungsreaktion nicht optimal zur Immobilisierung von Cyt ¢ geeignet ist.

Um den Einfluss der Kettenlange auf die Elektronentransferkinetik zu untersuchen, wurden
mit den verschiedenen SAMs und darauf elektrostatisch immobilisiertem Cyt ¢ kinetische
Untersuchungen bei Potentialvorschubgeschwindigkeiten zwischen 10 mV/s und
10000 mV/s durchgefiihrt. Bei niedrigen Potentialvorschubgeschwindigkeiten wurde
grundsatzlich ein 5,3 Hz Tiefpassfilter zugeschaltet, um das Hintergrundrauschen zu
reduzieren. Um kinetische Beeinflussungen bei hoheren Potentialvorschubgeschwindigkeiten
auszuschlie®en, wurde ab einer Scangeschwindigkeit von 500 mV/s auf den Tiefpassfilter
verzichtet. Bei den hier auftretenden Strémen war das Hintergrundrauschen zu
vernachlassigen. Die Zyklovoltammogramme bei Scangeschwindigkeiten zwischen 200 mV/s
und 5000 mV/s sind in Abbildung 5.2 dargestellt. Hier zeigt sich ein deutlicher Unterschied
der Peakseparation in Abhangigkeit der Kettenlange der Molekdle. In allen Fallen kam es zu
einer Separation von Oxidations- und Reduktionspeak, die sich bei zunehmender
Potentialvorschubgeschwindigkeit vergroRerte. Der Effekt der Peakseparation trat bei
kurzkettigen Thioalkansduren wie MPA und MHA deutlich geringer in Erscheinung, als bei
den langerkettigen. Die Peakseparation lasst sich durch den mit der Kettenldnge der SAM
zunehmenden Abstand zwischen Elektrode und Redoxzentrum des Proteins erklaren und
war bereits Gegenstand mehrerer Untersuchungen [Song et al. 1993; Feng et al. 1997; Avila
et al. 2000; Niki et al. 2002; Wei et al. 2004; Yue und Waldeck 2005; Yue et al. 2008].
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Abb. 5.2 Zyklovoltammogramme von Cyt ¢, immobilisiert auf MPA (a), MHA (b), MUA (c), MPDA (d),
MHDA (e) bei Potentialvorschubgeschwindigkeiten 200 mV/s, 500 mV/s, 1000 mV/s, 2000 mV/s und
5000 mV/s. Als Elektrolyt diente 5,78 mM Phosphatpuffer pH 7,0.

Um die Peakseparation der Versuche miteinander quantitativ vergleichen zu kénnen, wurde
die Potentialverschiebung als Funktion der Potentialvorschubgeschwindigkeit aufgetragen.
Abbildung 5.3 a zeigt die Darstellung nach [Laviron 1979], in der das Peakpotential Epc. in

Abhangigkeit der Scangeschwindigkeit vsq., getrennt fir Hin- und Ruickreaktion aufgetragen
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ist. In Abbildung 5.3 b ist zum besseren Vergleich die Peakpotentialdifferenz AEpeac in

Abhangigkeit von vs.,, dargestellt.
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Abb. 5.3 Potentialverschiebung als Funktion der Potentialvorschubgeschwindigkeit nach Laviron (a)
und als Peakpotentialdifferenz AEp..x in Abhangigkeit von vsg., (b). Gemessen wurde mit
Potentialvorschubgeschwindigkeiten zwischen 10 mV/s und 10000 mV/s.

Deutlich zu erkennen ist, dass die Peakseparation flr kurzkettige Thioalkansauren kleiner ist
und mit steigender Kohlenstoffanzahl in der Moleklilkette zunimmt. Einzige Ausnahme stellt
MPA dar. Hier ergab sich eine hdhere Peakseparation als fir MHA, obwohl aufgrund der
Kettenlange eigentlich eine geringere Separation zu erwarten gewesen ware. Da bei MPA
die Protonierungsreaktion auftrat, die zu den erwahnten Doppelpeaks flihrte, und gerade bei
hoheren Vorschubgeschwindigkeiten beide Peaks miteinander verschmolzen (Abb. 5.2 a),
war die Bestimmung des tatsachlichen Peakpotentials erschwert. Zudem ist bekannt, dass
kurzkettige Molekiile weniger geordnet sind als langkettige. Aus diesem Grund kann bei
Molekilen wie MPA von einer grofieren Anzahl Defekte in der SAM ausgegangen werden,
die den Ladungstransfer ebenfalls beeinflussen. Zur quantitativen Analyse wurden aus den
Messdaten  Durchtrittsfaktora  und  Standardgeschwindigkeitskonstante  fur  den
Elektronentransfer k, berechnet. Als Berechnungsgrundlage diente die Laviron-Gleichung,
die aus der Butler-Volmer Gleichung abgeleitet wurde [Laviron 1978]. Unter Annahme eines
kinetisch kontrollierten, irreversiblen Redoxsystems ergibt sich eine lineare Abgangigkeit der
Peakpotentiale von dem Logarithmus der Potentialvorschubgeschwindigkeit. Nach Laviron
kann ein irreversibles System flr AEpc.«> 200/n mV (n = Anzahl der beteiligten Elektronen)

angenommen werden:
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23RT log (1-a)nvg,, F

=FE +
o= 0T (- anF RTk, (1)
2.3RT onv. F
Epeq = Ey —==——log——3
Red A g RTK, (5.2)

R = Gaskonstante [J/mol-K]; T = Temperatur [K]; F = Faraday-Konstante [C/mol]

Der Durchtrittsfaktor a wurde aus der Steigung, der durch die Messpunkte des Laviron
Graphen gefitteten Gerade, berechnet. Dabei ist darauf zu achten, dass die Gerade nur
durch Messpunkte gelegt wird, bei denen sich eine Potentialdifferenz AEp..> 200 mV ergibt.

Fir die Steigung der Geraden gilt fir den anodischen Scan:

o __23RT
anF (53)
und fir den kathodischen Scan:
o _ _23RT
(1— a)nF (5.4)

Mit den so errechneten Werten fir den Durchtrittsfaktor a wurde anschliefRend die
entsprechende Standardgeschwindigkeitskonstante k, mit Hilfe der folgenden Formel und

den aus dem Laviron Diagramm bestimmten Achsenabschnitten bo, und bgrey berechnet:

2,3RT (1-a)nF
log

by, =E,+
> T A—aF ©  RTk, (5:5)
2,3RT ank’
b, =E, —— lo
Red 0 ankF g RTkO (5.6)

Die fur die unterschiedlichen SAMs errechneten Durchtrittsfaktoren und

Standardgeschwindigkeitskonstanten sind in Tabelle 5.2 zusammengestellt.
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Tab. 5.2 Nach Laviron errechnete Werte flr Durchtrittsfaktor a und Standardgeschwindig-

keitskonstante k.

SAM a ko[s™] Log ko
MPA 0,515 17,1 1,2
MHA 0,500 26,5 1,4
MUA 0,453 13,2 1,1
MPDA 0,422 0,5 -0,7
MHDA 0,470 0,3 -0,4

Fir a ergaben sich sehr konsistente Werte. Der Durchtrittsfaktor bestimmt die Symmetrie der
Strom-Spannungskurven, weshalb a auch als Symmetriekoeffizient bezeichnet wird
[Schmickler 1996] und zwischen 0 und 1 liegt. Fur eine vollstindig symmetrische
Elektronentransferreaktion sollte a bei 0,5 liegen. Fir alle Messungen wurden Werte in
diesem Bereich errechnet, wodurch die Bedingungen fiir einen symmetrischen
Elektronentransfer erfillt sind. Bei kurzkettigen Thioalkansauren (nc.aome < 11) ergaben sich
fur ko ahnliche Werte. Diese nahmen fir langerkettige Molekile (nc.awome = 11) deutlich und
logarithmisch ab. Abbildung 5.4 zeigt graphisch den Zusammenhang zwischen k, und Anzahl

der Kohlenstoffatome in der SAM. Hierzu wurde der Log k, gegeniber nc_awme aufgetragen.
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Abb. 5.4 Logarithmische Darstellung der ermittelten Standardgeschwindigkeitskonstanten k;, als
Funktion der Anzahl von C-Atomen nc.awme in der Thioalkansaure SAM. Unterbrochene Linien
illustrieren den linearen Zusammenhang zwischen Log Kk, und nNc.atome, fUr Ncawme = 11 und den

Sattigungseffekt bei kurzkettigen SAMs.
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Es ist bekannt, dass bei Alkanthiolen das Tunnelverhalten exponentiell von der
Molekilkettenlange abhangt (vergleiche Kapitel 2.4). Dem widerspricht die Tatsache, dass
sich die Standardgeschwindigkeitskonstante bei sehr kurzkettigen Molekilen nicht weiter
exponentiell steigern lasst. Dieser Effekt war Gegenstand umfangreicher Untersuchungen
und wird in der Literatur beschrieben [Feng et al. 1997; Avila et al. 2000; Murgida und
Hildebrandt 2001; Niki et al. 2002]. Wahrend fir kurzkettige Molekile mit weniger als 10
Methylgruppen ein relativ konstanter maximaler Wert beschrieben wird, ergibt sich fir
Molekile mit 10 bis 17 Methylgruppen ein exponentieller Zusammenhang, wobei Log k, mit
einem Wert von 1,09 pro Methylgruppe abnimmt [Feng et al. 1997]. Die Erklarung hierfir
ergibt sich aus der Annahme einer, der eigentlichen Elektronentransferreaktion
vorgelagerten, Reorientierungsreaktion von Cytc. Nach [Avila et al. 2000] kann der
Elektronentransferprozess zwischen Elektrode und Redoxzentrum von Cyt ¢ in drei Schritte
unterteilt werden. [Avila et al. 2000] unterscheiden zwischen dem intramolekularen
Elektronentransfer zwischen Ham-Gruppe und Bindestelle von Cytc, sowie dem
intermolekularen Elektronentransferprozess an der Grenzflaiche zwischen Cytc und
Carboxylterminus der SAM. Der dritte Schritt besteht aus dem Tunnelprozess durch die
SAM. Letzterer wird allgemein fir die Abnahme der Geschwindigkeitskonstante bei
zunehmender Kettenlange der SAM verantwortlich gemacht [Xu et al. 1993; Feng et al.
1997], da bei zunehmender Distanz zwischen Elektrode und Cyt ¢ der Tunnelprozess
erschwert wird. Auch der intramolekulare Elektronentransfer wurde bereits studiert [Winkler
und Gray 1992], gibt jedoch keine schlissige Erklarung fir die beobachteten ahnlichen
Geschwindigkeitskonstanten. [Avila etal. 2000] konzentrierten sich bei ihren
Untersuchungen auf den intermolekularen Elektronentransfer. Sie stellten die These auf,
dass es nach der stabilen elektrostatischen Bindung des Proteins an die SAM zu einer
Umlagerung des Proteins kommt, die zu einer Neuanordnung fuhrt und den Ladungstransfer
erst ermdglicht [Avila et al. 2000]. Dieser als Gating-Prozess bezeichnete Schritt ist
geschwindigkeitslimitierend und fuhrt dazu, dass die Geschwindigkeitskonstante selbst fur
sehr kurzkettige SAM Molekile einen bestimmten Wert nicht Uberschreitet. Ahnliche
konformative Reorganisationen, die einem Elektronentransfer vorausgehen, sind auch von
anderen Redoxproteinen bekannt [Jeuken 2003]. Der Gating-Effekt bei Cyt ¢ wurde von
[Murgida und Hildebrandt 2001] naher untersucht. Mit Hilfe von Surface Enhanced
Resonance Raman Spectroscopy zeigten sie, dass die Orientierung von elektrostatisch
immobilisiertem Cytc linear von dem Elektrodenpotential und exponentiell von der

Kettenlange der Thioalkansaure abhangt. Sie bestatigten, dass die Redoxreaktion, aufgrund
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des sich andernden Elektrodenpotentials, von einer Reorientierung des Cytc auf der
Elektrodenoberflache begleitet wird, wobei erst nach der Neuausrichtung des Proteins ein
Elektronentransfer stattfinden kann. Auf langkettigen SAM Molekiilen erfolgt die Umlagerung
von Cyt ¢ innerhalb einer Millisekunde, wohingegen der Elektronentransfer Sekunden in
Anspruch nimmt. Im Gegensatz dazu erfolgen Reorientierung und Elektronentransfer bei
kurzkettigen SAM Molekilen innerhalb vergleichbarer Zeitspannen. Bei sehr kurzen
Abstanden zwischen Elektrode und Protein ist die Umlagerungsreaktion limitierend fir den

Elektronentransfer.

Aus Abbildung 5.4 geht hervor, dass die exponentielle Abnahme der
Standardgeschwindigkeitskonstanten bei langerkettigen SAM Molekilen bei den hier
durchgeflihrten Experimenten weniger stark ausgepragt ist, als in der Literatur beschrieben.
So ergibt sich fiir die Abnahme von Log k, nur ein Wert von -0,35 pro Methylgruppe. Darlber
hinaus liegen die ko Werte deutlich niedriger als Vergleichswerte der Literatur. Wahrend die
maximal erreichten Literaturwerte von Log ko fur kurzkettige Thioalkansauren wie MPA mit
etwa 3 bis 3,5 angegeben wurden [Feng et al. 1997; Niki et al. 2002], liegen sie hier nur bei
etwa 1,4. Die Ursache fir diese Verschiebung der k, Werte konnte nicht abschlieRend
geklart werden. Unterschiedliche Untersuchungen, die unabhangig voneinander an unserem
Institut erfolgten, erbrachten jedoch vollkommen konsistente Ergebnisse. In allen Fallen
lagen die Standardgeschwindigkeitskonstanten deutlich unter den Literaturwerten. Die
Standardabweichung bezogen auf den Mittelwert S,,, lag bei den durchgefiihrten

Vergleichsmessungen in der Regel unter 10%.

AbschlieBend bleibt festzuhalten, dass kurzkettige Thioalkansduren mit ncawome < 11
aufgrund ihrer schnellen Kinetik besonders zur Immobilisierung von Cyt ¢ geeignet sind. Die
auftretenden Protonierungsreaktionen erschweren die quantitative Analyse der Messdaten,
insbesondere bei MPA. Die besten Ergebnisse, insbesondere im Hinblick auf eine hohe
Oberflachenbedeckung, wurden bei den kurzkettigen Thioalkansdauren mit MUA erzielt.

Dieses Molekiil eignet sich sehr gut fir die elektrostatische Immobilisierung von Cyt c.



Ergebnisse und Diskussion 105

Mercaptobenzoesaure

Neben aliphatischen Thioalkansauren kommen fur die elektrostatische Immobilisierung von
Cyt ¢ auch aromatische Molekule in Betracht. Diese sollten sich aufgrund ihrer guten
Elektronentransfereigenschaften besonders fur den Ladungstransfer zwischen Elektrode und
Redoxprotein eignen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde Mercaptobenzoesaure (MBA) als
aromatische Verbindung zur Immobilisierung von Cyt ¢ verwendet und die sich im Vergleich
zu MUA ergebenden Redoxeigenschaften von Cyt ¢ untersucht. In friheren Untersuchungen
wurde bereits gezeigt, dass MBA auf zweidimensionalen Goldelektroden homogene
Monolagen ausbildet und Cyt c-Bedeckungen vergleichbar zu MUA erzielt werden kénnen
[Salomon 2005]. Von MBA existieren drei Konstitutionsisomere, wobei die Carboxylgruppe in
orto- (2-MBA), meta- (3-MBA) oder para-Stellung (4-MBA) angeordnet sein kann. Um zu
untersuchen, welchen Einfluss die Stellung der Carboxylgruppe auf Proteinimmobilisierung
und Elektronentransfer hat, wurden alle 3 Isomere zur Immobilisierung verwendet und das
Redoxverhalten von Cytc mittels Zyklovoltammetrie bei einer Potentialvorschub-
geschwindigkeit von 50 mV/s aufgezeichnet (Abbildung 5.5 a-c). Abbildung 5.5 d illustriert

schematisch die elektrostatische Immobilisierung von Cyt ¢ auf 4-MBA.

Die Untersuchungen ergaben fur Cytc, immobilisiert auf 3-MBA und 4-MBA, sehr
vergleichbare Redoxeigenschaften. In beiden Fallen ist ein deutlicher Redoxpeak mit einem
Formalpotential von 18 mV fir 3-MBA und fir 4-MBA zu erkennen. Die Peaks sind kleiner
als bei den untersuchten Thioalkansauren. Ein abweichendes Verhalten zeigte sich fur
2-MBA. Hier ist kein Redoxpeak zu erkennen. Es kann daher geschlussfolgert werden, dass
es aufgrund der orto-Stellung der Carboxylgruppe zu sterischen Behinderungen kam, die
eine elektrostatische Immobilisierung von Cyt ¢ nicht zulieRen. 2-MBA eignet sich somit nicht
flr die Immobilisierung von Redoxproteinen. Aus den Flachenintegralen der Peakstrome von
3-MBA und 4-MBA wurden die Ladungsstromdichten und der Bedeckungsgrad analog zu
den Thioalkansauren berechnet. Tabelle 5.3 zeigt die elektrochemischen Daten im Vergleich
zu MUA.
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Abb. 5.5 Zyklovoltammogramme von Cyt ¢ immobilisiert auf 2-MBA (a), 3-MBA (b) und 4-MBA in
Phosphatpuffer (/ = 5,78 mM, pH 7,0), bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 50 mV/s. Die Potentiale
sind bezogen auf das Potential einer Ag/AgCl Referenzelektrode (3M KCI), als Gegenelektrode diente
ein Platindraht. (d) Schematische Zeichnung der elektrostatischen Immobilisierung von Cyt ¢ auf einer
SAM aus 4-MBA.

Tab. 5.3 Elektrochemische Daten fir Cyt ¢ immobilisiert auf unterschiedlichen SAMs, ermittelt bei

einer Vorschubgeschwindigkeit von 50 mV/s bzw. 100 mV/s fur MUA.

Eox Ereq Ep Oox ORed Om B,

SAM ) ) N
[mV] [mV] [mV] [uC/em?] [uC/ecm?] [uC/cm?] [%]
3-MBA 31 5 18 0,41 0,43 0,42 25
4-MBA 24 11 18 0,3 0,3 0,3 18
MUA 4 -4 0 1,11 1,07 1,09 66
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Die Peakpotentiale zeigen nur eine geringe Separation und das Formalpotential ist mit
18 mV im Vergleich zum Literaturwert von Cytc geringfligig zu positiven Potentialen
verschoben. Derartig geringe Potentialverschiebungen kdnnen unterschiedliche Ursachen
haben. Neben einer geringen pH-Abweichung des Puffers kdnnen auch das Alter und der
Zustand der verwendeten Referenzelektrode und Temperatureinflisse das Potential im
Bereich von einigen mV verschieben. Ein sehr konsistentes Bild ergab sich fur die
errechneten Ladungsdichten, die fiur Oxidations- und Reduktionspeak in beiden Fallen
identisch sind. Die Ladungsdichte fur Cyt ¢ auf 4-MBA ist etwas geringer als die fur 3-MBA,
beide Ladungsdichten sind jedoch deutlich geringer als der Vergleichswert fir MUA.
Entsprechend errechnet sich ein geringerer Bedeckungsgrad mit redoxaktivem Cytc im
Vergleich zu MUA. Eine Erklarung fur die geringe Bedeckung koénnte eine nicht vollkommen
homogene SAM sein, aufgrund schlechter Selbstorganisationseigenschaften im Vergleich zu
MUA. In diesem Fall ware es zu einer nur unvollstdndigen Oberflachenbedeckung mit Cyt ¢

gekommen.

Auch mit elektrostatisch auf 3-MBA und 4-MBA immobilisiertem Cyt ¢ wurden kinetische
Untersuchungen analog zu den Thioalkansduren durchgefuhrt. Die Zyklovoltammogramme,
bei unterschiedlichen Potentialvorschubgeschwindigkeiten zwischen 200 mV/s und
5000 mV/s, sind in Abbildung 5.6 gezeigt.
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Abb. 5.6 Zyklovoltammogramme von Cytc immobilisiert auf 3-MBA (a) und 4-MBA (b) bei
Potentialvorschubgeschwindigkeiten 200 mV/s, 500 mV/s, 1000 mV/s, 2000 mV/s und 5000 mV/s. Als
Elektrolyt diente 5,78 mM Phosphatpuffer pH 7,0.

Fir beide SAMs zeigte sich ein ahnliches kinetisches Verhalten. Die Peakseparation war in

beiden Fallen gering. Zur besseren Veranschaulichung und zum Vergleich mit MUA wurden
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die Peakpotentiale des Hin- und Ruckscans (Abbildung 5.7 a) bzw. die Peakpotential-
differenzen AEp.a« (Abbildung 5.7 b) in Abhdngigkeit der Scangeschwindigkeit aufgetragen.
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Abb. 5.7 Potentialverschiebung als Funktion der Potentialvorschubgeschwindigkeit nach Laviron (a)
und als Peakpotentialdifferenz AEp.,x in Abhangigkeit von vss, (b). Gemessen wurde mit
Potentialvorschubgeschwindigkeiten zwischen 10 mV/s und 10000 mV/s (5000 mV/s fir 4-MBA).

Fiur 4-MBA ergab sich bei Scangeschwindigkeiten iber 1000 mV/s eine deutlich geringere
Peakseparation als fir MUA. Die Peakseparation von 3-MBA hingegen war groRRer als die
von 4-MBA und wurde erst bei Scangeschwindigkeiten ab 5000 mV/s geringer als bei MUA.
Offenbar kam es bei 3-MBA zu einer kinetischen Behinderung des Ladungstransfers, der bei
4-MBA in dieser Form nicht auftrat. Grund hierflr kénnte die Stellung der Carboxylgruppe
sein, die eine nicht so optimale Orientierung des immobilisierten Proteins zur Folge hat und

damit zu einer gréReren Distanz zwischen Elektrodenoberflache und Ham-Gruppe flihrt.

Analog zu den Thioalkansduren wurden Durchtrittsfaktor @ und Standardgeschwindigkeits-

konstante k, berechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.4 zusammengestellt.

Tab. 5.4 Nach Laviron errechnete Werte fiir Durchtrittsfakior a und Standardgeschwindig-
keitskonstante k, von Cyt c flir 3-MBA und 4-MBA als SAM im Vergleich zu MUA.

SAM a ko [s™] Log ko
3-MBA 0,385 12,1 1,08
4-MBA 0,442 15,3 1,18

MUA 0,453 13,2 1,10

Der errechnete Durchtrittsfaktor flir 4-MBA liegt mit 0,442 sehr nahe an 0,5 und deutet auf
ein symmetrisches Redoxverhalten hin. Bei 3-MBA ist der Wert mit 0,385 deutlich geringer.
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Um die Standardgeschwindigkeitskonstanten in Relation zu den gemessenen
Geschwindigkeitskonstanten der Thioalkansauren zu betrachten, wurden die Log k, Werte
gegenliber der Anzahl der am Elektronentransfer beteiligten Kohlenstoffatome nc atwome
aufgetragen (Abbildung 5.8). MBA besteht zwar aus insgesamt 7 Kohlenstoffatomen, bei
dem Elektronentransfer zwischen Thiol- und Carboxylgruppe sind jedoch nur 4 (3-MBA) bzw.
5 (4-MBA) Kohlenstoffatome zu tberwinden.
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Abb. 5.8 Logarithmische Darstellung der ermittelten Standardgeschwindigkeitskonstanten k, als
Funktion der Anzahl von C-Atomen nc.awme in der Thioalkansdure SAM (schwarze Punkte). Als rotes
Dreieck eingezeichnet ist der Log k, Wert fir 3-MBA, als griner Kreis der fir 4-MBA. Unterbrochene
Linien illustrieren den linearen Zusammenhang fir ncawme = 11 und den Sattigungseffekt bei
kurzkettigen SAMs.

Die Standardgeschwindigkeitskonstanten fur 3-MBA und 4-MBA liegen sehr nahe
beieinander und zudem in dem Bereich der Geschwindigkeitskonstanten kurzkettiger
Thioalkansauren. Die trotz unterschiedlicher Anzahl an Kettengliedern und der
unterschiedlichen elektronischen Eigenschaften vergleichbaren Geschwindigkeitskonstanten
deuten darauf hin, dass sich beide Moleklle wie kurzkettige Thioalkansauren verhalten.
Auch hier kam es, trotz guter Elektronentransfereigenschaften, aufgrund des beschriebenen
Gating-Prozesses, zu keinen erhéhten Elektronentransferraten. 3-MBA und 4-MBA eignen
sich grundsatzlich zur Immobilisierung von Cyt ¢, wobei sowohl hier als auch in der Literatur

geringere Oberflachenbedeckungen mit Cyt ¢ erzielt werden konnten.



110 Ergebnisse und Diskussion

Gemischte Monolagen

Im vorangegangenen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass Cytc effizient an
carboxylterminierte Thioalkane bindet und ein gutes Redoxverhalten zeigt. Durch
Veranderung der Kettenlange kann in begrenztem Malde Einfluss auf den Elektronentransfer
genommen werden, wobei die Orientierung des Redoxproteins eine entscheidende Rolle
spielt. Eine Kontrolle der Orientierung auf der Elektrodenoberflache ware somit ein
wirksames Instrument zur Optimierung des Elektronentransfers. Durch Verwendung einer
gemischten Monolage als SAM, lasst sich die Orientierung von Cytc an der
Elektrodenoberflache beeinflussen [Imabayashi et al. 2005; Yue et al. 2008]. Im Folgenden
sollte untersucht werden, ob sich auf einer gemischten Monolage mit Ethylenglykol Einheiten
(EG) eine effizientere Immobilisierung und Orientierung von Cyt ¢ erzielen lasst und wie sich
das auf die Elektronentransfereigenschaften auswirkt. EG Einheiten erlauben aufgrund ihrer
Struktur eine flexible Oberflachenanbindung in wassriger Umgebung, wodurch die
Proteinimmobilisierung beglnstigt sein sollte. Des Weiteren unterdriicken die EG Einheiten
die Denaturierung von Proteinen an der Elektrodenoberflache und verhindern unspezifische
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen [Rusmini et al. 2007; Pale-Grosdemange et al.
1991]. Hierdurch kann eine Verunreinigung durch Adsorption anderer Proteine
ausgeschlossen werden. EG basierende Monolagen sind somit von besonderem Interesse
fur die Bioelektronik, wenn es um die spezifische Immobilisierung von Proteinen geht. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden Au(111) Elektroden mit carboxylterminierten SAMs
beschichtet, die EG Einheiten enthielten und das Adsorptions- und Redoxverhalten von Cyt ¢
charakterisiert. Als Vergleich diente die elektrostatische Immobilisierung von Cyt ¢ auf MUA.
Die gemischten Monolagen bestanden aus MUA und SPT12. SPT12 wurde von der Firma
SensoPath Technologies Inc. (Bozeman, MT, USA) synthetisiert und enthalt eine
endstandige Carboxylgruppe, eine weitere endstandige Thiolgruppe und eine EG Einheit
zwischen Alkylkette und Carboxylgruppe (siehe Kapitel 3.6.2). Das Verhaltnis an EG
Einheiten innerhalb der SAM wurde durch unterschiedliche Mischungsverhaltnisse von MUA
und SPT12 kontrolliert.

Ein haufiges Problem bei der Herstellung von gemischten Monolagen ist das Auftreten einer
inhomogenen Bedeckung. Dabei unterscheidet man zwei Ursachen. Haufig kommt es zur
Phasenseparation an der Oberflache und zur Ausbildung von Domanen mit nur einem der
Moleklle [Hobara et al. 1999]. Des Weiteren filhren unterschiedliche Adsorptions-

koeffizienten der beteiligten Molekillspezies ebenfalls zu einer inhomogenen Bedeckung. Um
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eine solche inhomogene Bedeckung bei gemischten Monolagen aus MUA und SPT12
auszuschlieRen, wurden elektrochemische Desorptionsmessungen unter alkalischen
Bedingungen durchgefiihrt. Hierbei wurde das Potential soweit abgesenkt, bis es zur
Elektrodesorption der auf der Elektrodenoberflache befindlichen Molekile kam. Bei einer
inhomogenen Bedeckung desorbieren beide Komponenten bei unterschiedlichen
Potentialen, was zur Ausbildung zweier Desorptionspeaks flihrt, die jeweils nahe am
Desorptionspotential der Einzelkomponenten liegen [Hobara et al. 1998; Imabayashi et al.
2001]. Eine homogene Bedeckung fiihrt hingegen zur Ausbildung eines einzigen
Desorptionspeaks [Imabayashi et al. 2001]. Die Zyklovoltammogramme, bei

unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen von MUA/SPT12, sind in Abbildung 5.9 gezeigt.
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Abb. 5.9 Reduktive Desorption von SAMs mit unterschiedlichen Zusammensetzungen aus MUA und
SPT12, angegeben sind die prozentualen Stoffmengenverhéltnisse: (a) 100% MUA; (b) 75% MUA,
25% SPT12; (c) 50% MUA, 50% SPT12; (d)25% MUA, 75% SPT12; (e) 100% SPT12. Alle
Messungen erfolgten unter Argon Atmosphare in 0,5 M KOH bei 50 mV/s. Die Potentiale sind gegen

eine Standard Calomel Elektrode (SCE) gemessen.
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In allen Messungen ergab sich ein einheitliches Peakpotential fur die Au Reduktion von etwa
50 mV. Es wurden keine Potentialverschiebungen beobachtet, sodass abweichende
Desorptionspotentiale ausschlieBlich auf die gemischte Monolage zurlickzuflihren sind. Die
Desorptionspeaks der SAMs MUA/SPT12 (100/0) und (0/100) lagen bei einem Potential von
-95 mV bzw. -115 mV (Abbildung 5.9 a und e). Die Differenz in den Peakpotentialen ergibt
sich aus dem Unterschied der Gibbs Energie, bei der Adsorption der Thiole auf der
Goldoberflache [Imabayashi et al. 1997] und zeigt, dass die SPT12 SAM auf Gold stabiler ist,
als die kurzerkettige MUA SAM. Fir gemischte Monolagen wurde jeweils nur ein
Desorptionspeak beobachtet, dessen Potential zwischen den Desorptionspotentialen der
Einzelmonolagen aus SPT12 bzw. MUA Ilag und sich in Abhangigkeit der
Monalagenzusammensetzung veranderte. Ein einziger Desorptionspeak lasst erkennen,
dass es zu einer homogenen Verteilung der co-adsorbierten Spezies in der SAM ohne
Phasenseparation kam. Die lineare Abhangigkeit deutet auf eine Mischung der SAM
entsprechend dem Molenbruch der Lésung hin. Abbildung 5.10 zeigt diese Abhangigkeit der
Desorptionspotentiale von der Monolagenzusammensetzung. Des Weiteren ist auf der
zweiten y-Achse die relative Desorptions-Peakflache (bezogen auf die Peakflache der Au

Reduktion) als Maf fur die Monolagenbedeckung aufgetragen.
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Abb. 5.10 Desorptionspotential und relative Desorptions-Peakflache als Funktion der prozentualen
Monolagenzusammensetzung.

Aus dem Diagramm wird ersichtlich, dass die relative Desorptions-Peakflache fir alle

Messungen anndhernd konstant ist. Es kann somit fir MUA und SPT12 von ahnlichen
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Adsorptionskoeffizienten und einer bei allen Monolagenzusammensetzungen konstanten
Anzahl adsorbierter Moleklle ausgegangen werden. In der Literatur finden sich
vergleichbare Untersuchungen mit anderen homogenen gemischten Monolagen [Kim et al.
2006]. Dabei zeigte sich eine ahnliche Abhangigkeit der Desorptionspotentiale von der
Monolagenzusammensetzung, wobei sich jedoch keine lineare Beziehung ergab. Aufgrund
der homogenen Struktur der gemischten Monolage aus MUA und SPT12 kann davon

ausgegangen werden, dass Cyt ¢ ebenfalls homogen bindet.

Um die elektrostatische Adsorption von Cytc bei unterschiedlichen Monolagen-
zusammensetzungen zu untersuchen, wurden SPR Messungen durchgefuhrt. Es kamen

jeweils 10 uM Cyt ¢ Konzentrationen zum Einsatz. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.11

gezeigt.
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Abb. 5.11 SPR Messung der Adsorption von Cyt ¢ an Monolagen mit unterschiedlichen Anteilen von
MUA und SPT12. Gemessen wurde die Reflektivitdtsdnderung in Abhangigkeit der Zeit. Die Injektion
der Proteinlésung ist gekennzeichnet. Nach etwa 47 min wurde die Proteinlésung gegen Pufferlésung

ausgetauscht.

Die Immobilisierung von Cyt ¢ erfolgte auf allen SAMs innerhalb weniger Minuten nach
Zugabe und folgte dem Langmuirschen Adsorptionsmodell [Adamson 1990]. Nach Erreichen
eines konstanten Wertes wurde mit 5,78 mM Phosphatpuffer pH 7,0 gespult, um
unspezifisch gebundenes Protein zu entfernen. Hierbei kam es zu einer nur geringen
Desorption, was auf eine effiziente und unter diesen Bedingungen irreversible
Immobilisierung des Cyt c¢ schlieBen lasst. Fur Systeme, die nur mit MUA beschichtet
wurden, zeigte sich das schlechteste Adorptionsverhalten. Fur eine Monolage, die nur aus

SPT12 bestand, ergab sich eine deutlich hdhere Bedeckung und eine schnellere
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Bindungskinetik. Die effizienteste Adsorption erfolgte bei einer gemischten Monolage mit
gleichen Anteilen aus MUA und SPT12. Die relative Bedeckung mit Cyt ¢ war im Vergleich
zu reinem MUA um Faktor 2,3 und im Vergleich zu reinem SPR12 um Faktor 1,6 erhoht. Da
sich bei der reduktiven Desorption keine signifikanten Unterschiede bei der Anzahl der
adsorbierten Thiolverbindungen auf dem Substrat ergaben, kann von einer konstanten
Bedeckung mit Carboxylgruppen ausgegangen werden. Alkanthiole weisen eine hohe
Packungsdichte auf und bilden relativ starre Monolagen aus. Die EG Einheiten hingegen
sind weniger perfekt geordnet. Aufgrund der dadurch auftretenden Flexibilitat der
Carboxylgruppen, kénnen mehr Cyt ¢ Molekiile an der Oberflache gebunden werden, als auf
der starren MUA SAM. Die Flexibilitdt der Carboxylgruppen hangt jedoch von dem Abstand
der EG Einheiten untereinander ab. Im Falle der ausschlieRlich mit SPT12 beschichteten
SAM ist der Abstand und damit die Flexibilitdt geringer als fur die 50/50 gemischte SAM.
Aufgrund des sich bei den gemischten Monolagen ergebenden Freiraums zwischen den
Carboxylgruppen werden nicht nur die Bewegungsfreirdume fir die Carboxylgruppen erhoht,
sondern auch Raum geschaffen, der es den Cyt ¢ Molekllen erlaubt, zwischen die EG
Einheiten zu diffundieren. Die hohe Adsorption von Cyt ¢ auf der 50/50 gemischten SAM
l&sst sich somit durch ein Maximum an Flexibilitdt der Carboxylgruppen und gleichzeitig
dreidimensionaler Immobilisierung von Cyt ¢ auf und zwischen den carboxylterminierten EG

Einheiten erklaren.

Das Redoxverhalten von Cyt ¢ auf unterschiedlich zusammengesetzten Monolagen wurde
elektrochemisch mittels Zyklovoltammetrie untersucht (Abbildung 5.12). Als Referenz diente
das Redoxverhalten auf einer Monolage aus MUA (Abb. 5.12 a), bei der sich wie zuvor
beschrieben, ein guter und reversibler Elektronentransfer zeigte. Abbildung 5.12 b zeigt das
Redoxverhalten auf einer gemischten SAM mit der Zusammensetzung MUA/SPT12 (75/25).
Auch hier sind deutliche Strompeaks fir Hin- und Rlckscan zu erkennen, die auf einen
effektiven Elektronentransfer schlieRen lassen. Es kam jedoch zu einer deutlichen
Peakseparation von etwa 130 mV, die bei einer niedrigen Vorschubgeschwindigkeit von
50 mV/s nur bei sehr langkettigen SAM Molekilen mit mehr als 11 Kohlenstoffatomen
beobachtet wurde und auf eine kinetische Barriere beim Elektronentransfer schlieflen I&sst.
Der Effekt trat fir die gemischte Monolage (50/50) noch deutlicher hervor. Hier betrug die
Peakseparation etwa 160 mV, bei der gemischten Monolage (25/75) sogar 260 mV. Bei
SAMs aus Thioalkansduren kam es mit zunehmender Alkylkettenlange und damit gré3erem
Abstand zwischen Elektrode und Redoxzentrum von Cyt ¢ zu verstarkter Peakseparation.

SPT12 ist aufgrund der EG Gruppe deutlich langer als Cyt ¢. Mit zunehmendem Anteil an
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SPT12 steigt ebenfalls der mittlere Abstand zwischen Elektrode und Cyt ¢ an. Des Weiteren
kommt es zu einer geanderten Orientierung des Proteins an der Oberflache, die zwar zu
hoheren Oberflachenbedeckungen fliihrt, nicht zwangslaufig aber einen effektiven

Elektronentransfer erlaubt.
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Abb. 5.12 Zyklovoltammogramme von Cyt ¢ elektrostatisch immobilisiert auf SAMs, bestehend aus
MUA und SPT12 in unterschiedlicher Zusammensetzung: (a) 100% MUA; (b) 75% MUA : 25% SPT12;
(c) 50% MUA : 50% SPT12; (d) 25% MUA : 75% SPT12; (e) 100% SPT12. Alle Messungen erfolgten
unter Argon Atmosphare in 5,78 mM Phosphatpuffer pH 7 bei einer Potentialvorschubgeschwindigkeit
von 50 mV/s. Die Potentiale sind gegen eine Ag/AgCI (3M KCI) Referenzelektrode gemessen.

Bei Betrachtung der Zyklovoltammogramme in Abbildung 5.12 fallt zudem auf, dass die
Peakflache mit zunehmendem SPT12 Gehalt deutlich abnimmt. Hieraus kann geschlossen
werden, dass die Bedeckung mit redoxaktivem Protein mit steigendem SPT12 Gehalt
abnahm. Das jedoch scheint im Widerspruch zu den SPR Ergebnissen zu stehen. Da bei der
SAM (0/100) kein Redoxpeak zu beobachten war, lasst sich vermuten, dass die Distanz

zwischen Elektrode und Cyt ¢ aufgrund des langkettigen SPT12 Molekiils so gro war, dass
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trotz einer hohen Bedeckung mit Protein kein Elektronentransfer erfolgen konnte.
Entsprechend erklaren sich auch die scheinbar verringerten Oberflachenbedeckungen, die
sich aus den Flachen der Peakstrome ergaben. Bei den gemischten Monolagen lag offenbar
ein Teil der Cyt ¢ Molekile zwischen den EG Einheiten an MUA gebunden vor. Hier kam es
zum Elektronentransfer. Ein weiterer Teil der Cyt ¢ Molekile war an SPT12 immobilisiert,
wodurch es zu keinem Elektronentransfer kommen konnte. Mit zunehmendem SPT12 Gehalt
der SAM sank der Anteil Cytc, der an MUA gebunden und somit zum Ladungstransfer
befahigt war. Abbildung 5.13 veranschaulicht schematisch die Einflisse von
Oberflachenbedeckung und Elektrodenabstand auf den Elektronentransfer bei Monolagen,
bestehend aus MUA und SPT12.
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Abb. 5.13 Vereinfachte schematische Darstellung der Zusammenhange, die den Elektronentransfer
zwischen Elektrode und Cyt ¢ auf Monolagen mit unterschiedlichen Zusammensetzungen aus MUA
und SPT12 beeinflussen. Links erlaubt die Molekllldange von SPT12 keinen Elektronentransfer. In der
Mitte kommt es auf kurzkettigen MUA Molekulen zu einem ungehinderten Elektronentransfer. Bei der
gemischten Monolage rechts, erfolgt der Elektronentransfer trotz einer héheren Proteinbedeckung nur

Uber die an MUA gebundenen Proteine

Somit kann abschlieBend festgehalten werden, dass die Immobilisierungseffizienz auf
gemischten Monolagen aus MUA und SPT12, insbesondere bei einem Mischungsverhaltnis
von 50/50 zwar deutlich erhdht gegeniber MUA ist, sich hieraus aber kein gesteigerter
Elektronentransfer ergibt. Vielmehr kommt es aufgrund des Abstandes zwischen Elektrode
und an SPT12 immobilisiertem Cyt ¢ zu einer starken Abnahme der Anzahl Proteine, die zu

einem Ladungsaustausch fahig sind.
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5.1.2 Kovalente Immobilisierung

Neben der elektrostatischen eignen sich vor allem kovalente Immobilisierungsstrategien zur
Bindung von Redoxproteinen an Elektrodenoberflachen. Hierbei kommt es zur Ausbildung
einer chemischen Bindung zwischen Aminosaureseitenketten des Proteins und der
modifizierten Elektrodenoberflache (vergleiche Kapitel 2.3.2). Aufgrund ihrer Reaktivitat
eignen sich besonders Thiol- und Aminogruppen fir die kovalente Immobilisierung. Die
Aminosaure Cystein enthalt eine Thiol-Seitengruppe, die Aminosauren Lysin, Arginin,
Asparagin und Glutamin enthalten je ein -NH, in ihrer Seitengruppe. Daneben besteht das

N-terminale Ende eines jeden Proteins aus einer ungebundenen Aminogruppe.

Direkte Immobilisierung auf Gold

Genau wie bei der elektrostatischen Immobilisierung muss bei der kovalenten
Immobilisierung der Abstand zwischen Elektrode und Protein mdglichst klein gehalten
werden, um einen effizienten Elektronentransfer zu gewahrleisten. Der kleinste Abstand
zwischen Protein und Elektrode wird erreicht, indem das Protein direkt kovalent an die
Goldoberflache gebunden wird. Aufgrund der hohen Bindungsenergie zwischen Gold und
Schwefel lasst sich ein Protein tiber die Aminosaure Cystein kovalent an Gold binden. In der
Aminosauresequenz von Pferdeherz Cyt ¢ finden sich zwei Cysteine (Cys14 und Cys17)
[Bushnell et al. 1990]. Es ist somit zu erwarten, dass sich Cytc Uber die Cystein-
Seitengruppen auf der Goldoberflache immobilisieren lasst. Um zu Uberprifen, ob kovalent
an Gold gebundenes Cyt ¢ Redoxeigenschaften aufweist, wurde die Goldelektrode wie unter
3.6.3 beschrieben in Cyt ¢ Losung inkubiert. Anschliefend erfolgte die Untersuchung des
Redoxverhaltens mittels Zyklovoltammetrie bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s
(Abbildung 5.14).

Wie anhand des Zyklovoltammogramms zu erkennen ist, lasst sich kein eindeutiger
Redoxpeak zuordnen. Stattdessen zeigt sich bei positiven Potentialen ein starker
Stromanstieg. Bei einem Potential von 100 bis 150 mV sind schwache Schultern zu
erkennen, die auf eine sehr schwache Redoxaktivitat hinweisen konnten. Das Potential
weicht jedoch deutlich vom Formalpotential von Cyt ¢ ab. Aufgrund des in diesem Bereich
stark ansteigenden Stromes kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Redoxpeak

zumindest teilweise Uberdeckt ist.
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Abb. 5.14 Zyklovoltammogramm von kovalent auf Au(111) immobilisiertem Cyt ¢ in Phosphatpuffer
(I=5,78 mM, pH 7,0), bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s. Die Potentiale sind bezogen
auf das Potential einer Ag/AgCl Referenzelektrode (3M KCI), als Gegenelekirode diente ein
Platindraht.

Der Anstieg des Stromes bei positiven Potentialen erklart sich durch direkten Kontakt
zwischen Elektrodenoberflache und Elektrolyt. Aufgrund der hier fehlenden SAM, bildet sich
die Helmholtz-Doppelschicht direkt an der Elektrodenoberflache aus. Fir kovalent auf
blankem Gold immobilisiertes Cyt ¢ war somit keine eindeutige Redoxaktivitat nachzuweisen.
Eine Erklarung ergibt sich bei Betrachtung der Lage und Funktion der Cysteine innerhalb des
Cyt ¢ Molekiils. So befinden sich die beiden Cysteine innerhalb des Proteins und nicht an der
Proteinoberflache. Eine Bindung des Proteins kann somit nur durch eine Umstrukturierung
oder teilweise Denaturierung erfolgen. Abbildung 5.15 zeigt die Bindung der Hdm-Gruppe
innerhalb des Cyt c. Diese ist Uber die beiden Cysteine und ein Histidin kovalent an das
Aminosauregerust von Cyt ¢ gebunden. Kommt es zur kovalenten Bindung der Cysteine an
die Goldoberflache, wird die Bindung zur Ham-Gruppe destabilisiert, was zu einem
teilweisen Verlust, zumindest aber einer Umlagerung der Hdm-Gruppe flihren kann. Dieses

wiederum konnte den vollstandigen Verlust der Redoxaktivitat bewirken.

In der Literatur finden sich dennoch elektrochemische Untersuchungen mit direkt Uber
Cystein an Gold gebundenes Cyt ¢ [Hansen et al. 2003; Heering et al. 2004; Bortolotti et al.
2006]. In diesen Fallen wurde anstelle von Cyt ¢ aus Pferdeherz, das aus Saccaromyces
cerevisiae gewonnene Protein (YCC) verwendet. Dieses unterscheidet sich geringflgig in
der Aminosauresequenz. So findet sich an Position 102 ein weiteres Cystein. Dieses nahe
am C-Terminus gelegene Cystein ermoglicht die kovalente Anbindung an Gold, ohne dass

es zur Denaturierung kommt. So konnte mit YCC ein schneller und reversibler
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Elektronentransfer mit einer Standardgeschwindigkeitskonstanten von k, = 1,8-10% s

gezeigt werden [Heering ef al. 2004].
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Abb. 5.15 Kovalente Bindung der Hdm-Gruppe an das Aminosauregerist von Pferdeherz Cyt c.

Immobilisierung von Cyt c iiber Aminogruppen

Als Alternative zur direkten, kovalenten Immobilisierung bietet sich die kovalente
Immobilisierung von Cyt ¢ Uber ungebundene Aminogruppen an. Von diesen finden sich
aufgrund der hohen Zahl von Lysingruppen sehr viele an der Proteinoberflache von Cyt c.
Fir eine kovalente Bindung muss die Goldoberflache mit einem Reaktionspartner
beschichtet bzw. aktiviert werden. Carboxylterminierte SAMs lassen sich durch Zugabe von
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) Carbodiimide Hydrochloride (EDC) und
N-hydroxysuccinimid (NHS) aktivieren, wodurch es zur Ausbildung einer Sdureamidbindung
zwischen Carboxylgruppe und Aminogruppe kommt (siehe Kapitel 2.3.2). Alternativ kann die
Goldoberflache auch mit einer bereits aktiven Spezies beschichtet werden, die eine
gegenuber NH, reaktive Kopfgruppe tragt. Eine solche reaktive Gruppe kann beispielsweise
aus einem N-Hydroxysuccinimidester bestehen. In der vorliegenden Arbeit wurde Cyt ¢ auf

beide Arten kovalent immobilisiert. Im ersten Fall wurde die Goldoberflache mit einer SAM
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aus 3-Thiosuccinimidylpropionat (TSP), wie unter 3.6.3 beschrieben, beschichtet. Nach
Zugabe von Cytc kam es unter Abspaltung der NHS Gruppe und Ausbildung der
Saureamidbindung zur Immobilisierung. Im zweiten Fall wurde die Goldoberflache zunachst
mit einer SAM aus MUA beschichtet. In einem zweiten Reaktionsschritt erfolgte, wie unter
3.6.3 beschrieben, die Aktivierung der Kopfgruppe durch Zugabe von EDC und NHS. Das
Redoxverhalten, des auf beide Weisen kovalent gebundenen Cyt ¢, wurde elektrochemisch
mittels Zyklovoltammetrie, analog zu den vorangegangenen Untersuchungen, durchgefihrt.
Die Abbildungen 5.16 a/c zeigen die Zyklovoltammogramme flr auf TSP (a) und aktiviertem
MUA (c) gebundenes Cyt c bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s. Daneben
dargestellt sind die kinetischen Untersuchungen (Abbildung 5.16 b/d) mit Vorschub-
geschwindigkeiten zwischen 200 mV/s und 2000 mV/s.
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Abb. 5.16 Zyklovoltammogramme von Cytc, kovalent immobilisiert auf TSP (a) und EDC/NHS
aktiviertem MUA (c) in Phosphatpuffer (/ = 5,78 mM, pH 7,0), bei einer Vorschubgeschwindigkeit von
100 mV/s. (b) und (d) zeigen Zyklovoltammogramme bei Potentialvorschubgeschwindigkeiten von
100 mV/s, 200 mV/s, 500 mV/s, 1000 mV/s und 2000 mV/s. Alle Potentiale sind bezogen auf das
Potential einer Ag/AgCl Referenzelektrode (3M KCI), als Gegenelektrode diente ein Platindraht.
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In beiden Fallen konnte ein deutliches und reversibles Redoxverhalten beobachtet werden.
Die Formalpotentiale lagen mit E, = 37 mV fir TSP und E, = 21 mV fir aktiviertes MUA leicht
verschoben gegeniber dem Literaturwert, der zwischen 3 mV und 18 mV (vs. Ag/AgCl) liegt
[Song et al. 1993]. Die Uuber die Flachenintegrale der Peakstréme berechneten
Bedeckungsgrade mit aktivem Protein liegen mit 11% flr TSP und 12% fir MUA deutlich
unter den Vergleichswerten bei der elektrostatischen Immobilisierung auf Thioalkansauren.
Offenbar ist die kovalente Immobilisierung nicht so effizient wie die elektrostatische.
Elektrostatische Immobilisierungen zeigen aufgrund der Fernwirkung der Dbeteiligten
Ladungen sehr schnelle Bindungskinetiken. Bei kovalenter Immobilisierung fehlt diese
Fernwirkung, sodass der Immobilisierungsprozess deutlich Ianger dauert. Hinzu kommt, dass
die Orientierung des Proteins auf der Oberflache zufallig erfolgt. Auf der Proteinoberflache
befinden sich multiple freie Aminogruppen. Welche und wie viele davon die
Oberflachenreaktion eingehen, ist nicht kontrollierbar. Im Gegensatz zur elektrostatischen
Immobilisierung, bei der es aufgrund des Dipol-Charakters von Cyt ¢ zu einer gleichmaRigen
Orientierung des Proteins auf der Elektrodenoberflache kommt, ist bei kovalenter
Immobilisierung davon auszugehen, dass ein Grofdteil des immobilisierten Cyt ¢ in einer fir
den Elektronentransfer ungeeigneten Orientierung vorliegt. Da der Bedeckungsgrad nichts
Uber die tatsachliche Bedeckung mit Protein, sondern nur Uber die Bedeckung mit
redoxaktiven Proteinen, bei denen es zum tatsachlichen Elektronentransfer kommt, aussagt,
lassen sich so die sehr geringen Ladungsdichten erklaren. In den Zyklovoltammogrammen
ist ein deutlicher Unterschied bei den kapazitiven Stromen zu erkennen. Die Ursache hierflr
liegt an der unterschiedlichen Kettenlange. Wahrend TSP nach Abspaltung von NHS nur aus
drei Kohlenstoffatomen besteht, sind es bei MUA 11. Entsprechend erklart sich auch das
unterschiedliche kinetische Verhalten. So fallt die Peakseparation flir TSP deutlich geringer
aus als fir MUA. Dieses geht auch aus Abbildung 5.17 hervor, wo die Peakpotentiale bzw.
Peakseparation als Funktion der Scangeschwindigkeit aufgetragen sind. Die Darstellung
ermOglicht den direkten kinetischen Vergleich zwischen elektrostatisch auf MUA und
kovalent auf MUA immobilisiertem Cyt c. Hierbei wird deutlich, dass es bei kovalent
immobilisietem Cyt ¢ zu einer deutlich ausgepragteren Peakseparation kam. Selbst die
Peakseparation fir an TSP gebundenes Cyt ¢ war starker ausgepragt, als flr elektrostatisch
an MUA gebundenes. Die Erklarung hierflr kann ebenfalls mit der variierenden Orientierung
des kovalent immobilisierten Proteins auf der Elektrodenoberflache gegeben werden.
Hierdurch kommt es im Mittel zu einer gréReren Distanz zwischen Elektrodenoberflache und

Redoxzentrum. Des Weiteren ist nicht klar, wie sich die gednderte Orientierung auf den von
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[Avila et al. 2000] und [Murgida und Hildebrandt 2001] beschriebenen Gating-Prozess
auswirkt. Die Untersuchungen von [Murgida und Hildebrandt 2001; Rivas et al. 2002] deuten
darauf hin, dass eine definierte Orientierung der Ham-Gruppe zur Elektrode vorliegen muss,
damit ein effizienter Elektronentransfer stattfinden kann. Dieses ist bei der elektrostatischen
Wechselwirkung gewahrleistet, die auch fir die natirliche Bindung zwischen Cytc und
Cyt c Oxidase verantwortlich ist. Ob es jedoch bei einer kovalenten Bindung zu einem
vergleichbaren Effekt kommt, ist nicht bekannt. Entsprechend kénnten sich die errechneten
niedrigen Standardgeschwindigkeitskonstanten erklaren. So ergab sich fiir TSP ein Wert von
Log ko = 0,84, der deutlich niedriger ist als der Vergleichswert von MPA, das ebenfalls aus
drei Kohlenstoffatomen besteht (Log ko = 1,23; Sy, =0,12). Auch fir EDC/NHS aktiviertes
MUA ergab sich ein Wert (Log k, = 0,55), der erheblich geringer ist, als der Vergleichswert
von elektrostatisch auf MUA gebundenem Cyt ¢ (Log ko = 1,12; S, = 0,04). Es muss davon
ausgegangen werden, dass der mittlere Abstand zwischen Eisenzentrum und
Elektrodenoberflache grofler war als bei der elektrostatischen Immobilisierung Uber die
aquivalenten Thiocarbonsauren. Die Werte fur den Durchtrittsfaktor a liegen aber auch far

kovalent gebundenes Cyt ¢ zwischen 0,45 und 0,5.
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Abb. 5.17 Potentialverschiebung als Funktion der Potentialvorschubgeschwindigkeit nach Laviron (a)
und als Peakpotentialdifferenz AEp..« in Abhangigkeit von vsg, (b). Gemessen wurde mit
Potentialvorschubgeschwindigkeiten zwischen 10 mV/s und 5000 mV/s fur kovalent auf TSP bzw.
EDC/NHS aktiviertem MUA immobilisiertes Cyt c. Vergleichsweise sind die Werte fur elektrostatisch
auf MUA immobilisiertes Cyt ¢ bis 10000 mV/s aufgetragen.
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Insgesamt ist die kovalente Immobilisierung von Cyt ¢, aufgrund der fehlenden Kontrolle tGber
die Orientierung an der Oberflache fiir bioelektronische Untersuchungen weniger geeignet.
Die elektrostatische Immobilisierung, insbesondere auf MUA, filhrte zu einem deutlich
effektiveren Ladungstransfer und ist somit, unter den hier beschriebenen Bedingungen, der
kovalenten Immobilisierung vorzuziehen. Fir andere Anwendungen, wie z.B. der
Immobilisierungen in  Gegenwart hoher Salzkonzentrationen, kénnen kovalente

Immobilisierungen jedoch deutlich besser geeignet sein.

5.1.3 Microperoxidase-11

Die Kinetik des Elektronentransfers zwischen der Elektrodenoberflaiche und darauf
immobilisiertem Cyt ¢, hangt von der Molekilkettenlange der SAM, von der Orientierung des
Proteins auf der SAM und dem von [Avila et al. 2000; Murgida und Hildebrandt 2001]
beschriebenen Gating-Prozess, also der Fahigkeit des immobilisierten Proteins zur
Anderung der Orientierung fiir einen optimierten Elektronentransfer ab. Des Weiteren ist
davon auszugehen, dass auch der intramolekulare Elektronentransfer innerhalb von Cyt ¢
einen Einfluss auf die Redoxkinetik hat. Um dieses zu untersuchen wurden elektrochemische
Untersuchungen an Microperoxidase-11 (MP-11) mittels Zyklovoltammetrie durchgefiihrt.
MP-11 ist ein Polypeptid aus 11 Aminosauren, das durch enzymatischen Verdau von Cyt ¢
erhalten wird [Ruzgas et al. 1999]. Es besteht aus den Aminosauren 11 bis 21 von Cyt ¢ und
tragt die Ham-Gruppe. Abbildung 5.15 (siehe Kapitel 5.1.2) zeigt den Teil von Cyt ¢, der
mittels Enzymverdau abgespalten wird. Aufgrund der geringen Grdélie des Peptids und der
frei zuganglichen Ham-Gruppe, ist MP-11 hervorragend fir elektrochemische
Untersuchungen des Redoxverhaltens geeignet [Létzbeyer et al. 1994]. Da MP-11 jedoch
keine positiv geladenen Gruppen enthalt, die eine elektrostatische Bindung an
Thioalkansduren ermdglichen, musste fur die Untersuchungen eine alternative
Immobilisierungsstrategie angewendet werden. Fir die elektrochemische Untersuchung von
MP-11 auf Goldelektroden, beschriecben [Ruzgas et al. 1999] unterschiedliche
Immobilisierungsverfahren. Hier wurde die Immobilisierung auf einer SAM aus Alkanthiolen
angewendet. Die Ham-Gruppe in MP-11 ist stark hydrophob. Bei Cytc liegt diese
gréltenteils innerhalb des Proteins, bei MP-11 ist sie jedoch frei zuganglich. Entsprechend
lasst sich MP-11 Uber hydrophobe Wechselwirkungen zwischen der hydrophoben Alkanthiol
SAM und der Ham-Gruppe immobilisieren. Um die elektrochemischen Ergebnisse von
MP-11 und Cyt ¢ auf kurz- und langerkettigen SAMs vergleichen zu kénnen, wurde MP-11

auf Hexanthiol (HxT) und Undecanthiol (UDT) immobilisiert. Die Zyklovoltammogramme bei
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unterschiedlichen Potentialvorschubgeschwindigkeiten wurden in 1 M Natriumphosphatpuffer

pH 4,2 analog zu [Ruzgas et al. 1999] aufgezeichnet und sind in Abbildung 5.18 gezeigt.
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Abb. 5.18 Zyklovoltammogramme von MP-11, immobilisiert auf Alkanthiolmonolagen: (a) HxT bei
100 mV/s; (b) Kinetik auf HXT bei 200 mV/s bis 5000 mV/s; (c) UDT bei 100 mV/s und (d) Kinetik auf
HXT bei 200 mV/s bis 5000 mV/s. Alle Messungen wurden in 1 M Phosphatpuffer pH 4,2 durchgefiihrt.

Die Untersuchungen ergaben ein deutliches Redoxverhalten von MP-11, sowohl auf HxT, als
auch auf UDT. Es ergab sich in beiden Fallen ein Formalpotential von etwa -230 mV. Dieser
Wert ist konsistent mit dem von [Ruzgas et al. 1999] gefundenen Formalpotential. Aus den
Flachenintegralen der Peakstrome wurden die Ladungsdichten berechnet. Diese lagen fur
HxT mit 2,87 uC/cm? und fiir UDT mit 3,97 uC/cm? deutlich (iber den fiir MHA bzw. MUA
immobilisiertes Cyt ¢ erhaltenen Werten (oyysa = 0,89 pA/cmZ; owua = 1,09 pA/cmz). Der
Grund hierfur liegt in der deutlich geringeren MolekulgréRe von MP-11. Pro MP-11 ist genau
wie beim Cyt ¢ ein Elektron an der Oxidation bzw. Reduktion beteiligt. Es finden jedoch
deutlich mehr MP-11 Molekile als Cyt ¢ Molekulle auf der Elektrodenoberflache Platz. Bei
Betrachtung der kinetischen Ergebnisse in Abbildung 5.18, zeigt sich fir Cyt ¢ auf HxT keine
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erkennbare Peakseparation. Fur UDT ist hingegen eine leichte Peakseparation bei hdheren
Scangeschwindigkeiten zu erkennen. Das geht auch aus der Darstellung in Abbildung 5.19
hervor. Hier sind die Peakpotentiale nach Laviron (Abb.5.19a) bzw. die
Peakpotentialdifferenzen gegeniiber der Scangeschwindigkeit (Abb. 5.19 b) aufgetragen.
Zum Vergleich sind die fur Cyt ¢ auf MHA und MUA ermittelten Werte mit aufgetragen. Fur
die Darstellung nach Laviron wurde aufgrund der stark abweichenden Formalpotentiale eine

zweite Y-Achse eingeflgt, die einen relativen Vergleich der Peakseparation ermdéglicht.
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Abb. 5.19 Potentialverschiebung fir HxT + MP-11 und UDT + MP-11, als Funktion der
Potentialvorschubgeschwindigkeit nach Laviron (a) und als Peakpotentialdifferenz AEpg. in
Abhangigkeit von vse, (b). Gemessen wurde mit Potentialvorschubgeschwindigkeiten zwischen
10 mV/s und 10000 mV/s (5000 mV/s fir HXT + MP-11). Vergleichsweise sind die Werte fur auf MHA
bzw. MUA immobilisiertes Cyt ¢ bis 10000 mV/s aufgetragen.

Beim Vergleich der Potentialdifferenzen in Abhangigkeit der Potentialvorschub-
geschwindigkeit zeigt sich, dass sie fur MP-11 auf Alkanthiolen deutlich geringer sind, als bei
den Vergleichsmessung mit Cytc auf Thioalkansduren. Auf HxT war selbst bei
Potentialvorschubgeschwindigkeiten von 10000 mV/s nur eine minimale Peakseparation von
etwa 30 mV zu beobachten. Fir Cytc auf MHA lag die Peakseparation hingegen bei
235 mV. Aufgrund der geringen Peakseparation lieRen sich Durchtrittsfaktor a und
Standardgeschwindigkeitskonstante k, nicht ermitteln, da fir die Berechnung nach Laviron
die Potentialdifferenz gréRRer als 200 mV sein muss [Laviron 1979]. Auch ohne Bestimmung
der Geschwindigkeitskonstanten wird deutlich, dass es hier zu einem erheblich schnelleren
Elektronentransfer kam. Offenbar gab es trotz der gleichen Monolagen-Kettenlange einen

effizienteren Elektronentransfer. Hierfir kommen zwei Erklarungen in Frage. Durch die
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hydrophobe Immobilisierung der MP-11 Uber die Ham-Gruppe, liegt diese in unmittelbarer
Nahe zur SAM. Geht man von einer planen Ausrichtung der Hdm-Gruppe zur SAM aus, so
kann der Elektronentransfer von der SAM direkt auf das Eisenzentrum erfolgen. Bei Cyt ¢
hingegen liegt die Ham-Gruppe groftenteils innerhalb des Proteins. Der Elektronentransfer
erfolgt Uber eine Ecke der Ham-Gruppe [Dickerson und Timkovich 1975; Zhou et al. 2004],
wobei die Elektronen zusatzlich die Porphyrinstruktur tberwinden missen, bis sie das
Eisenzentrum erreichen. Dieser Abstand zwischen Eisenzentrum und SAM betragt etwa
0,7 nm. Ein weiterer Effekt, der zu der verbesserten Kinetik bei MP-11 beitragen kann, ist die
Tatsache, dass aufgrund der bereits optimalen Orientierung der Ham-Gruppe zur Elektrode,
die von [Avila et al. 2000] beschriebene Orientierungsanderung nicht erfolgen muss, um den
Elektronentransfer zu ermoglichen. In diesem Fall missten Geschwindigkeitskonstanten

Uber denen fiir kurzkettige Thioalkansauren erzielt werden kénnen.
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5.2 Redoxverhalten von Cytochrom ¢ auf nanostrukturierten Au
Elektroden

Kapitel 5.1 befasste sich mit der Immobilisierung von Cytc auf makroskopischen
zweidimensionalen (2D) Elektroden und der Charakterisierung der Redoxeigenschaften.
Makroskopische 2D Elektroden sind ideale Modellsysteme mit vernachlassigbarer
Oberflachenrauigkeit. Im Folgenden sollte die Immobilisierung von Cytc auf
nanostrukturierten  Elektrodenoberflachen erfolgen. Dabei handelt es sich um
makroskopische Elektrodenoberflachen, die 3D Nanostrukturelemente enthalten. Aufgrund
der starken OberflachenvergrofRerung besitzen sie gegenuber planaren Elektroden eine
deutlich hdhere Kapazitdt und eine grélRere aktive Elektrodenoberflache, was bei
elektrochemischen Messungen zu einer Steigerung der Sensitivitat fihrt. Aus diesem Grund
sind nanostrukturierte Oberflachen sehr gut fur elektrochemische Biosensoren [Katz et al.
2004A; Patolsky et al. 2006] und andere bioelektronische [McKnight et al. 2006] und
technische Anwendungen [Yoo und Park 2007; Hu et al. 2006] geeignet. Auch die, in der
molekularen  Bioelektronik  angestrebten, nanoskopischen Bauelemente besitzen
nanostrukturierte Oberflachen. Es ist daher von besonderem Interesse, den Einfluss der
Nanostrukturierung auf die Redoxaktivitat, die elektronische Kopplung zwischen Protein und
Elektrode, sowie die Kinetik des Ladungstransfers zu kennen. Von oberflachenrauen
Strukturen ist bekannt, dass sie im Gegensatz zu planaren Oberflachen den Ladungstransfer
zu elektrostatisch immobilisiertem Cyt ¢ beginstigen [Leopold et al. 2002A; Leopold et al.
2002B]. Bei ihren elektrochemischen Untersuchungen an unterschiedlich rauen, mit
Thioalkansauren beschichteten Goldelektroden, beobachteten [Leopold et al. 2002A] mit
abnehmender Oberflachenrauigkeit eine Zunahme der Doppelschichtkapazitat. Sie erklarten
diesen Effekt mit Hilfe eines Modells, wonach auf rauen Oberflachenstrukturen die Zahl, der
sich ausbildenden Wasserstoffbriicken zwischen COOH-Gruppen und Wassermolekilen,
verringert ist. Hierdurch ist der strukturelle Einfluss von hydrophoben Interaktionen der
aliphatischen Ketten gréfRer, als auf planaren Substraten, und es kommt zu einer héheren
strukturellen Ordnung der SAM Molekile. Aufgrund der fehlenden Wasserstoffbriicken-
bindungen, ergeben sich auf rauen Oberflachen geringere pK,-Werte. Mit zunehmender
Oberflachenrauigkeit kommt es verstarkt zu Deprotonierungsreaktionen und damit zu
erhdhten Ladungsdichten anionischer Carboxylate auf der SAM Oberflache. Dadurch wird
die elektrostatische Bindung von Cyt ¢ begtinstigt, sodass eine héhere Bedeckung und damit

verbunden eine héhere Redoxaktivitat die Folge ist [Leopold et al. 2002B]. Nanostrukturierte
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Bauelemente weisen eine besonders ausgepragte Oberflachenrauigkeit auf, wodurch analog
zu den Beobachtungen von [Leopold et al. 2002A; Leopold et al. 2002B] eine deutliche
Verringerung der Doppelschichtkapazitat von carboxylterminierten SAMs, im Vergleich zu
planaren Goldsubstraten und ein verbesserter Ladungstransfer zu elektrostatisch
immobilisiertem Cyt ¢ zu vermuten ware. Aus diesem Grund sollte Uberprtft werden, ob sich
ein vergleichbarer Effekt bei den hier beschriebenen Au Nanopillar (NP) Elektroden

nachweisen lasst.

Neben dem Einfluss der Oberflachentopographie auf den Ladungstransfer sollte untersucht
werden, ob kinetische Effekte beim Ladungstransfer zwischen NP Elektrode und
immobilisietem Cytc zu beobachten sind. Nanostrukturierte Elektroden besitzen
Modellcharakter fur die Beschreibung von diffusionskontrollierten faradayschen Reaktionen,
da sie sowohl Eigenschaften von Makro-, als auch von Mikroelektroden besitzen. Im
Gegensatz zu einzelnen Nanoelektroden werden die geringen Stréme bei nanostrukturierten
Elektroden Uber viele Objekte integriert, sodass die elektrochemischen Signale gut detektiert
werden kénnen. Gleichzeitig herrschen die von Mikroelektroden bekannten nicht-linearen
und zeitabhangigen Diffusionsbedingungen vor. Die Starke dieses Effektes wird im
Wesentlichen von den geometrischen Parametern der Nanostrukturen bestimmt. Bei dem
von Mikroelektrodenanordnungen bekannten elektrochemischen Verhalten [Bockris et al.
2000], kann man zwischen scheibenférmigen, eingebetteten oder hemispharischen
Einzelelektroden unterscheiden, die jeweils zu unterschiedlichen Diffusionsgradienten fihren

und die Kinetik des Systems beeinflussen.

In der Literatur wird eine Vielzahl unterschiedlicher Typen nanostrukturierter Elektroden
beschrieben. So wurden mit Hilfe von Nanopartikeln [Plieth 1982; Pappas et al. 2007],
Nanotubes [Musameh et al. 2002; Yu et al. 2003], Nanobands [Morris et al. 1987],
Nanofibers [Nguyen-Vu et al. 2006] und Nanopillars modifizierte Elektroden fur
unterschiedliche Anwendungen hergestellt. Die Methoden zur Herstellung von nano-
strukturierten Elektroden lassen sich unterteilen in direkte lithographische Methoden, unter
Verwendung eines Elektronen- oder fokussierten lonenstrahls, Template basierende
Methoden und Methoden, die auf Nanopartikel Wachstum und Selbstorganisationsprozessen
basieren. Bei der Herstellung sind vor allem die auf Selbstorganisation basierenden
Methoden von Vorteil, da sie mit geringem Aufwand auf gro3e Flachen angewendet werden
konnen. Im Gegensatz zu sich zuféllig ausbildenden Nanostrukturen, sind besonders
Ansatze von Interesse, die eine kontrollierte Strukturierung zu grofRflachigen und

gleichmaBig angeordneten Nanostrukturen ermdéglichen. Eine besonders effiziente Methode
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zur Herstellung von Gold-Nanopillar Strukturen beschreiben [Wolfrum et al. 2006B; Sanders
und Tan 2003]. Hier kam eine Technik zum Einsatz, die auf Selbstorganisation beruht. Die
Autoren stellten Nanopillar Strukturen mit Hilfe von Membranen aus porésem anodisiertem
Aluminiumoxid her, indem sie in die Poren galvanisch Gold abschieden. Durch Kontrolle der
Prozessparameter wahrend der Herstellung ergab sich eine definierte Variabilitat der
Nanopillar Geometrie [Wolfrum et al. 2006B]. Im Rahmen dieser Arbeit sollte Cytc
elektrostatisch auf solche mit NP bedeckten Elektroden immobilisiert und der
Ladungstransfer charakterisiert werden. Fur die Untersuchungen war eine exakte
Bestimmung der tatsachlich elektroaktiven Oberflache zwingend erforderlich. Entsprechend
solite die Oberflachenvergréflerung mit Hilfe unterschiedlicher Methoden charakterisiert
werden. Die Herstellung der NP Strukturen ist nach [Wolfrum et al. 2006B] unter 3.6.1

beschrieben.

5.2.1 Oberflachencharakterisierung von Au Nanopillar Elektroden

In friheren Untersuchungen wurde bereits versucht, die elektroaktive Oberflache
nanostrukturierter Elektroden und ihr Beitrag an dem elektrochemischen Signal zu
bestimmen [Forrer et al. 2000; Anandan et al. 2006; McKnight et al. 2003]. Hierbei ergaben
sich widersprichliche Aussagen, sodass die tatsachliche Beziehung, zwischen realer 3D
redoxaktiver Oberflache und elektrochemischem Signal, bei nanostrukturierten Elektroden

nicht eindeutig geklart werden konnte.

Um diesen Widerspruch und die Prozesse an der elektrochemisch aktiven Oberflache von
Gold NP Strukturen aufklaren zu kénnen, wurden an unserem Institut vergleichende
elektrochemische Untersuchungen durchgefiihrt [Schroper et al. 2008]. Zunachst wurde die
dreidimensionale (3D) Oberflache der nanostrukturierten Elektroden mit dem Raster-
elektronenmikroskop (REM) geometrisch bestimmt. Abbildung 5.20 zeigt REM Bilder einer
mit NP bedeckten Elektrode, bei unterschiedlicher VergréRerung in Aufsicht (a/c) und unter
einem Betrachtungswinkel von 60° (b). Die Bilder zeigen, dass die NP eine einheitliche
Struktur ohne Segmentierung oder Verzweigung und nur geringen GroéRenunterschieden
haben und die Oberflache gleichmaRig dicht bedecken. GréRRere Defekte sind nicht zu

erkennen.
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Abb. 5.20 REM Aufnahmen von Gold NP Strukturen, hergestellt durch elektrochemische Deposition in
pordse Aluminiumoxid Tamplates auf einem Au/Ti/Si Substrat: Detailansicht von oben (a) und von der

Seite (b); (c) zeigt einen groReren Ausschnitt in Aufsicht.

REM Aufnahmen wurden verwendet, um die geometrischen Dimensionen individueller NP zu
messen. Fir jede untersuchte Probe wurde eine reprasentative Anzahl NP zur Bestimmung
des durchschnittlichen Durchmessers dyp, der mittleren Hohe hyp und des Abstandes der NP
untereinander xyp verwendet. Die Ermittlung der HOhe hyp erfolgte aus Querschnitten unter
einem Betrachtungswinkel von 60° unter dem REM. Aus diesen Werten und der Grundflache
der Elektrode A, von 0,26 cm? wurde die 3D Oberfliche Az, nach folgender Formel

berechnet:

ﬂd NP hNP AO
Sin60°(x,, +d,p )°

Ayp =4y + (5.7)

Der mittlere Durchmesser, die mittlere Hohe und der mittlere Abstand der NP wurde aus der
Gesamtzahl der untersuchten Proben bestimmt, die alle unter den gleichen Bedingungen

hergestellt wurden. Die jeweilige Standardabweichung des Mittelwertes S,,, ist in Klammern
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angegeben. Es ergaben sich Werte von dyp = 56 nm (Sy = 1); hye = 184 nm (S, = 3) und
Xnp = 23 nm (Syn =2). Verglichen mit einer planaren Au Elektrode mit der gleichen
Grundflache A,, ergab sich mit dieser Untersuchungsmethode eine Oberflachen-

vergrofierung um den Fakor 7,1 mit einer Standardabweichung von S,,, = 0,27.

Basierend auf dieser Messung wurden unterschiedliche elektrochemische Verfahren zur
Oberflachenabschatzung eingesetzt und miteinander verglichen (Tabelle 5.5). Die
Doppelschichtkapazitat Cp. wurde von acht Proben relativ zur Grundflache mittels
Zyklovoltammetrie bestimmt [Schroper et al. 2008]. Hierbei zeigte sich, dass die NP
Elektroden im Vergleich zu planaren, aufgrund ihrer Oberflachenvergroflerung héhere
Strome zum Laden der Doppelschichtkapazitat an der Grenzflache zwischen Elektrode und
Elektrolyt aufweisen. Aus diesen unterschiedlichen kapazitiven Eigenschaften errechnete
sich ein OberflachenvergréRerungsfaktor von 5,6 (S,»=0,51). Um dieses Ergebnis zu
Uberprifen, wurde eine zweite Methode zur Bestimmung der Doppelschichtkapazitat Cp,
verwendet, die elektrochemische Impedanzspektroskopie [Schroper et al. 2008]. Basierend
auf diesen Daten ergab sich ein effektiver Faktor fiur die Oberflachenvergréerung von 11,3
(Sxm = 1,0), der in etwa doppelt so grol} ist, wie der zuvor mittels Zyklovoltammetrie ermittelte
Wert. Der Grund fir diesen Unterschied konnte nicht abschlieRend geklart werden, ist aber

Gegenstand weiterer Untersuchungen.

Erganzend wurden redoxaktive Molekule verwendet, um die elektroaktive Oberflache anhand
von Ladungstransferprozessen an der NP Elektrodenoberfliche zu ermitteln. Zunachst
wurde ein diffusionskontrolliertes System mit Kaliumhexacyanoferrat (Ks4Fe(CN)s]) zur
Oberflachencharakterisierung eingesetzt, das bereits zuvor fur die Untersuchung
nanostrukturierter Elektroden Verwendung fand [Forrer et al. 2000; Anandan et al. 2006].
Abbildung 5.21 zeigt die Zyklovoltammogramme von NP und planarer Gold Elektrode in 1 M
KCI mit 1 mM KyFe(CN)s]. Wie fur alle in diesem Zusammenhang durchgefihrten
elektrochemischen Messungen, wurde die Kurve auf eine Grundflache von 1 cm? normiert.
Fir das Redoxpaar Fe?/Fe® ergaben sich ein anodisches Peakpotential Eo, von etwa
300 mV und ein kathodisches Egrsy VONn ca. 240 mV.
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Abb. 5.21 Zyklovoltammogramme von Au Nanopillar (durchgehende Linie) und planarer
(unterbrochene Linie) Elektrode in 1 mM KiFe(CN)s] mit 1M KCI, als Elektrolyt bei einer
Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s.

Die anhand des diffusionslimitierten Redoxprozesses an der Elektrodenoberflache
ermittelten Peakstrome waren um den Faktor 1,45 (S, = 0,09) hoher, als die fir planare mit
der gleichen geometrischen Grundflache gemessenen. Hier ergab sich somit ein
OberflachenvergroRerungsfaktor fur die elektroaktive Oberflache von 1,45 (Tabelle 5.5).
Dieser Wert ist deutlich kleiner als alle zuvor ermittelten Werte. Auf vergleichbare Werte
kamen auch [Anandan et al. 2006] bei den Untersuchungen an Au Nanopillar Elektroden.
Hier ergaben sich mit K4Fe(CN)s] 1,4- bis 1,9-fache OberflachenvergrofRerungen.
Interessanterweise beschrieben auch [Forrer et al. 2000] fur Au Nanowire Anordnungen
einen ahnlichen Effekt und zeigten eine deutliche Steigerung des Verhaltnisses zwischen 3D
Oberflache und der durch Diffusion zuganglichen Flache, verglichen zu makroskopisch
flachen Goldelektroden. Die von [Forrer et al. 2000] flir Nanowire Elektroden gemessenen
faradayschen Peakstrome waren sogar nur etwa halb so grof3, wie die planarer
Goldelektroden. Dieses Verhalten lasst sich mit einer, von linearer Diffusion kontrollierten,
faradayschen Reaktion an der Elektrodenoberflache erklaren, deren durch Diffusion
zugangliche Flache verringert ist. Bei den hier beschriebenen Au NP Elektroden ist aufgrund
des Diffusionsprozesses bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s von einer
Verknappung der Redoxspezies zwischen den Nanopillars auszugehen, sodass diese
Flachen nicht mehr zum Ladungstransfer beitragen koénnen. Die einzelnen Nanopillar
verhalten sich somit wie hemispharische Einzelelektroden, bei denen der Redoxprozess nur
an den oberen Bereichen stattfinden kann. Hierdurch ist die elektroaktive Oberflache deutlich
reduziert und es ergibt sich in der Summe nur eine OberflachenvergroRerung um den Fakor

1,45. Die von [Forrer et al. 2000] beschriebene, gegenlber planaren Substraten verringerte,
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elektroaktive Oberflache ist auf den gleichen Effekt zuriickzufihren. Die Geometrie und
dichtere Anordnung der Nanostrukturen fiihrt dort offenbar zu einer noch schnelleren
Verknappung der Redoxspezies, sodass die Oberflachenbereiche, die einen Beitrag zum

Redoxprozess leisten kdnnen, deutlich kleiner sind.

Die zuvor beschriebenen Methoden zur Analyse der Au NP Oberflachenvergréfierung
basierten auf kapazitiven Effekten und diffusionskontrollierten Redoxprozessen und lieferten
diskrepante Aussagen. Um die Limitierungen diffusionskontrollierter Systeme zu umgehen,
kénnen oberflachengebundene Redoxsysteme zur Bestimmung der elektroaktiven
Oberflache von Au NP Elektroden genutzt werden. Eine vielversprechende Au-Oxid
Reduktionsmethode wurde von [Leopold et al. 2002A] fir die Oberflachencharakterisierung
strukturierter Elektrodenoberflachen verwendet und geht auf [Oesch und Janata 1983; Vela
et al. 1990] zurilick. Dieser Ansatz basiert auf der Oxidation bzw. Reduktion der Oberflachen-
Goldatome. Aus den hierbei messbaren Ladungsstromdichten ist eine Abschatzung der
elektroaktiven Goldoberflache maoglich. Der Potentialbereich wurde analog zu den
Literaturvorgaben gewahlt, um eine Oxidation der tiefer gelegenen Goldatome zu vermeiden.

Abbildung 5.22 zeigt die Zyklovoltammogramme fiir planare und nanostrukturierte Substrate.

198001 _ _ Au planar Ox/Red
10001 — Nanopillars Ox/Red

500+
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Abb. 5.22 Oxidation und Reduktion von Au Nanopillars (durchgehende Linie) und planarem Gold
(unterbrochene Linie) in 0,1 M H,SO,, bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s. Die Graphen

wurden normiert auf eine Grundflache von 1 cm?.

Wahrend des anodischen Potentialvorschubs startete die Oxidation bei Potentialen Uber 1V,
gemessen gegen das Potential einer Ag/AgCIl Referenzelektrode [Dickertmann et al. 1974;
Nieto et al. 2003]. Der Oxidationspeak der Au NP ist deutlich vergroRert gegeniiber dem von

planarem Au und zeigt eine abweichende Form. Fir die Bestimmung der
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OberflachenvergréRerung wurde der Reduktionspeak bei einem Potential von etwa 800 mV
verwendet. Durch Integration des kathodischen Strompeaks ergab sich die experimentelle
Ladungsdichte fur die Reduktion des Au-Oxids an der Elektrodenoberflache Oregexy), die mit
der theoretischen Ladungsdichte Ogregmeon €iner bekannten Au Oberflache verglichen wurde.
Der von [Leopold et al. 2002A] ermittelte theoretische Wert Ogreqineon betragt 448 pC/cmZ.
Bezogen auf diesen Wert, errechnete sich aus der Gesamtzahl von 11 untersuchten Proben
eine mittlere Oberflache der Nanopillar Struktur von 1,5 cm? (Sym=0,09) und ein
OberflachenvergroRerungsfaktor von 5,9 (S,,=0,36). Verglichen mit den anderen
Untersuchungsmethoden, ergibt sich hier eine vergleichsweise gute Ubereinstimmung mit

dem Wert, der mit Hilfe der geometrischen Bestimmungsmethode erzielt wurde.

Zusatzlich zu der Goldoxidation wurde immobilisiertes Ferrocenhexanthiol (FcHxT), ein
Redoxmolekul, zur zyklovoltammetrischen Bestimmung der elektroaktiven Oberflache
verwendet. Wie unter 3.6.2 beschrieben wurde FcHxT mit Hexanthiol co-immobilisiert, um
eine  homogene  Oberflachenbedeckung zu  erhalten. Die  entsprechenden

Zyklovoltammogramme fiir Au NP und planare Elektroden sind in Abbildung 5.23 dargestellt.

---- Au planar + FcHxT
94 — Nanopillars + FcHxT
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Abb. 5.23 Zyklovoltammogramme von Au Nanopillars (durchgehende Linie) und planarem Gold
(unterbrochene Linie) mit immobilisiertem FcHxT in 0,1 M H,SO,, bei einer Vorschubgeschwindigkeit
von 100 mV/s.

Hierbei zeigte sich ein deutliches Redoxverhalten der immobilisierten Spezies. Wahrend des
anodischen Potentialvorschubs mit einer Geschwindigkeit von 100 mV/s wurde das
Eisenzentrum des FcHxT bei einem Peakpotential von 340 mV von Fe?* zu Fe** oxidiert und
anschlielend wahrend des Ruckscans beim selben Potential reversibel reduziert. Auch

hierbei ergaben sich fir NP gegenlber planaren Substraten, deutlich grélRere Peakflachen
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und héhere Ladungsstrome, was auf die Oberflachenvergrofierung der NP zurickzufihren
ist. Durch Integration der oxidativen bzw. reduktiven Peakflachen ergab sich die Bedeckung
an redoxaktiven Molekulen. Durch Vergleich der Werte planarer und nanostrukturierter
Proben, konnte anhand der bekannten planaren Elektrodenflache von 0,35 cm? die NP
Elektrodenoberflache berechnet und der Oberflachenvergrélerungsfaktor bestimmt werden.
Aus den insgesamt sechs untersuchten NP Proben ergab sich eine Flache von 1,4 cm?
(Sxm = 0,16) und ein OberflachenvergréRerungsfaktor von 5,3 (S, = 0,65). Dieses Ergebnis
stimmt ebenfalls gut mit dem geometrisch aus den REM Aufnahmen ermittelten Wert

Uberein, obwohl der Wert geringer ist als bei der Au-Oxid Reduktionsmethode.

Tabelle 5.5 fasst alle durchgefihrten Versuche und die dabei ermittelten Werte fiir die
elektroaktive  Oberflache von Au NP Elektroden und die entsprechenden
OberflachenvergréRerungsfaktoren, bezogen auf planares Au, Ubersichtlich zusammen und

erlaubt einen besseren Vergleich der einzelnen Methoden.

Tab. 5.5 Vergleich der Ergebnisse zur Bestimmung der Au Nanopillar Strukturen mit Hilfe

unterschiedlicher Methoden. In Klammern angegeben ist die Standardabweichung vom Mittelwert S,;,.

Kapazitive Methoden: Auf Ladungstransfer basierende Methoden:
Diffusions- Nicht Diffusionskontrolliert
kontrolliert
REM EIS cv Ccv cv Ccv
NaCl NaCl K4Fe(CN)s] | Au Ox/Red FcHxT
Anzahl der 12 8 8 8 11 6
Proben
Au-NP
Oberflache | 1,8 (0,08) | 3,1(0,18) 1,3 (0,07) 0,35 (0,01) 1,5 (0,09) 1,4 (0,16)
[cm?]
Faktor
Oberflachen- | 7,1 (0,27) | 11,3 (1,0) 5,6 (0,51) 1,45 (0,09) 5,9 (0,36) 5,3 (0,65)
vergrofierung

Wie aus der tabellarischen Ubersicht zu erkennen ist, gibt es Methoden die zu ahnlichen
Ergebnissen flhrten und andere, die vollkommen abweichende Werte lieferten. Besonders
starke Abweichungen zeigten die mittels Impedanzspektroskopie und mittels
diffusionskontrolliertem Redoxsystem ermittelten Werte. Der groRe, impedanz-
spektroskopisch ermittelte OberflachenvergréRerungsfaktor, lasst sich nicht allein mit der
vergroflerten 3D Oberflache erklaren. Die andere, auf Zyklovoltammetrie basierende,
kapazitive Methode hingegen lieferte Werte, die recht gut mit den mittels REM bestimmten

Ubereinstimmen. Das andere Extrem bilden die mit Hilfe des diffusionskontrollierten
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Redoxsystems bestimmten Werte. Hier ergab sich der kleinste aller gemessenen
OberflachenvergroRerungsfaktoren. Diese Abweichung kann mit der Annahme erklart
werden, dass aufgrund der Diffusionslimitierung des Systems nur ein Teil der NP tatsachlich
an den Redoxreaktionen beteiligt und die elektroaktive Oberflache entsprechend kleiner als
die 3D Oberflache ist. Die Diffusionslimitierung ist abhangig von den geometrischen
Dimensionen der Nanostrukturen, wie Tiefe und Breite der Zwischenrdume zwischen den
NPs. Hierdurch wird bestimmt, welcher Teil der NP fir die diffundierenden Redoxmolekile
zuganglich ist. Bei den hier untersuchten Strukturen kann davon ausgegangen werden, dass

die Redoxspezies nur die oberen Bereiche der NP, nicht aber den Boden erreicht.

Im Gegensatz zu dem diffusionskontrollierten System, zeigten die Experimente mit
oberflachengebundenen Redoxsystemen sehr einheitliche Werte, die vergleichsweise nahe
an den mittels REM bestimmten Werten fir die Oberflaiche bzw. die
OberflachenvergroRerung der NP Strukturen lagen. In allen Fallen ergaben sich Werte
unterhalb der geometrisch bestimmten OberflachenvergroRerung. Fir die untersuchten
elektrochemischen Systeme war auch von einer etwas geringeren, hochstens aber
annahernd gleichen elektroaktiven Oberflache im Vergleich zur tatsachlichen 3D Oberflache
auszugehen. Grund hierfur ist, dass die 3D Flache mit einer idealisierten Methode
geometrisch aus gemittelten Werten berechnet wurde, die keine Defekte oder partiellen
Passivierungen berticksichtigt. Gerade diese werden jedoch bei den elektrochemischen
Methoden miterfasst. Derartige = Passivierungen konnen beispielsweise durch
Kontaminationen auf der Oberflache oder Ruckstdande der Barriere-Schicht vom
Fabrikationsprozess zustande kommen. Somit erklaren sich die etwas geringeren Werte flr
die elektrochemisch bestimmte OberflachenvergroRerung der Nanopillar Strukturen. Die
geometrische Oberflichenbestimmung mittels REM Aufnahmen ist aufgrund der vielen zu
messenden und statistisch zu bestimmenden EinzelgréRen ein sehr zeitaufwendiger Prozess
und l&sst sich nur flr Strukturen mit homogen anwachsender Oberflache anwenden. Des
Weiteren ist die Oberflachenbestimmung mittels REM keine in-situ Methode, die gerade fur
biosensorische Anwendungen von Vorteil ware. In solchen Fallen bietet sich eine
Oberflachenbestimmung mit Hilfe der hier untersuchten nicht-diffusionskontrollierten
Redoxsysteme an. Die beste Ubereinstimmung mit der geometrisch bestimmten Oberflache
ergab sich bei dem mittels Au-Oxid Reduktion bestimmten Wert. Hierbei zeigte sich auch
eine sehr kleine Standardabweichung, was damit zu erkldren ist, dass alle am
Ladungstransfer beteiligten Spezies unmittelbar an der Grenzflache zwischen Elektrode und

Elektrolyt vorliegen. Diese Methode scheint somit sehr gut flr die reproduzierbare
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Charakterisierung von nanostrukturierten Oberflachen geeignet zu sein. Mit einem
OberflachenvergréRerungsfaktor von 5,6 ebenfalls recht nahe am geometrischen Wert von
7,1 liegt der kapazitiv mittels Zyklovoltammetrie ermittelte Wert. Ebenso geeignet fir die
Bestimmung der elektroaktiven Oberflaiche von Nanostrukturen ist die Methode mit
immobilisierten, nicht-diffusionskontrollierten Redoxsystemen. Hier zeigte sich eine etwas
grélere Abweichung als bei den anderen beiden Methoden. Die kann mit Defekten in der
Molekdlschicht erklart werden, die Zusatzlich zu den Defekten auf der Oberflache auftreten.
Zudem kann es aufgrund der unterschiedlichen Oberflachenmorphologie zwischen planaren
und nanostrukturierten Elektroden zu nicht vollkommen vergleichbaren
Immobilisierungsergebnissen kommen. Da FcHxT mit Hexanthiol co-immobilisiert wurde, und
die Adsorptionskoeffizienten beider Molekile an den Kanten von Terrassen und
Treppenstrukturen abweichen kdénnen, sind unterschiedliche Bedeckungsgrade nicht
auszuschlieRen. Insgesamt zeigte sich im Vergleich zu den mittels Impedanzspektroskopie
bzw. diffusionskontrollietem Redoxsystem ermittelten Ergebnissen nur eine geringe
Abweichung von den geometrisch bestimmten Werten. Zudem bieten immobilisierte Systeme
den Vorteil, dass bei ausreichender Immobilisierungszeit die gesamte Oberflache der

Nanopillar Strukturen mit der entsprechenden Redoxspezies bedeckt ist.

5.2.2 Redoxverhalten von Cytochrom c auf Au Nanopillar Elektroden

Im Folgenden sollte Cytc auf Au NP Strukturen elektrostatisch immobilisiert und
Unterschiede im Redoxverhalten, bezogen auf planare Elektrodenoberflachen, diskutiert
werden. Die Immobilisierung erfolgte analog zu planaren Au(111) Elektroden elektrostatisch
auf MUA. Anschliefend erfolgte die Charakterisierung des Ladungstransfers
elektrochemisch mittels Zyklovoltammetrie, bei unterschiedlichen Vorschubgeschwindig-
keiten. Abbildung 5.24 a zeigt die Zyklovoltammogramme von elektrostatisch immobilisiertem
Cyt ¢ auf planaren Au(111) und NP Elektroden. Wie zu erkennen ist, ergab sich fir die NP
Elektroden bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s ein fur Cytc typisches
Zyklovoltammogramm mit ausgepragtem Oxidationspeak, bei einem Peakpotential von
34 mV und entsprechendem Reduktionspeak bei -36 mV. Hieraus ergibt sich ein
Formalpotential von etwa 0 mV. Dieses deckt sich sehr gut mit dem in der Literatur
beschriebenen Formalpotential fir Cyt ¢ [Song et al. 1993] und dem auf planaren, mit MUA

beschichteten Au(111) Elektroden ermittelten Formalpotential (vergleiche Kapitel 5.1).
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Abb. 5.24 Zyklovoltammogramme von Cyt ¢ immobilisiert auf MUA beschichteten Au Elektroden in
Phosphatpuffer (1=5,78 mM, pH 7,0): (a) Planares Au (unterbrochene Linie) und Au Nanopillar
Elektrode (durchgehende Linie) bei 100 mV/s; (b) Nanopillar Elektrode bei Potentialvorschub-
geschwindigkeiten 200 mV/s bis 5000 mV/s. Die Potentiale sind bezogen auf das Potential einer
Ag/AgCl Referenzelektrode (3M KCI), als Gegenelektrode diente ein Platindraht.

Deutlich zu erkennen sind die Unterschiede im kapazitiven Anteil der Zyklovoltammogramme
und den Redoxpeakflachen aufgrund der OberflachenvergréRerung durch die NP Strukturen.
Analog zu den Experimenten mit FcHxT wurde die NP Oberflache aus den Flachenintegralen
des oxidativen Strompeaks und anhand der bekannten Oberflache planarer Au Elektroden
von 0,35 cm? ermittelt. Insgesamt wurden 6 Nanopillar Proben auf diese Weise untersucht.
Hierbei ergab sich eine mittlere Oberfliche von 1,5cm? (Sy»=0,2) und eine
OberflachenvergroRerung um Faktor 5,7 (Syn =0,9) im Vergleich zur Grundflache von
Ao = 0,26 cm?. Dieses Ergebnis ldsst sich sehr gut mit den Werten vergleichen, die mit Hilfe
der anderen nicht-diffusionskontrollierten Methoden bestimmt wurden und eine recht gute
Annahrung an die mit Hilfe des REM ermittelte 3D Oberflache darstellen. Vergleicht man die
Ergebnisse von immobilisiertem Cyt ¢ mit denen von FcHxT, so ergeben sich fir FcHxT
aufgrund der geringeren Standardabweichung etwas verlasslichere Werte. Bei der
Immobilisierung von Proteinen wie Cyt ¢ muss berlcksichtigt werden, dass es vereinzelt zu
unvorhersehbaren und nicht kontrollierbaren Denaturierungsereignissen kommen kann.
Hierdurch geht bei diesen Molekilen die Redoxaktivitat verloren, sodass die Bereiche auf
der Elektrode blockiert sind und nicht mehr als elektroaktiv detektiert werden kdénnen. Zur
Vergrolkerung der Standardabweichung kommt es zudem durch die Tatsache, dass ein
geringer Anteil des eingesetzten Proteins keine Redoxaktivitat zeigte und hierdurch

zusatzlich partielle Bereiche der Elektrodenoberflache blockiert wurden. Solche
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Blockierungseffekte erfolgen unabhangig von sterischen Behinderungen durch die NP. Ein
aufgrund der Oberflachentopographie effizienterer Ladungstransfer zu immobilisiertem Cyt c,
wie von [Leopold et al. 2002B] fir raue Goldoberflachen beschrieben, lield sich bei den
Nanopillar Strukturen nicht nachweisen. Die experimentellen Befunde, die mit 2D
Makroelektroden in Bezug auf die Redoxantwort in Abhangigkeit der Immobilisierung
erhalten wurden, kdnnen somit mit einiger Sicherheit auf nanodimensionierte Bauelemente

Ubertragen werden.

Bei der kinetischen Betrachtung zeigten sich gegenuber unstrukturierten Au Oberflachen
allerdings deutlichere Unterschiede. Mit héheren Potentialvorschubgeschwindigkeiten ergab
sich eine starker ausgepragte Peakseparation. Dieses wird besonders in der Darstellung
nach [Laviron 1979], im direkten Vergleich zur Kinetik MUA beschichteter, planarer Au(111)
Elektroden, deutlich (Abbildung 5.25a). Des Weiteren kam es mit zunehmender
Potentialvorschubgeschwindigkeit zu  einer  Verkippung und  Streckung des
Zyklovoltammogrammes (Abbildung 5.24 b).
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Abb. 5.25 Potentialverschiebung fiir Cytc, elektrostatisch immobilisiert auf planaren und
nanostrukturierten Au Elektroden, als Funktion der Potentialvorschubgeschwindigkeit nach Laviron (a)
und als Peakpotentialdifferenz AEpea in Abhangigkeit von vsen (b). Gemessen wurde mit

Potentialvorschubgeschwindigkeiten zwischen 10 mV/s und 10000 mV/s.

Noch deutlicher als aus der Darstellung nach Laviron geht der Unterschied der
Peakpotentiale aus Abbildung 5.25 b hervor. Hier ist die Potentialdifferenz als Funktion der
Potentialvorschubgeschwindigkeit gezeigt. Wahrend die Potentialdifferenzen bei niedrigen

Vorschubgeschwindigkeiten fiir planare und nanostrukturierte Elektroden noch recht dhnlich
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waren, zeigte sich ab einer Vorschubgeschwindigkeit von etwa 100 mV/s, eine deutlich
starkere Zunahme der Peakseparation bei nanostrukturierten Elektroden. Bei einer
Vorschubgeschwindigkeit von 5000 mV/s ergab sich flir NP Elektroden bereits eine um den
Faktor 2,5 groRere Peakseparation, als auf planaren Au(111) Elektroden. Bei 10000 mV/s
erhohte sich er Unterschied nochmals auf einen Faktor von etwa 2,8. Obwohl in beiden
Fallen Cyt c elektrostatisch auf MUA beschichteten Goldelektroden gebunden wurde, zeigten
sich unterschiedliche kinetische Eigenschaften. Die bei den Au NP Elektroden beobachtete,
deutlich erhohte Peakseparation, lasst sich nur durch die Nanopillar Strukturen bzw. einen
durch die schmalen Spalten zwischen den NP bedingten Einfluss des Elektrolyten erklaren.
Zusatzlich ergab sich eine Abhangigkeit zwischen Potentialvorschubgeschwindigkeit und
Ladungsdichte. Im Gegensatz zu diffusionskontrollierten Systemen, war hier eigentlich nicht
von einer solchen Abhangigkeit der Potentialvorschubgeschwindigkeit auszugehen. Dennoch
zeigte sich, wie aus Abbildung 5.26 hervorgeht, dass die Ladungsdichte bei
nanostrukturierten Elektrodenflachen mit zunehmender Vorschubgeschwindigkeit abnahm,

wohingegen die Ladungsdichte bei planaren Elektroden im Wesentlichen konstant blieb.
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Abb. 5.26 Abhangigkeit der Ladungsstromdichte von der Potentialvorschubgeschwindigkeit v fur auf
Nanopillars (Dreiecke) und planarem Gold (Kreise) immobilisiertes Cyt ¢ in 5,78 mM Phosphatpuffer.
Zusatzlich ist der Oberflachenvergrofierungsfaktor, ermittelt aus dem Quotienten der
Ladungsstromdichten, aufgetragen (Sterne). Der geometrisch aus den REM Bildern bestimmte

OberflachenvergroRerungsfaktor von 7,1 ist durch die unterbrochene Linie angedeutet.

In Abbildung 5.26 wurde eine zweite Achse fur den OberflachenvergroRerungsfaktor

eingefugt. Da dieser sich aus dem Verhaltnis der beiden Ladungsdichten owes/ Oau pianar
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errechnet, ergeben sich mit zunehmenden Potentialvorschubgeschwindigkeiten geringere
Werte. Fur sehr kleine Potentialvorschubgeschwindigkeiten nahert sich der Wert dem
geometrisch ermittelten OberflachenvergréRerungsfaktor von 7,1 immer mehr an, ohne ihn
jedoch zu erreichen. Die Ladungsdichten bei Scangeschwindigkeiten unter 20 mV/s konnten
aufgrund des grolien Fehlers bei sehr kleinen Strdmen nicht zuverlassig ermittelt werden.
Derartige kinetische Einfliisse konnten bei planaren Elektroden nicht beobachtet werden. Die
deutliche Zunahme der Peakseparation und eine Verkippung der Zyklovoltammogramme bei
hohen Potentialvorschubgeschwindigkeiten, lieRen bereits einen zusatzlichen Einfluss auf
die Kinetik des Elektronentransfers vermuten. Die Ursache kénnte ein nicht kompensierter
Elektrolytwiderstand sein, der mit zunehmender Tiefe der Au NP ansteigt. Die erstaunliche
Abnahme der Ladungsdichte mit zunehmender Potentialvorschubgeschwindigkeit kann als
Folge dieses Effektes gesehen werden. Aufgrund des stark erhdhten Elektrolytwiderstandes
bei den NP Elektroden, im Vergleich zu planaren Elektroden, kommt es mit zunehmender NP
Tiefe zu einer ungleichférmigen Verschiebung des Redoxpotentials von Cyt ¢ zu positiveren
Potentialen. Als Folge dessen, ergibt sich ein sehr flacher und asymmetrischer Peakstrom,
sodass bei der Peakintegration nur ein Teil der tatsachlich geflossenen Ladungsmenge
berlcksichtigt wird. Entsprechend ergaben sich die bei hohen Potentialvorschub-

geschwindigkeiten beobachteten niedrigeren Werte flir die Oberflachenvergréerung.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass fur NP Elektroden mit Hilfe von elektrostatisch
immobilsiertem Cytc, bei niedrigen Vorschubgeschwindigkeiten eine vergleichbare
OberflachenvergroRerung ermittelt werden konnte, wie mit Hilfe anderer nicht-
diffusionskontrollierter Systeme. Dieses System kann somit ebenfalls zur Bestimmung der
OberflachenvergroRerung  nanostrukturierter  Elektroden verwendet werden. Eine
Beglnstigung des Ladungstransfers aufgrund der Oberflachenstrukturierung konnte nicht
beobachtet werden. Es zeigte sich aber ein deutlicher kinetischer Effekt, der mit steigender
Potentialvorschubgeschwindigkeit zu hohen  Peakseparationen und niedrigeren
Ladungsdichten fuhrt. Verlassliche Messwerte werden somit nur bei niedrigen Potential-

vorschubgeschwindigkeiten <100 mV/s erreicht.

Bei der Herstellung von nanodimensionierten Bauelementelektroden muissen die
elektrischen Zuleitungen isoliert werden. Die Dicke der Zuleitungsisolationsschichten ist oft
gréBer als der Durchmesser der aktiven Elektrodenflache. Das hat zur Folge, dass die
Elektroden vertieft in dielektrischen Materialien eingelassen und somit nicht frei zuganglich
sind. Es ergeben sich daher Vertiefungen, die mit den Spalten zwischen den NP Strukturen

vergleichbar sind. Als Folge muss auch bei nanodimensionierten bio-anorganischen
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Bauelementen mit einem verstarkten Einfluss des Elektrolytwiderstandes gerechnet werden.
Hierdurch kann Dbeispielsweise die Kopplungseffektivitdt der elektrochemischen
Steuerungselektrode reduziert werden, sodass hoéhere Steuerspannungen erforderlich

werden.
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5.3 Bifunktionale Immobilisierung von rekombinantem Cytochrom ¢
auf Elektrodenoberflachen

Insgesamt konnten vier rekombinante Cytc Varianten mit eingefligten Affinitatstags
exprimiert und erfolgreich aufgereinigt werden (siehe Kapitel 4). Im Folgenden sollte
Uberpruft werden, ob sich die rekombinanten Proteine zur bifunktionalen Immobilisierung auf
Goldelektroden eignen und ein reversibler Elektronentransfer zwischen Elektrode und

immobilisiertem Cyt ¢ mit Hilfe elektrochemischer Methoden gemessen werden kann.

5.3.1 Oberflachenimmobilisierung

Das Immobilisierungsverhalten auf Goldoberflachen im Vergleich zu nativem Cyt ¢ wurde
mittels Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie (SPR) untersucht. Es sollte sowohl eine
elektrostatische Immobilisierung auf MUA, als auch eine Uber die unterschiedlichen
Affinitatstags erfolgen. Um  konzentrationsabhangige Effekte nach  Mdoglichkeit
auszuschlieRen wurden vergleichbare Proteinkonzentrationen eingesetzt (ca. 10 uM). Dabei
wurde der nach [Bradford 1976] ermittelte Proteingehalt zu Grunde gelegt (siehe Kapitel 4.4).
Zunachst erfolgte die Untersuchung der elektrostatischen Immobilisierung von allen
rekombinanten Cyt ¢ Varianten auf MUA (Abbildung 5.27). Dieses Immobilisierungsverfahren
hatte zuvor fir kommerzielles Cyt ¢ die besten Elektronentransfereigenschaften ergeben. Fir
kommerzielles Cyt ¢ zeigte sich das typisch Langmuirsche Adsorptionsverhalten. Nach
Zugabe der Cyt ¢ Loésung kam es zu einer sehr schnellen Bindung an die Oberflache, die
innerhalb von 5-10 min zu einer gesattigten Adsorption und keiner weiteren Bindung von
Cyt ¢ fuhrte. Bei anschlieRendem Spulen mit 5,78 mM Phosphatpuffer pH 7,0 lie3 sich eine
kurzzeitige und nur sehr geringe Abnahme in der Kurve erkennen. Dieses deutet auf eine
unter diesen Bedingungen irreversible Immobilisierung und nur wenige unspezifisch
gebundene Proteine hin. Ein nahezu identisches Immobilisierungsverhalten zeigte sich flr
den rekombinanten Wildtyp Cytc (Wt). Die Anderung der Reflektivitdt und damit der
Bedeckungsgrad waren identisch. Auch Cyt ¢ (Wt) konnte irreversibel gebunden werden.
Lediglich in der Anfangskinetik der Kurven zeigten sich geringe Variationen, die jedoch nicht
signifikant sind. Hierdurch wird bestatigt, dass auch in Bezug auf das
Immobilisierungsverhalten zwischen kommerziellem und rekombinantem Wt Cytc kein

erkennbarer Unterschied besteht.
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Abb. 5.27 SPR-Untersuchung der elektrostatischen Immobilisierung von unterschiedlichen Cytc
Varianten auf MUA beschichteten Au Oberflaichen. Dargestellt ist die zeitliche Anderung der
Reflektivitat. Die Injektion der Cyt ¢ Losung erfolgte zum Zeitpunkt t = 0 min. Die Pfeile (4 ) markieren

den jeweiligen Zeitpunkt, an dem die entsprechende Cyt ¢ Lésung gegen Puffer ausgetauscht wurde.

Deutliche Unterschiede in Bezug auf das elektrostatische Immobilisierungsverhalten zeigten
sich jedoch bei allen rekombinanten Cyt ¢ Varianten mit Affinitatstag. Die SPR Kurven lassen
erkennen, dass es in allen vier Fallen zu deutlich hdheren Bedeckungsgraden mit Protein
kam. Am deutlichsten fallt dieser Effekt bei Cyt ¢ (N-his) auf, wo die Reflektivitdtsanderung
mehr als doppelt so grol3 war, wie bei Wt Cyt c¢. Auch fur Cyt ¢ (C-his) und Cyt ¢ (NC-his)
ergaben sich deutlich hdhere Bedeckungen, wobei diese jeweils ahnliche Werte erreichten.
Des Weiteren ergab sich fiir alle His getaggten Cyt ¢ Varianten eine deutlich langsamere
Immobilisierungskinetik, im Vergleich zum Wildtyp. All diese Beobachtungen deuten auf ein
verandertes Immobilisierungsverhalten der His getaggten Cyt ¢ Varianten hin. Die héhere
Bedeckung ist vermutlich auf eine geanderte Oberflachenanordnung von Cytc
zurtckzufihren. Auch die Bildung einer Doppel- oder Multilage ist denkbar. Als Ursache
kommen Wechselwirkungen zwischen den His getaggten Proteinen in Betracht, die zur
Ausbildung von Aggregaten fihren. Derartige Aggregate kénnen entstehen, wenn mehrere
Histidine an die Metallionen benachbarter Proteine koordinieren. Je nach Position des His

Tags ergaben sich unterschiedliche Bedeckungen, da vermutlich der sterische Einfluss des
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His Tags zu einer veranderten Orientierung des Proteins fiihrte. Die Bindungskurve von
Cyt ¢ (C-cys) zeigt ein ebenfalls abweichendes Immobilisierungsverhalten. Hier kam es zu
einer schnellen Oberflachenanbindung innerhalb weniger Minuten nach Zugabe des
Proteins, wie es fir elektrostatische Immobilisierungen typisch ist [Johnsson et al. 1991]. Es
zeigte sich auch hierbei eine deutlich groRere Oberflachenbedeckung als bei kommerziellem
Cyt ¢, was erneut auf die Bildung einer Multilage oder veranderte Oberflachenorientierung
schlieRen lasst. Durch Spulen mit Puffer kam es hier aber zur teilweisen Desorption der
gebundenen Proteine innerhalb kirzester Zeit. Dieses Verhalten lasst vermuten, dass es zu
Wechselwirkungen der Proteine untereinander kommt. Denkbar ware z.B. die Ausbildung
von Disulfidbricken zwischen den Cys Tags einzelner Proteine. Beim Spllen mit Puffer
wurde ein Teil der auf diese Weise unspezifisch gebundenen Proteine freigesetzt. Die
Desorption erfolgte sehr schnell. Wenige Minuten nach Beginn des Spulvorgangs erreichte
die Bedeckung mit Cyt ¢ (C-cys) einen Wert, der nur noch leicht Uber dem von
kommerziellem Cyt c¢ lag. Hier kann also, nachdem unspezifisch gebundenes Cytc
desorbiert ist, von dhnlichen Bedeckungsgraden ausgegangen werden. Insgesamt gelang
es, alle rekombinanten Cyt ¢ Varianten elektrostatisch zu immobilisieren, wobei es jedoch
durch die Affinitatstags zu einer veranderten Bindungskinetik und Oberflachenorientierung

kam.

Nachfolgend sollte die Immobilisierung auf Au Oberflachen Uber den jeweiligen Affinitatstag
mittels SPR untersucht und in einem weiterfihrenden Experiment gepruft werden, ob sich
das jeweilige rekombinante Protein flr eine bifunktionale Immobilisierung eignet. Die
Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abbildung 5.28 b gezeigt. Hierbei wurde zunéachst
die Au Oberflache nach der Methode von [Ataka et al. 2004B] mit einer SAM aus TSP und
NiNTA beschichtet (siehe Kapitel 3.6.3), die eine Bindung des His Tags erméglichen sollte.

Nach Zugabe der Cytc Ldésung kam es in allen drei Fallen zu einer effizienten
Oberflachenimmobilisierung, die innerhalb von 10-30 min zu einer gesattigten Kurve und
damit maximaler Oberflachenbedeckung mit His getaggtem Cyt ¢ flihrte. Der Kurvenverlauf
entspricht dem in der Literatur beschriebenen Bindeverhalten von His getaggten Proteinen
auf NiNTA funktionalisierten Oberflachen [Schmid et al. 1997]. Durch anschlieffiendes Spllen
mit Puffer lie sich annahernd kein Cyt ¢ desorbieren, was auf die hohe Spezifitat der
Bindung uber den His Tag und keine signifikanten unspezifischen Wechselwirkungen
zurtckzufuhren ist. Wt Cyt ¢ liel3 sich in einem Kontrollexperiment an diese Oberflache nicht
immobilisieren. Zum Vergleich ist in Abbildung 28 b die elektrostatische Immobilisierung von

kommerziellem Cyt ¢ gezeigt.
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Abb. 5.28 (a) Schematische Darstellung der (ber den His Tag an NIiNTA funktionalisiertes Au
gebundenen Proteine, mit darauf -elektrostatisch gebundenen Au Nanopartikeln; (b) SPR-
Untersuchung der Immobilisierung von unterschiedlichen Cyt ¢ Varianten Gber den His Tag auf NiNTA
beschichteten Au Oberflachen. Dargestellt ist die zeitliche Anderung der Reflektivitat. Die Injektion der
Cyt ¢ Loésung erfolgte zum Zeitpunkt t = 0 min. Die Pfeile (A) markieren den jeweiligen Zeitpunkt, an
dem die entsprechende Cyt ¢ Lésung gegen eine Au Nanopartikel LOsung ausgetauscht wurde. Zum
Vergleich ist die elektrostatische Immobilisierung von kommerziellem Cyt ¢ und die Interaktion mit Au

Nanopartikeln gezeigt.

Entsprechend den Erwartungen ergab sich bei elektrostatischer Immobilisierung eine
deutlich schnellere Bindungskinetik. Dies ist auf die Fernwirkung der elektrostatischen
Wechselwirkung zurickzufuhren. Auch die Kinetiken der drei His getaggten Cyt ¢ Varianten
wichen voneinander ab. Am effektivsten konnte dabei Cyt ¢ (N-his) gebunden werden. Bis
zur vollstdndigen Immobilisierung von Cyt ¢ (C-his) war etwa doppelt so viel Zeit erforderlich.
Die schlechteste Bindungskinetik ergab sich fir Cyt ¢ (NC-his) mit zwei His Tags an N- und
C-terminaler Position. Cyt ¢ (NC-his) kann Uber seine beiden His Tags an insgesamt zwei
NiNTA Gruppen binden. Hierdurch wird die Zahl frei zuganglicher NINTA Gruppen reduziert
und damit die Anbindung weiterer Proteine verzdgert. Die Untersuchungen zeigten, dass bei
allen His getaggten Cyt ¢ Varianten, neben der elektrostatischen Immobilisierung, auch eine

erfolgreiche und irreversible Immobilisierung Gber den His Tag moglich ist.
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Durch elektrostatische Anbindung von Au Nanopartikeln (Aunano) Mit einem Durchmesser von
5 nm an die bereits (ber den His Tag gebundenen Proteine (Abbildung 5.28 a) sollte geprift
werden, ob eine simultane bifunktionale Immobilisierung tber His Tag und elektrostatische
Wechselwirkung maoglich war. Dieses ist fir eine Immobilisierung von Cyt ¢ zwischen zwei
Elektroden zwingend erforderlich, um die Orientierung zu kontrollieren. In Abbildung 5.28 b
ist nach Zugabe der negativ geladenen Au Nanopartikel zu dem bereits immobilisierten
rekombinanten Cyt ¢ in allen drei Fallen ein erneuter Anstieg der Reflektivitdt zu erkennen,
der sich nur mit einem zweiten Immobilisierungsprozess erklaren Iasst. Dabei konnte es sich
nur um die elektrostatische Immobilisierung der Au Nanopartikel auf dem bereits
immobilisierten Protein handeln. Auf NIiNTA funktionalisieten Au Oberflachen, ohne
immobilisiertes Cyt ¢, kam es zu keiner Bindung der Au Nanopartikel. Ein Kontrollversuch mit
elektrostatisch auf MUA immobilisiertem kommerziellem Cyt ¢ zeigte, dass es in diesem Fall
zu keiner elektrostatischen Anbindung der Au Nanopartikel an die Oberflache kam,
stattdessen war nach Zugabe der Nanopartikel Losung eine Abnahme der Bedeckung mit
Cytc zu beobachten. Die Au Nanopartikel kdénnen nicht elektrostatisch an ebenfalls
elektrostatisch gebundenes Cyt ¢ binden, ohne dass diese Bindung zwischen SAM und
Protein geschwacht wird. Cytc kann offenbar stets nur an einen Bindungspartner
elektrostatisch gebunden sein. Als Folge dieser Konkurrenzreaktion kommt es vermutlich zur
teilweisen Desorption von Cytc, welches an die Au Nanopartikel bindet und aus der

Durchflusszelle entfernt wird.

Es wurden bereits Untersuchungen zu dem elektrostatischen Immobilisierungsverhalten von
Cyt ¢ mittels SPR durchgefuhrt [Salomon 2005], die zu vergleichbaren Ergebnissen fuhrten.
Die Oberflachenmorphologie von immobilisiertem Cytc wurde mittels AFM und STM
untersucht und eine homogene Bedeckung gezeigt [Salomon 2005]. Bei der hier
untersuchten elektrostatischen Immobilisierung von His getaggtem Cytc mittels SPR,
ergaben sich deutlich héhere Bedeckungen. Zur Aufklarung dieses Effektes wurde die
Oberflachenmorphologie ebenfalls mittels AFM untersucht. Abbildung 5.29 zeigt die
Oberflachenmorphologie von elektrostatisch auf MUA immobilisiertem Cyt ¢ (N-his) mit

Hohenprofil entlang einer Linie.

Zu erkennen sind zwei Arten von Strukturen, eine relativ homogene Hintergrundstruktur und
daruber einzelne punktuelle Strukturen. Die Hintergrundstruktur ahnelt der von [Salomon
2005] beobachteten Oberflachenstruktur von elektrostatisch immobilisiertem Cyt c. Die aus
dieser Ebene herausragenden oder Uber ihr liegenden Strukturen haben eine vertikale Hohe

von 2 nmbis 3 nm. Es koénnte sich dabei um Cytc Moleklile handeln, die wie zuvor
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beschrieben, Aggregate Uber His Tags bilden. Es kann sich jedoch auch um andere Proteine
handeln, die bei der Aufreinigung nicht vollstandig entfernt wurden, eine Affinitdt zu Cyt ¢

haben und sich somit an die Cyt ¢ Schicht anlagern.
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Abb. 5.29 AFM Aufnahme von auf MUA elektrostatisch immobilisiertem Cyt ¢ (N-his) mit Hohenprofil
entlang der eingezeichneten Linie. Der Messort im AFM Bild ist durch Pfeile gekennzeichnet. Der

Bildausschnitt betragt 500 x 500 nm mit einer Héhenskalierung von 8,6 nm auf 256 Graustufen. Die
Messungen erfolgten im Tapping Mode (TM-AFM) bei RT.

Die Oberflachenmorphologie von Cyt c (N-his), das Uber den His Tag an eine NINTA
funktionalisierte Oberflache gebunden war, wurde ebenfalls mittels AFM untersucht
(Abbildung 5.30 und 5.31).

Abstand (nm)

50

Abb. 5.30 TM-AFM Aufnahmen von auf NiNTA Uber den His Tag immobilisiertem Cyt ¢ (N-his) in
unterschiedlicher Darstellungsweise. Das AFM Bild links zeigt einen Bereich von 500 x 500 nm, mit
einer Hohenskalierung von 10 nm auf 256 Graustufen.
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Hierbei zeigte sich eine einheitliche Struktur, die auf eine homogene Oberflachenbedeckung
mit His Tag immobilisiertem Cytc schlielen lasst. Insgesamt konnten kaum groRere
Strukturen entdeckt werden, die aus der Hintergrundstruktur hervorragten und auf
unspezifisch gebundenes Protein schlieBen lassen wirden. Aufgrund der kompakten
Struktur war eine Bestimmung der Strukturhéhe schwierig. An einer Defektstelle wurde ein
Hohenprofil erstellt (Abbildung 5.31). Hierbei ergab sich eine vertikale Hoéhe der
Hintergrundstruktur von 3,6 nm. Dieser Wert deckt sich sehr gut mit dem Durchmesser von
Cytc (3,4nm). Es kann somit davon ausgegangen werden, dass es sich bei der
Hintergrundstruktur um Cyt ¢ handelte. Sehr vereinzelt konnten Strukturen beobachtet
werden, die etwa 5 nm aus der Proteinschicht herausragten. Diese konnen vermutlich auf
unspezifisch gebundene Cytc Molekllen oder Kontaminationen mit Fremdproteinen

zurtickgefiihrt werden.
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Abb. 5.31 TM-AFM Aufnahme von auf NiNTA immobilisiertem Cyt ¢ (N-his) mit Hohenprofil entlang

der eingezeichneten Linie. Der Messort im AFM Bild ist durch Pfeile gekennzeichnet. Der

Bildausschnitt betragt 618 x 618 nm, bei einer Héhenskalierung von 20 nm auf 256 Graustufen.

Nach Zugabe von Au Nanopartikeln auf His Tag immobilisiertes Cyt ¢ (N-his), wurde erneut
die Oberflachenmorphologie untersucht (Abbildung 5.32 und 5.33). Dabei zeigte sich eine
deutliche Veranderung. Die zuvor einheitlich strukturierte Oberflache war nun vollkommen
mit annahernd kugelférmigen Strukturen bedeckt und zeigte deutliche Héhenunterschiede. In
Abbildung 5.33 wurde ein Hohenprofil entlang einer Linie erstellt. Die kugelférmigen
Strukturen zeigten sehr einheitliche vertikale Ausdehnungen von etwa 5 nm und hatten somit
die Dimensionen der Au Nanopartikel. Aus den AFM Aufnahmen wurde eine Bedeckung von

80% bis 90% bestimmt. Dies fuhrt zu der Schlussfolgerung, dass die Au Nanopartikel
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elektrostatisch an Cyt ¢ binden und eine sehr dichte und homogene Schicht auf der

Proteinmonolage ausbilden.
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Abb. 5.32 TM-AFM Aufnahmen von Au Nanopartikeln auf His Tag immobilisiertem Cyt ¢ (N-his) in
unterschiedlicher Darstellungsweise. Der Bildausschnitt betrdgt 500 x 500 nm, bei einer

Hohenskalierung von 20 nm auf 256 Graustufen.
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Abb. 5.33 TM-AFM Aufnahme von Au Nanopartikeln auf His Tag immobilisiertem Cyt ¢ (N-his), mit
Hohenprofil entlang der eingezeichneten Linie. Der Messort im AFM Bild ist durch Pfeile
gekennzeichnet. Der Bildausschnitt betragt 242,7 x 242,7 nm, bei einer Hohenskalierung von 20 nm
auf 256 Graustufen.

Analog zu den His getaggten Cyt ¢ Varianten wurde die Immobilisierung von Cyt ¢ (C-cys)
mit Hilfe von SPR untersucht (Abbildung 5.34).
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Abb. 5.34 SPR-Untersuchung der Immobilisierung von Cys getaggtem Cytc (C-cys) auf
beschichteten und unbeschichteten Au Oberflachen. Dargestellt ist die zeitliche Anderung der
Reflektivitat. Die Injektion der Cyt ¢ Losung erfolgte zum Zeitpunkt ¢t = 0 min. Die Pfeile (4) markieren
den jeweiligen Zeitpunkt, von dem an mit Puffer gespilt wurde. Die eingeschnittenen Pfeile (A)

markieren die Zugabe von Au Nanopartikel Losung.

Cyt ¢ (C-cys) wurde sowohl auf eine unbeschichtete Au Oberflache, als auch auf eine mit
Thioalkoholen beschichtete Au Oberflache immobilisiert. In allen untersuchten Fallen kam es
zu einer sehr schnellen Oberflachenanbindung, vergleichbar mit der elektrostatischen
Anbindung auf MUA. Die Bindungsenergie zwischen Au und Schwefel ist sehr stark, sodass
wie hier beobachtet, eine schnelle Bindungskinetik erwartet werden konnte. Auf der
unbeschichteten Au Oberflache kam es zu einem ahnlichen Effekt, wie er schon bei der
elektrostatischen Immobilisierung beobachtet wurde. So ergab sich zunachst eine deutlich
héhere Bedeckung mit Protein, von dem jedoch ein Grolfiteil durch anschlieBendes Spilen
mit Puffer wieder entfernt werden konnte. Es kam offenbar, &hnlich wie bei der
elektrostatischen Immobilisierung, zu Wechselwirkungen zwischen immobilisierten und in
Lésung befindlichen Proteinen. Der beobachtete Effekt kdnnte darauf zuriickzufihren sein,
dass es bei in Lésung befindlichen Cytc (C-cys) Molekilen zur Ausbildung von
Disulfidbriicken zwischen den Cys Tags kommt. Hierbei kdnnen bis zu zwei Disulfidbriicken
pro Tag ausgebildet werden, da jeder Tag zwei Cysteine enthalt. Bei Kontakt mit der Au
Elektrode kommt es zur Spaltung der Disulfidbricken und zur Bindung der Thiolgruppe an
die Au Oberflache. Sind mehr als eine Disulfidbriicke vorhanden, so kann vermutet werden,

dass einige der Disulfidbriicken erst zeitverzégert gespalten werden und sich vortibergehend
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Aggregate an der Elektrodenoberflache bilden. Beim Spulen mit Puffer verschiebt sich das
chemische Gleichgewicht, wodurch die Dissoziation der Proteine, die nicht an die Au
Oberflache gebunden sind, beglnstigt wird. Eine weitere Erklarungsmoglichkeit ergibt sich
aus der Tatsache, dass Cytc auch Uber die internen Cysteine an unbeschichtete Au
Oberflachen binden kann (siehe Kapitel 5.1.2), wobei in diesem Fall von einer zumindest
teilweisen Denaturierung ausgegangen werden muss. In diesem Fall kdme es verstarkt zur
Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen den nicht an die Au Oberflache gebundenen Cys
Tags. Nach Zugabe von Au Nanopartikeln kam es hier ebenfalls zu einem zweiten
Immobilisierungsereignis. Die Au Nanopartikel adsorbierten elektrostatisch an das lber Cys
an die Au Oberflache gebundene Cytc. Dabei kann nicht vollkommen ausgeschlossen
werden, dass es auch zu Bindungsreaktionen zwischen freien Cys Tags und dem Au der
Nanopartikel kommt. Um eine spezifische Bindung von Cytc Uber den Cys Tag zu
gewahrleisten, wurde die Goldoberflache vor Zugabe der Proteinlésung mit einer SAM aus
Thioalkoholen beschichtet. Cyt ¢ ist nicht in der Lage an Thioalkohole zu binden [Murgida
und Hildebrandt 2001]. Es wurde Mercaptoethanol (MEOH) oder 4-Mercaoptophenol
(MPhOH) verwendet, da diese aufgrund der kurzen Kohlenstoffkette bzw. des Aromaten fur
einen Elektronentransfer besonders vielversprechend erschienen. Darliber hinaus gibt es
Untersuchungen, die zeigen, dass es auf gemischten Monolagen mit Thioalkoholen zu einem
guten Elektronentransfer zwischen Elektrode und immobilisiertem Cyt ¢ kommen kann
[Petrovic et al. 2005; Yue et al. 2008]. Die Ausbildung von Au-Schwefel-Bindungen zwischen
dem Cys Tag und der Au Oberflache sollte trotz der SAM aus Thioalkoholen erfolgen
kénnen. Um das zu gewahrleisten enthielt der Cys Tag zwei Cysteine. Hierdurch ergab sich
im Vergleich zu den Thioalkoholen eine etwa doppelt so hohe Bindungsaffinitat zur Au
Oberflache. SAMs sind in der Regel nicht vollkommen homogen, sondern zeigen vor allem
im Bereich der Domanengrenzen Defekte. Solche Defekte, die verstarkt bei kurzkettigen
SAMs auftreten, ermdglichten die direkte Anbindung des CysTags. Die
Gleichgewichtsreaktion, bei der das Gleichgewicht aufgrund der héheren Bindungsaffinitat
auf die Seite der Bindung zwischen Au und Cys Tag verschoben ist, flhrt schliel3lich zur
Oberflachenimmobilisierung des Proteins. Die Zwischenrdume bleiben jedoch mit
Thioalkoholen bedeckt und verhindern die Bindung interner Cysteine an die Oberflache.
Abbildung 5.34 zeigt, dass es sowohl fur MEOH, als auch MPhOH nach Zugabe des
Proteins zu einer sehr schnellen und irreversiblen Anbindung an die Oberflache kam. In
beiden Fallen wurden &hnliche Oberflachenbedeckungen erreicht, die insgesamt etwas

geringer als die von elektrostatisch immobilisiertem Cyt ¢ erscheinen. Ein exakter Vergleich
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ist aufgrund der unterschiedlichen SAMs schlecht moglich. Unspezifische Bindungen
konnten in beiden Fallen nicht beobachtet werden, was darauf schlielRen lasst, dass die
Cys Tags an die Au Oberflache gebunden haben und es zu keiner Denaturierung von Cyt ¢
kam. In einem zweiten Immobilisierungsschritt gelang es auch hier, Au Nanopartikel
elektrostatisch an das bereits immobilisierte Protein zu binden. Um zu Uberprifen, dass es
tatsachlich, wie von [Murgida und Hildebrandt 2001] beschrieben, zu keiner hydrophilen
Wechselwirkung zwischen der polaren Kopfgruppe der Thioalkohole und Cyt ¢ kommt, wurde
kommerzielles Cyt ¢ anstelle von Cytc (C-cys) verwendet und Uber eine MEOH SAM
geleitet. Hierbei konnte keine vergleichbare Bindungsreaktion beobachtet werden. Ein
interessantes Ergebnis zeigte sich bei elektrostatisch immobilisiertem Cyt ¢ (C-cys) auf MUA
nach Zugabe von Au Nanopartikeln (Abbildung 5.34). Hier konnte ein zweites
Immobilisierungsereignis beobachtet werden, obwohl fir elektrostatisch immobilisiertes
kommerzielles Cytc gezeigt wurde, dass sich Au Nanopartikel nicht gleichzeitig
elektrostatisch an Cytc binden lassen. Stattdessen wurde eine teilweise Desorption
beobachtet. Dieses scheint hier nicht der Fall gewesen zu sein. Da der einzige Unterschied
zwischen beiden Proteinvarianten in dem Cys Tag liegt, der frei zuganglich ist, kann die
Adsorption der Au Nanopartikel nur mit dem Tag in Verbindung stehen. Zu vermuten ist eine
Bindung des Cys Tags an die Au Nanopartikel. Diese waren zwar durch Zitrat stabilisiert,
aufgrund der hohen Bindungsstarke des Cys Tags kann aber davon ausgegangen werden,

dass es trotzdem zu Bindungsreaktionen an die Au Nanopartikel gekommen ist.

Mit Hilfe der SPR und AFM Versuche konnte gezeigt werden, dass sich alle rekombinanten
Cyt ¢ Varianten sowohl elektrostatisch an MUA, als auch Uber ihren spezifischen Affinitatstag
an entsprechend funktionalisierte Au Oberflachen immobilisieren lassen. Durch
anschlieende Zugabe von Au Nanopartikeln wurde gezeigt, dass die rekombinanten Cyt ¢
Varianten bifunktional immobilisiert werden kénnen und simultan elektrostatisch und Uber

ihren Affinitatstag Bindungen eingehen.
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5.3.2 Redoxverhalten auf Au Elektroden

Die auf Au Elektroden immobilisierten Cyt ¢ Varianten sollten mittels Zyklovoltammetrie auf
ihre Redoxaktivitat untersucht werden. Dabei galt es zu zeigen, dass ein Elektronentransfer
sowohl bei elektrostatisch gebundenem Cyt ¢, als auch bei der Immobilisierung Uber den

Affinitatstag erfolgen kann.

Elektrostatische Immobilisierung

Zunachst wurde die Redoxaktivitdt von rekombinantem Wt Cyt ¢ mit der von nativem,
kommerziell erhaltlichem Cyt ¢ verglichen. Hierzu wurden beide Varianten jeweils auf MUA
beschichteten Au Elektroden immobilisiert und wie bereits zuvor fur Cyt ¢ beschrieben (siehe

Kapitel 3.7.2 und Kapitel 5.1), das Zyklovoltammogramm aufgezeichnet (Abbildung 5.35).

~ —Au + MUA + Cyt ¢ (Wildtyp)
--- Au+MUA + Cytc

J (pAIcmz)

04 02 00 02 04
E (V) vs. Ag/AgCI

Abb. 5.35 Zyklovoltammogramme von kommerziellem Cytc (unterbrochene Linie) und
rekombinantem Wt Cyt ¢ (durchgehende Linie), immobilisiert auf MUA in Phosphatpuffer (/ = 5,78 mM,
pH 7,0), bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s. Die Potentiale sind bezogen auf das
Potential einer Ag/AgCl Referenzelektrode (3M KCI), als Gegenelektrode diente ein Platindraht.

Im direkten Vergleich der Zyklovoltammogramme zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede. Das Formalpotential von Wt Cyt ¢ liegt mit 11 mV ziemlich genau bei dem
Wert von kommerziellem Cytc (0 mV). Auch die kapazitiven Anteile der beiden
Zyklovoltammogramme sind nahezu identisch (Tabelle 5.6). Lediglich die Peakhdhe ist bei
Wt Cyt ¢ etwas geringer. Anstelle dessen, erscheint der Peak etwas verbreitert. Bei der
Berechnung der Ladungsstromdichten aus den Flachenintegralen ergaben sich einheitliche
Werte fir Oxidation und Reduktion, die im Bereich der Ladungsstromdichten von
kommerziellem Cyt ¢ lagen (Tabelle 5.6). Hieraus ergab sich, dass die mit rekombinantem

Wt Cyt ¢ beschichtete Oberflache zu etwa 56% mit redoxaktivem Cyt ¢ bedeckt war. Bei
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kommerziellem Cytc wurde ein Bedeckungsgrad von 66% erreicht. Die UV/VIS
spektroskopischen Untersuchungen hatten ergeben, dass nur etwa 40-60% der
aufgereinigten Cyt ¢ Molekile mit Ham beladen sind. Nur diese vollstandigen Ham-Proteine
kénnen einen Beitrag zur Flachenladungsdichte leisten. Geht man von gleich guten
elektrostatischen Bindungseigenschaften des beladenen und unbeladenen Cyt ¢ aus, so ist
bei der Berechnung des Bedeckungsgrades aus der Flachenladungsdichte ein niedrigerer
Wert zu erwarten. Verglichen mit den bei kommerziellem Cytc erreichten

Bedeckungsgraden, erscheint daher ein Wert von 56% sogar recht hoch.

In Abbildung 5.36 sind die Zyklovoltammogramme aller His getaggten Cyt ¢ Varianten in

elektrostatisch immobilisiertem Zustand, im Vergleich zu kommerziellem Cyt ¢ gezeigt.
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Abb. 5.36 Zyklovoltammogramme von kommerziellem Cyt ¢ (unterbrochene Linie) und unterschiedlich
rekombinantem Cyt ¢ (durchgehende Linie), immobilisiert auf MUA beschichteten Au Elektroden in
Phosphatpuffer (/=5,78 mM, pH7,0), bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s. Die
Potentiale sind bezogen auf das Potential einer Ag/AgCl Referenzelektrode (3M KCI), als
Gegenelektrode diente ein Platindraht. (a) Cyt ¢ (N-his); (b) Cyt ¢ (C-his); (c) Cyt ¢ (NC-his).

Fir keine dieser rekombinanten Proteine war ein Redoxpeak erkennbar. Auch
Veranderungen der  Standardimmobilisierungsbedingungen, wie  pH-Wert  oder
Inkubationszeit, fliihrten zu keiner messbaren Redoxaktivitat. Offenbar steht der angehangte
His Tag in direktem Zusammenhang mit dem Verlust der Redoxaktivitat. Die SPR
Untersuchungen haben gezeigt, dass es bei der elektrostatischen Immobilisierung aller His
getaggten Cyt ¢ Varianten zu héheren Bedeckungen mit Protein kam. Zudem konnte mit
Hilfe der UV/VIS Spektroskopie gezeigt werden, dass das rekombinante Cyt c in aktiver
Form vorlag. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass die Oberflache tatsachlich mit
ausreichend aktivem Cyt ¢ bedeckt war. Die hohere Oberflachenbedeckung weist auf eine
geanderte Orientierung hin. Die AFM Aufnahmen zeigten eine inhomogene

Oberflachenstruktur, was auf eine unvollstdndige Doppellage hindeutet. Eine Erklarung fur
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die geanderte Orientierung des Cytc bei der Immobilisierung, sind geanderte
Ladungszustande an der Proteinoberflache. Bei Wt Cyt ¢ kommt es durch die erhéhte Zahl
von Lysinen im Bereich der teilweise exponiert liegenden Ham-Gruppe zu einem Dipol-
ahnlichen Effekt, der zu einer definierten Anlagerung der Proteine im Bereich der
Ham-Gruppe fluhrt. Es ist zu vermuten, dass die zusatzliche positive Ladung des aus sechs
Histidinen bestehenden Tags die Nettoladung von Cyt c so verandert, dass es zu einer
anderen Orientierung an der Elektrodenoberfliche kommt. Hierdurch binden die Proteine
zwar noch elektrostatisch, an der Bindung sind aber vermutlich andere als die in der Literatur
beschriebenen Lys13, Lys72 und Lys86 beteiligt [Ataka et al. 2004B; Niki et al. 2003; Rieder
und Bosshard 1980; Smith et al. 1977]. Durch den dabei entstehenden Abstand zwischen
Elektrode und Eisenzentrum der Ham-Gruppe, kann es zu keinem Elektronentransfer
kommen. Eine Strukturanderung von Cyt ¢, etwa durch Koordinierung des His Tags an die
Ham-Gruppe und einen dadurch bedingten Verlust der Redoxaktivitat, kann aufgrund des
UV/VIS Spektrums ausgeschlossen werden. Nicht natirliche Ham-Histidin Ligationen fuhren
zu einem veranderten Absorptionsspektrum [Nastri et al. 1998; Albrecht et al. 2005; Chen
et al. 2007].

Um zu Uberprifen, ob die Vermutung zutreffend ist, dass die Orientierung des Proteins zu
einer fur den Elektronentransfer zu gro3en Distanz fihrt, wurde der Abstand zwischen
Elektrode und Protein durch Verwendung einer kurzkettigen SAM verringert. Abbildung 5.37

zeigt das Zyklovoltammogramm von Cyt ¢ (C-his), elektrostatisch auf MPA immobilisiert.

w
)

Au + MPA + Cyt ¢ (C-his)

J (uA/cmz)

20,4 0,2 0.0 0.2 0.4
E (V) vs. Ag/AgCl

Abb. 5.37 Zyklovoltammogramm von Cytc (C-his), elektrostatisch immobilisiert auf MPA in
Phosphatpuffer (/=5,78 mM, pH 7,0), bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s. Die
Potentiale sind bezogen auf das Potential einer Ag/AgCl Referenzelektrode (3M KCI).

In diesem Fall war eine schwache Redoxaktivitit zu beobachten, wobei die
Potentialvorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s zu einer deutlich sichtbaren Peakseparation

fuhrte. Dieses deutet auf einen immer noch recht groen Abstand zwischen Elektrode und
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Redoxzentrum hin (vergleiche 5.1). Das Formalpotential von -1 mV deckt sich hingegen sehr

gut mit dem von kommerziellem Cyt ¢ (Tabelle 5.6).

Tab. 5.6 Elektrochemische Daten flir elektrostatisch immobilisiertes, kommerzielles und
rekombinantes Cyt ¢ auf unterschiedlichen SAMs, ermittelt bei einer Vorschubgeschwindigkeit von
100 mV/s.

_ E, Oox ORed Om B
Protein SAM 5 5 )
[mV] [uC/ecm?] [uC/em?] [uC/cm?] [%]
L Gyte  MUA )0 Lanm o Aor 109 )86
Cyt ¢ (Wt) MUA 10 0,93 0,95 0,94 56
Cyt ¢ (C-cys) MUA 5 0,94 0,87 0,91 54
CyteChis)  MPA ) 1 038 080 | 044 | 27T
Cytc MPA 9 0,34 0,24 0,29 18

Aus den Flachenintegralen der beiden Peaks errechneten sich die Ladungsstromdichten
(Tabelle 5.6) und daraus der Bedeckungsgrad B,. Dieser liegt flr Cyt ¢ (C-his) auf MPA bei
27% und damit knapp 10% hoher als fir kommerzielles Cyt ¢ bestimmt. Insgesamt war die
Bedeckung mit redoxaktivem Protein jedoch deutlich geringer, im Vergleich zu Wildtyp Cyt ¢
auf MUA. Diese Tatsache spricht daflr, dass trotz des reduzierten Abstandes nur ein Teil
des His getaggten Cyt ¢ einen Beitrag zum Elektronentransfer leisten kann. Ein Doppelpeak,
wie bei den elektrochemischen Untersuchungen mit kommerziellem Cyt ¢ auf MPA, wurde
hier nicht beobachtet. His getaggtes Cytc ist somit grundsatzlich redoxaktiv. Bei der
elektrostatischen Immobilisierung kommt es aber vermutlich aufgrund sterischer Einflisse
des His Tags zu einer fir den Elektronentransfer unvorteilhaften Orientierung des Proteins

an der Elektrodenoberflache.

Ein vergleichbarer Einfluss des Cys Tags konnte nicht beobachtet werden. Abbildung 5.38 a
zeigt das Zyklovoltammogramm von elektrostatisch auf MUA immobilisiertem Cyt ¢ (C-cys),

im Vergleich zu kommerziellem Cyt c.
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Abb. 5.38 Zyklovoltammogramme von Cyt ¢, elektrostatisch immobilisiert auf MUA (a) kommerzielles
Cytc (unterbrochene Linie) und Cytc (C-cys) (durchgehende Linie), bei einer Potential-
vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s; (b) Cyt ¢ (C-cys), bei Potentialvorschubgeschwindigkeiten
von 200 mV/s, 500 mV/s, 1000 mV/s, 2000 mV/s und 5000 mV/s. Alle Potentiale wurden in 5,78 mM
Phosphatpuffer pH 7,0 gemessen und sind bezogen auf das Potential einer Ag/AgCl
Referenzelektrode (3M KCI), als Gegenelektrode diente ein Platindraht.

Das mit einem C-terminalen Cys Tag modifizierte Cytc (C-cys) zeigte ein deutliches
Redoxverhalten, wie anhand des ausgepragten Redoxpeaks zu erkennen ist. Peakpotential
und Form sind mit denen von kommerziellem Cytc vergleichbar. Die aus den
Flachenintegralen errechneten Ladungsstromdichten (Tabelle 5.6) ergaben fiir Oxidations-
und Reduktionspeak ahnliche Werte. Es wurde ein Bedeckungsgrad von 54% ermittelt, der
sich sehr gut mit dem von rekombinantem Wt Cyt ¢ deckt. In Abbildung 5.38 a fallt auf, dass
das Zyklovoltammogramm gegenliber dem von kommerziellem Cyt ¢ leicht verkippt ist und
einen erhohten kapazitiven Stromanteil aufweist. Diese Effekte sind vermutlich auf Spuren
von Sauerstoff im Elektrolyten zurtickzuflihren. Da sowohl flir kommerzielles Cyt ¢, als auch
fur Cyt ¢ (C-cys) die gleiche SAM verwendet wurde, sollte der Abstand zwischen Elektrode
und Protein in beiden Fallen vergleichbar sein, auf keinen Fall jedoch kleiner. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass Cytc (C-cys) vereinzelt Uber den Cys Tag an die Au
Oberflache gebunden hat. Der Platzbedarf des Cys Tags an der Au Oberflache ist aufgrund
der zwei Cysteine groRer, als der eines einzelnen MUA Molekiils, wodurch verstarkt Defekte
in der SAM entstehen. Defektstellen flhren ebenfalls zu einer héheren Kapazitat der

Doppelschicht.

Analog zu den Untersuchungen mit kommerziellem Cyt ¢ wurden hier kinetische Messungen
durchgefiihrt (Abbildung 5.38 b). Dabei zeigte sich die charakteristische Abhangigkeit
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zwischen Vorschubgeschwindigkeit und Peakseparation. Um einen besseren Vergleich zu
kommerziellem Cytc zu ermoglichen, wurden die Peakpotentiale Uber der
Vorschubgeschwindigkeit fir MUA immobilisiertes, kommerzielles Cyt ¢ und Cyt ¢ (C-cys),
sowie fur MPA immobilisiertes, kommerzielles Cytc und Cytc (C-his) nach Laviron
aufgetragen (Abbildung 5.39 a). Abbildung 5.39 b zeigt die Peakseparation in Abhangigkeit

der Vorschubgeschwindigkeit.
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Abb. 5.39 Potentialverschiebung als Funktion der Potentialvorschubgeschwindigkeit nach Laviron (a)
und als Peakpotentialdifferenz AEpe.x in Abhangigkeit von vsq, (b). Gemessen wurde mit Potential-
vorschubgeschwindigkeiten von 10 mV/s bis 5000 mV/s fur rekombinantes Cyt ¢ und bis 10000 mV/s

fir kommerzielles Cyt c.

Es zeigte sich, dass auf MUA immobilisiertes Cyt ¢ (C-cys) eine anndhernd identische
Kinetik aufweist, wie kommerzielles Cyt c. Die Peakseparationen, in Abhangigkeit der
Potentialvorschubgeschwindigkeit, war selbst bei 5000 mV/s annahernd identisch. In beiden
Fallen errechnete sich ein Durchtrittsfaktor a von etwa 0,5 (Tabelle 5.7). Dies deutet auf
einen symmetrischen Ladungstransfer hin. Auch die Standardgeschwindigkeitskonstante k,

war in beiden Fallen beinahe identisch.

Tab. 5.7 Nach Laviron errechnete Werte fur Durchtrittsfaktor a und Standardgeschwindigkeits-

konstante k.

Protein SAM a ko[s™] Log ko
Cytc MUA 0,453 13,2 1,1
Cyt ¢ (C-cys) MUA 0,500 12,2 1,1
Cyt ¢ (C-his) MPA 0,358 3,1 0,5
Cytc MPA 0,515 17,1 1,2
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Ein deutlich anderes Bild ergab sich beim Vergleich von auf MPA immobilisiertem Cyt c.
Wahrend das kommerzielle Cyt ¢ eine gegeniiber MUA geringere Peakseparation zeigte,
kam es bei dem His getaggten Cyt ¢ schon bei sehr niedrigen Vorschubgeschwindigkeiten
zu einer starken Peakseparation, die mit zunehmender Scangeschwindigkeit linear
anzusteigen schien. Hier zeigte sich keine Ahnlichkeit mit dem Kurvenverlauf von
kommerziellem Cyt ¢ auf MPA, stattdessen eine deutliche Ahnlichkeit zu dem Kurvenverlauf
von Cyt ¢, das auf langkettigen Thioalkansauren immobilisiert war (vergleiche Kapitel 5.1).
Interessant ist dabei, dass der lineare Anstieg weniger steil ist, als bei MPDA oder MHDA.
Dieses kinetische Verhalten von Cyt ¢ (C-his) spricht dafiir, dass der Elektronentransfer tber
eine groRere Distanz erfolgte, als bei kommerziellem Cyt ¢ auf MUA. Ursache hierflr ist
wahrscheinlich die schon angesprochene unvorteilhafte Orientierung. So kommt es zu einer
Elektronentransfercharakteristik, die sonst nur bei langerkettigen SAMs beobachtet wird.
Dieses wird im Wesentlichen durch die sehr niedrige Standardgeschwindigkeitskonstante
ko = 3,1 (Log ko = 0,5) bestatigt. Auch der Durchtrittsfaktor a = 0,358 spricht fiir einen nicht

optimalen Elektronentransfer.

Ein Vergleich der Standardgeschwindigkeitskonstanten unterschiedlich immobilisierter,
rekombinanter Cyt ¢ Varianten, mit auf Thioalkansauren immobilisiertem kommerziellem
Cyt c, findet sich in Abbildung 5.47 am Ende des Kapitels.

Tag Immobilisierung

Fur die Untersuchung der Redoxaktivitat von His Tag immobilisiertem Cytc wurde die
Elektrodenoberflache, wie unter Kapitel 3.6.3 beschrieben, mit TSP, ANTA und NiSO,
inkubiert. Hierdurch ergab sich eine mit NIiNTA funktionalisierte SAM, auf der das
rekombinante Protein mit dem His Tag binden konnte (Abbildung 5.40). Anschlielend
erfolgte die elektrochemische Charakterisierung des Redoxverhaltens fiur alle drei His
getaggten Varianten mittels Zyklovoltammetrie (Abbildung 5.41). Hierbei konnte in allen
Fallen eine Redoxantwort beobachtet werden, wobei die Redoxpeaks von Cyt ¢ (N-his) und
Cyt ¢ (NC-his) jedoch nur schwach ausgepragt waren. Durch Subtraktion des kapazitiven
Stromanteils lieRen sich aber eindeutige Redoxpeaks identifizieren (Abbildung 5.41 b/d/f).
Deutlich ausgepragter war der Redoxpeak fiir Cyt ¢ (C-his). Die Lage des His Tags hat
offenbar einen deutlichen Einfluss auf das Redoxverhalten. Die Kombination zweier His Tags
an N- und C-terminalem Ende fiihrte zu keiner besseren Redoxaktivitat. Vielmehr zeigte sich

ein kleinerer Redoxpeak, als fir den alleinigen C-terminalen His Tag.
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Protein Protein

Protein Protein Protein

Abb. 5.40 Schematische Darstellung der Immobilisierung von His getaggtem rekombinantem Cyt ¢
auf einer NiNTA funktionalisierten Au Oberflache.

a Au + NiNTA + Cyt ¢ (N-his) c Au + NiNTA + Cyt ¢ (C-his) e Au + NiNTA + Cyt ¢ (NC-his)
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Abb. 5.41 Zyklovoltammogramme von rekombinantem Cyt ¢, immobilisiert auf NINTA modifizierten Au
Elektroden in Phosphatpuffer (/ = 5,78 mM, pH 7,0), bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s.
Die Potentiale sind bezogen auf das Potential einer Ag/AgCl Referenzelektrode (3M KCI), als
Gegenelektrode diente ein Platindraht. (a) Cyt ¢ (N-his); (b) Cyt ¢ (N-his) unter Abzug des kapazitiven
Stromes; (¢) Cytc (C-his); (d) Cytc (C-his) unter Abzug des kapazitiven
Stromes; (e) Cyt ¢ (NC-his); (f) Cyt ¢ (NC-his) unter Abzug des kapazitiven Stromes.

Es wurden vergleichbare kapazitive Stromanteile fir Cytc (N-his) und Cyt ¢ (NC-his)
beobachtet, wohingegen der kapazitive Stromanteil von Cyt ¢ (C-his) erhéht war. Dieses
deutet auf einen geringeren Abstand zwischen Elektrode und Redoxzentrum bei C-terminal
immobilisiertem Cyt ¢ hin, wodurch der Elektronentransfer begilinstigt wird. Ein weiterer

Einfluss ist in dem intramolekularen Elektronentransfer durch Cytc zu vermuten.
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Untersuchungen hierzu schlagen unterschiedliche Tunnelpfade vor [Wuttke et al. 1992;
Langen et al. 1995]. Einer dieser Tunnelpfade endet in unmittelbarer Nahe des C-Terminus
(Abbildung 5.42). In der Nahe des N-Terminus endet dagegen keiner der in der Literatur
beschriebenen Tunnelpfade [Willner und Katz 2005]. Hierdurch ist ein effizienterer

Elektronentransfer bei C-terminal immobilisiertem Cyt ¢ zu erwarten.

(™ N-Terminus

Abb. 5.42 lllustration eines der in der Literatur beschriebenen, bevorzugten Tunnelpfade durch Cyt ¢
entlang von Aminosauren mit aromatischen Seitengruppen. N- und C-Terminus sind farblich

gekennzeichnet. Die 3D Struktur von Cyt ¢ stammt aus der RCSB Protein Datenbank.

Aus Abbildung 541 wurden die Flachenintegrale gebildet und daraus die
Ladungsstromdichten und Bedeckungsgrade errechnet (Tabelle 5.8). Auch die

Formalpotentiale sind in Tabelle 5.8 angegeben.

Tab. 5.8 Elektrochemische Daten fur His Tag immobilisiertes Cyt ¢ auf NiNTA funktionalisierten Au

Elektroden, ermittelt bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s.

. Eox Ered E, Oox ORed Om B,
Protein ) ) 2
[mV] [mV] [mV] [uC/cm?]  [uClem?] | [uClecm“] [%0]
Cyt ¢ (N-his) 90 57 74 0,07 0,07 0,07 4
Cyt ¢ (C-his) 76 32 54 0,21 0,20 0,20 12
Cyt ¢ (NC-his) 78 40 59 0,13 0,08 0,11 6

Interessanterweise ergab sich fir alle His getaggten Cyt ¢ Varianten ein deutlich positiveres
Formalpotential, als fur auf MUA elektrostatisch immobilisiertes Cyt c. Das Formalpotential

war zwischen 50 und 75 mV verschoben. Auch bei der kovalenten Immobilisierung von
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kommerziellem Cytc wurde eine leichte Verschiebung des Formalpotentials festgestellt
(vergleiche Kapitel 5.1.2). Offenbar hat die Art der Oberflachenanbindung Einfluss auf das
Formalpotential. Bei ihren Untersuchungen zum Gating Prozess von immobilisiertem Cyt c,
entdeckten [Murgida und Hildebrandt 2001; Rivas et al. 2002] einen strukturabhangigen
Einfluss auf das Redoxpotential von Cytc. Sie fanden heraus, dass neben dem
beschriebenen Gating Prozess ein zweiter Effekt auftritt und beschreiben zwei
unterschiedliche Konformationen B1 und B2 des Proteins. Bei B1 handelt es sich um die
native Konformation, wahrend es bei B2 zum Verlust der Koordination des Met80 an das
Eisenzentrum kommt. Durch die Unterschiede in der koordinativen Bindung der Ham-Gruppe
haben diese beiden Formen Einfluss auf den Elektronentransfer. Bei der elektrostatischen
Bindung von Cytc an eine SAM aus Thioalkansauren, beobachteten [Murgida und
Hildebrandt 2001] einen potentialabhangigen Ubergang in der Ham-Koordination zwischen
B1 und B2. Die nicht natirliche Form B2 flhrt zu einer deutlichen Herabsetzung des
Redoxpotentials, im Vergleich zum Potential von Cyt ¢ in Lésung. [Murgida und Hildebrandt
2001; Murgida und Hildebrandt 2008] vermuteten, dass es sich dabei um einen
Mechanismus handelt, der verhindern soll, dass der in natlirlicher Umgebung elektrostatisch
an Cyt ¢ Oxidase gebundene Elektronenulbertrager (Cyt ¢) unmittelbar nach der Oxidation
wieder reduziert wird. Das chemische Gleichgewicht zwischen nativer (B1) und nicht-nativer
(B2) Konformation hangt stark vom elektrischen Feld am Interface ab. Dieses nimmt mit
zunehmendem Abstand zur Elektrode ab, sodass bei Thioalkansdauren mit 10 oder mehr
Methylgruppen die nicht-native Form kaum auftritt. Flr kurzkettige Molekile hingegen kann
der Anteil auf Uber 75% ansteigen. Eine ahnliche strukturelle Gleichgewichtsreaktion konnte
auch fir die hydrophobe Immobilisierung von Cyt ¢ beobachtet werden [Rivas et al. 2002]. In
beiden Fallen liegt Cyt ¢ in ahnlicher Orientierung vor [Murgida und Hildebrandt 2008], und
die H&m-Gruppe hat direkten Kontakt zur SAM Oberflache. Im Falle der Histidin Bindung von
rekombinantem Cyt ¢ kommt es sehr wahrscheinlich zu einer anderen Orientierung an der
SAM. Dabei ist unklar, ob auch in diesem Fall eine Strukturanderung der Ham-Koordinierung
analog zu den Beschreibungen von [Murgida und Hildebrandt 2008] stattfindet. Kommt es
nicht oder nur eingeschrankt zur Bildung der nicht-nativen Form, so ist mit einem weniger
stark herabgesetzten Redoxpotential zu rechnen, was die hier beobachteten, gegeniber der
elektrostatischen Bindung von Cyt ¢, positiveren Potentiale erklaren kdnnte. Analog kann
diese Erklarung auch fir die ebenfalls leicht verschobenen Formalpotentiale von kovalent
gebundenem (siehe Kapitel 5.1.2) und auf langkettigen Thioalkansduren immobilisiertem

Cyt ¢ herangezogen werden.
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Vergleicht man die Peakpotentiale der His getaggten Proteinen, so weichen diese recht stark
voneinander ab, obwohl TSP mit daran gebundenem ANTA eine Molekillange vergleichbar
mit MUA hat. Die Peakseparation bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s deutet
auf einen groleren Abstand zwischen Elektrode und Redoxzentrum hin. Wie bereits
erwahnt, kann nicht von einer konformalen Orientierung des Proteins wie bei der
elektrostatischen Immobilisierung ausgegangen werden. Somit ergibt sich auch ein héherer
mittlerer Abstand zwischen Elektrode und Ham-Gruppe. Ebenfalls nicht zu unterschatzen ist
der bereits angesprochene intramolekulare Elektronentransfer, der ebenfalls einen Beitrag
zum kinetischen Verhalten liefert. Fir alle drei His getaggten Proteine ergaben sich sehr
geringe Bedeckungsgrade. Diese waren fir Cyt ¢ (N-his) und Cyt ¢ (NC-his) mit 4% bzw. 6%
besonders klein. Aber auch der Bedeckungsgrad mit Cyt ¢ (C-his) war mit 12% sehr viel
kleiner, als fur elektrostatisch gebundenes Wt Cyt c¢. Sogar durch elektrostatische Anbindung
von Cytc (C-his) an MPA wurden hoéhere Bedeckungen erreicht. Die SPR und AFM
Untersuchungen zeigten eine dichte Oberflachenbedeckung mit Protein. Somit ist der
niedrige Bedeckungsgrad ausschliel3lich auf einen verringerten Elektronentransfer
zurtckzufiihren. Unterschiedliche Anteile von Ham-beladenem und unbeladenem Cytc
alleine kdnnen den geringen Ladungstransfer nicht erklaren. Stattdessen ist wahrscheinlich,
dass es zu einer nicht vollkommen homogenen Orientierung der Proteine an der Oberflache
kam, und somit nur ein Teil der Moleklle nahe genug fiir einen Elektronentransfer an der
Elektrodenoberflache sall. Bei Cyt ¢ (C-his) war der Ladungstransfer durch die Nahe des His
Tags zu einem Elektronentransferpfad beglnstigt, wodurch es bei mehr Molekiilen zum
Elektronentransfer kommen konnte und sich in der Folge ein groferer Bedeckungsgrad

ergab.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass ein Elektronentransfer sowohl Uber den N-, als
auch C-terminalen His Tag mdglich ist. Dieser erfolgt Uber den C-terminalen His Tag aber
deutlich effizienter. Die Effizienz des Elektronentransfers ist jedoch nicht mit der von

elektrostatisch immobilisiertem Wt Cyt ¢ vergleichbar.

Cyt ¢ (C-cys), das uber einen C-terminalen Cys Tag verfugt, Iasst sich direkt an die Au
Elektrodenoberflache binden. Mittels Zyklovoltammetrie sollte tiberprift werden, wie sich das
Redoxverhalten gegenitber kommerziellem, direkt auf Au immobilisiertem Cyt ¢ verandert
(Abbildung 5.43).
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Abb. 5.43 Zyklovoltammogramm von kovalent auf Au(111) immobilisiertem, kommerziellem
Pferdeherz Cytc (unterbrochene Linie) und Cytc (C-cys) (durchgehende Linie) in 5,78 mM
Phosphatpuffer pH 7,0, bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s.

Hierbei zeigte sich fir Cytc (C-cys) ein ahnliches Zyklovoltammogramm wie fir
kommerzielles Pferdeherz Cyt c. Mit kommerziellem Cyt c liel3 sich kein Elektronentransfer
nachweisen. Im Gegensatz dazu, zeigte Cytc (C-cys) einen schwachen Redoxpeak.
Offenbar kam es zumindest bei einem Teil, der tGber den Cys Tag an die Au Oberflache
gebundenen Cyt ¢ Molekiile, zu einem Elektronentransfer und entsprechend zur Oxidation
und Reduktion des prosthetischen Eisenatoms. Bei kommerziellem Cytc wurde davon
ausgegangen, dass es bei der Bindung Uber die internen Cysteine zum Verlust der
Ham-Gruppe kommt. Das ist bei Cytc (C-cys) ebenfalls nicht auszuschlieBen. Die
Bindungsaffinitat des Cys Tags zur Au Oberflache sollte aber aufgrund der zwei Cysteine
beginstigt sein. Der hohe kapazitive Anteil im Zyklovoltammogramm erklart sich, wie unter
5.1.2 beschrieben, aus dem direkten Kontakt zwischen Au Elektrode und Elektrolyt, da sich

keine SAM dazwischen befindet.

Um Denaturierungsereignisse an der blanken Au Elektrode zu verhindern und den
kapazitiven Stromanteil zu reduzieren, wurde die Au Oberflaiche mit einer SAM aus
Thioalkoholen beschichtet. Die Immobilisierung von Cytc (C-cys) sollte, wie in
Abbildung 5.44 schematisch dargestellt und unter 4.1.2 bzw.5.3.1 diskutiert, durch
Anlagerung des Cys Tags an die Au Oberflache zwischen den Thioalkoholmolekilen

erfolgen.
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Abb. 5.44 Schematische Darstellung der Immobilisierung von Cys getaggtem, rekombinantem Cyt ¢
auf einer Au Oberflache, die mit einer SAM aus Thioalkoholen bedeckt ist.

In Abbildung 5.45 sind die Zyklovoltammogramme von Cyt ¢ (C-cys) gezeigt, welches auf
bzw. zwischen unterschiedlichen Thioalkoholen immobilisiert wurde. Da kurze SAM
Molekile, aufgrund des dadurch geringeren Abstandes zwischen Elektrode und Protein,
einen besseren Elektronentransfer ermoglichen, wurden mit Mercaptoethanol (MEOH) und
Mercaptopropanol (MPOH) sehr kurzkettige Moleklle gewahlt. Aromatische Molekiile sollten
ebenfalls den Elektronentransfer beglinstigen, auch wenn das fir Mercaptobenzoesaure
nicht eindeutig gezeigt werden konnte (vergleiche 5.1). Aus diesem Grunde wurde
Mercaptophenol (MPhOH) als dritte SAM Variante untersucht.

a Au + MEOH + Cyt ¢ (C-cys) b Au + MPOH + Cyt ¢ (C-cys) c Au + MPhOH + Cyt ¢ (C-cys)
3 34 3
2 2 2
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Abb. 5.45 Zyklovoltammogramme von rekombinantem Cyt ¢ (C-cys) immobilisiert Gber den Cys Tag
auf mit Thioalkoholen beschichteten Au Elektroden in Phosphatpuffer (/ = 5,78 mM, pH 7,0), bei einer
Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s: (a) auf einer MEOH SAM; (b) auf einer MPOH SAM; (c) auf
einer MPhOH SAM.

Auf allen drei SAMs kam es zu einem Elektronentransfer zwischen der Au Elektrode und
dem immobilisierten Cyt c¢. Der Redoxpeak war jedoch unterschiedlich stark ausgepragt. Am
geringsten ausgebildet war der Peak auf MPOH. Ein deutlicheres, elektrochemisches Signal
zeigte sich auf der SAM aus MEOH. Am deutlichsten ausgepragt war der Redoxpeak von

Cyt ¢ (C-cys) auf MPhOH. Bei positiven Potentialen kam es sowohl bei MEOH, als auch bei
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MPhOH zu einem Anstieg des kapazitiven Stromanteils. Hier ist eine Ahnlichkeit mit dem
kapazitiven Anstieg bei direkt auf Au immobilisiertem Cyt ¢ zu erkennen. Zu vermuten ist,
dass dieser Effekt auf Defekten in der SAM beruht. Derartige Defekte werden durch die
Cys Tag Anbindung des Proteins verstarkt, da bei der Bindung der zwei Cysteine an Au,
Thioalkoholmolekiile von der Oberflache entfernt werden. Dabei nimmt der Tag mehr Platz
ein, als ein einziges Thioalkoholmolekil. In Tabelle 5.9 sind die aus den
Zyklovoltammogrammen abgeleiteten elektrochemischen Daten fur das Cys Tag

immobilisierte Cyt ¢ gezeigt.

Tab. 5.9 Elektrochemische Daten fir Cys Tag immobilisiertes Cyt ¢ (C-cys) auf unterschiedlichen

Thioalkohole, ermittelt bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV/s.

Eox ERreq E, Oox ORed Om B,

SAM 2 2 2
[mV] [mV] [mV] [uC/em?]  [uClem?] | [uClecm“] [%0]
MEOH 89 71 80 0,36 0,65 0,50 30
MPOH 106 87 97 0,16 0,14 0,15 9
MPhOH 08 39 69 1,45 1,07 1,26 75

Auch hier zeigte sich, ahnlich wie bei der His Tag Immobilisierung und der kovalenten
Immobilisierung von Cyt ¢, eine Verschiebung des Formalpotentials E,. Dabei ergaben sich
grélere Schwankungen. E, lag etwa zwischen 70 mV und 100 mV und war somit deutlich
gegenlUber dem normalen Formalpotential von Cyt ¢ verschoben. Dieses deutet auf eine
geanderte Orientierung des Proteins in Abhangigkeit von Molekullange und Beschaffenheit
der SAM hin. Analog zu den Beobachtungen bei kovalent und His Tag gebundenem Cyt c,
kann eine veranderte Oberflachenanbindung zu einer Anderung der Koordinierung zwischen
Apocytochrom ¢ und Hadm—-Gruppe fihren und so das Formalpotential beeinflussen [Murgida
und Hildebrand 2001; Rivas et al. 2002]. Insgesamt fallt auf, dass die elektrochemischen
Daten, die aus dem Oxidations-, bzw. Reduktionspeak ermittelt wurden, voneinander
abweichen. Es zeigte sich bei den Redoxpotentialen eine deutliche Peakseparation. Fir
MEOH und MPOH war die Separation vergleichbar, wohingegen sie fir MPhOH sehr viel
gréler ausfiel. Auch die errechneten Flachenladungsdichten fir Hin- und Riickscan weichen,
mit Ausnahme der Werte fir MPOH, sehr viel starker voneinander ab, als bei kommerziellem
Cyt ¢ auf Thioalkansauren. Interessanterweise lag der errechnete Bedeckungsgrad mit
redoxaktivem Protein vergleichsweise hoch. Lediglich bei einer SAM aus MPOH war ein sehr
niedriger Bedeckungsgrad zu beobachten. Bei MEOH als SAM ergab sich ein
Bedeckungsgrad mit redoxaktivem Cyt ¢ von 30% und bei MPhOH sogar von 75%, der tber
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dem Wert von elektrostatisch immobilisiertem Cyt ¢ liegt (siehe 5.1). In der Literatur wird
zwar von Bedeckungsgraden bis 81% fur Cyt ¢ auf MUA berichtet [Salomon 2005], bei den
hier verwendeten rekombinanten Proteinchargen muss aber von einem Anteil zwischen 40%
und 60%, der nicht mit Hdm beladenen Form von Cytc ausgegangen werden. Eine
Hypothese ware, dass es in der Cyt ¢ Loésung zur Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen
Cys Tags und internen Cysteinen des Apocytochrom ¢ kommt. Da hier die Ham-Gruppe
fehlt, sind die internen Cysteine ungebunden. Es ist vorstellbar, dass der Cys Tag aufgrund
seiner hydrophoben Basis innerhalb des Proteins binden kann. Bindet der Cys Tag eines
unbeladenen Cyt ¢ Molekiils an die eigenen internen Cysteine, so kann dieses Molekil nicht
mehr an die Oberflache binden. Durch Bindung eines Cys Tags an ein internes Cys eines
benachbarten Cyt ¢ Molekils, kénnen Dimere entstehen, die die Anzahl freier Cys Tags
reduzieren und somit einen Grofteil des nicht mit Hdm beladenen Cyt ¢ binden. Zwar kommt
es vermutlich auch zur Bildung von Dimeren zwischen Cys Tags unterschiedlicher Cyt ¢
Molekile, diese Disulfidbriicken kdnnen jedoch leicht wieder gespalten werden, da die Tags
exponiert liegen und mit der Elektrodenoberflache interagieren. Somit wirden mehr mit Hadm
beladene Proteine an die Elektrodenoberflache binden, als es dem Verhaltnis in Losung
entspricht, was zu einer gréReren Oberflachenbedeckung mit redoxaktivem Protein fihrt. Die
deutlichen Unterschiede in der Oberflachenbedeckung, in Abhangigkeit der SAM, lassen sich
hiermit jedoch nicht erklaren. In allen Fallen wurde die gleiche Proteincharge verwendet und
mittels SPR die effiziente Immobilisierung an die mit Thioalkoholen bedeckte Au Oberflache
gezeigt (Kapitel 5.3.1). Die starken Unterschiede lassen sich am ehesten mit einer fir den
Elektronentransfer unterschiedlich geeigneten Orientierung des rekombinanten Proteins
erklaren. Um Aussagen Uber den Elektronentransfer treffen zu kénnen, wurden wie zuvor
kinetische Untersuchungen mit allen Tag immobilisierten Proteinen durchgefiihrt.
Abbildung 5.46 a/b zeigt die dabei festgestellte Abhangigkeit zwischen Peakpotential und
Potentialvorschubgeschwindigkeit. Aus dem  Diagramm nach [Laviron  1979]
(Abbildung 5.46 a) wurden die Durchtrittsfaktoren a und die Standardgeschwindigkeits-
konstanten k, berechnet (Tabelle 5.10). Ein Vergleich der Standardgeschwindigkeits-
konstanten zwischen kommerziellem und rekombinantem Cyt ¢, in Abhangigkeit von der
Kettenlange der SAM, ist in Abbildung 5.47 gezeigt. Bei der Peakseparation, in Abhangigkeit
der Scangeschwindigkeit, zeigte sich fir Cyt ¢ (C-cys) auf MEOH und MPOH ein fast
identisches Verhalten. Erwartungsgemal war die Peakseparation fur MEOH am geringsten.

MPOH besitzt ein C-Atom mehr, wodurch es zu einer minimal starker ausgepragten
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Peakseparation kommt. In beiden Fallen deutet ein Durchtrittsfaktor von etwa 0,5 auf einen

symmetrischen Elektronentransfer hin.

a 05 « MUA (Cytc)
= E_, (NiNTA + C-his) ‘ = NIiNTA (C-his)
03. . E,.., (NiINTA + C-his) MEOH (C-cys) v
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Abb. 5.46 Potentialverschiebung als Funktion der Potentialvorschubgeschwindigkeit nach Laviron (a)
und als Peakpotentialdifferenz AEp..« in Abhangigkeit von vsq., (b). Gemessen wurde mit Potential-
vorschubgeschwindigkeiten von 10 mV/s bis 10000 mV/s (bis 2000 mV/s fir Cyt ¢ (C-his) auf NiNTA
bzw. bis 5000 mV/s fur Cyt ¢ (C-cys) auf MEOH).

Tab. 5.10 Nach Laviron errechnete Werte flr Durchtrittsfaktor a und Standardgeschwindig-

keitskonstante k.

Protein SAM a ko [s™] Log ko
_Cyte(Chis)  TSP+NINTA | 0250 | 32 | 05
Cyt ¢ (C-cys) MEOH 0,445 34,7 1,5
Cyt ¢ (C-cys) MPOH 0,486 18,5 1,3
Cyt ¢ (C-cys) MPhOH 0,526 6,0 0,8

Ein Vergleich der Standardgeschwindigkeitskonstanten mit denen von elektrostatisch auf
kurzkettigen Thioalkansauren immobilisiertem Cytc zeigt ein konsistentes Bild. Wie in
Abbildung 5.47 zu sehen ist, ergaben sich fir MPA und MPOH annahernd identische Log ko
Werte. FlUr das kulrzerkettige MEOH liel} sich nur eine sehr geringe Steigerung der
Standardgeschwindigkeitskonstante beobachten. Der ermittelte Log k, Wert bestatigt den
bereits beschriebenen Sattigungseffekt flr sehr kurzkettige SAM Molekiile. Daraus lasst sich
auch schlieRen, dass der Elektronentransfer im Falle einer MEOH bzw. MPOH SAM durch
die Thioalkohole erfolgt und nicht entlang des Cys Tags. Dieser besteht aus insgesamt 7
Aminosauren, woraus sich eine fiur die Elektronen zu Uberwindende Kettenlange von

18-21 Atomen ergibt, in Abhangigkeit davon, welches Cystein an die Oberflache gebunden
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ist. Somit ware im Falle eines Elektronentransfers tUber den Cys Tag, unter der Annahme
eines mit Thioalkansduren vergleichbaren Tunneltransports, eine deutlich starker
ausgepragte  Peakseparation und  Standardgeschwindigkeitskonstanten in  der
Grolkenordnung langkettiger Thioalkansauren (Nc.awme > 11) zu erwarten. Obwohl beim
Elektronentransfer durch MPhOH nur ein C-Atom mehr Uberwunden werden muss als bei
MPOH, ist hier eine viel ausgepragtere Peakseparation zu erkennen. Diese Ubertrifft die
Peakseparation von auf MUA immobilisiertem Cyt ¢ deutlich (Abbildung 5.46). Stattdessen
ergibt sich eine gute Ubereinstimmung mit dem elektrostatisch auf MPA immobilisierten, His
getaggten Cytc. Auch die Standardgeschwindigkeitskonstante liegt, wie die des His
getaggten Cyt ¢, sehr viel niedriger als sich anhand der Erfahrungen mit Thioalkansauren
erwarten lieBe (Abbildung 5.47). Trotzdem konnte fir Cys Tag immobilisiertes Cyt ¢ auf
MPhOH das am starksten ausgepragte Redoxverhalten und die gréRte Bedeckung

beobachtet werden.

B MPA + C-his
& MUA + C-cys
_ A MEOH + C-cys
2,00 . ¢ MPOH + C-cys
A R . O MPhOH + C-cys
- ’ _______________ L\_ - -
&~ 1,00 - ®,
- (o] \\\
o "
o *
= 0,00 -
.\
.
-1 ,00 T T T 1
0 5 10 15 20
n (C-Atome)

Abb. 5.47 Logarithmische Darstellung der ermittelten Standardgeschwindigkeitskonstanten k,, als
Funktion der Anzahl von C-Atomen nc.awme in der Thioalkansdure SAM (schwarze Punkte). Farblich
gekennzeichnet sind die Log k, Werte von rekombinantem Cytc, auf unterschiedlichen SAMs
immobilisiert. Unterbrochene Linien illustrieren den linearen Zusammenhang flr nec aome = 11 und den

Sattigungseffekt bei kurzkettigen SAMs.

Auf MPhOH kam es offenbar zu einem effizienten, aber langsamen Elektronentransfer. Fir
His getaggtes Cyt ¢ wurde bereits diskutiert, dass die langsamere Kinetik auf einen groReren

Abstand zwischen Elektrode und Redoxzentrum, in Folge einer gednderten Orientierung,
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hinweist. Hierbei sind zwei Effekte zu unterscheiden. Zum einen bestimmt die Ausrichtung
des Proteins den Abstand zur Elektrode und somit die Kinetik. Je geringer der Abstand,
desto schneller die Kinetik und desto hoher die Standardgeschwindigkeitskonstante. Bei sehr
geringen Abstanden wird die Kinetik des Elektronentransfers nur noch von dem von [Avila et
al. 2000; Murgida und Hildebrandt 2001] beschriebenen potentialabhangigen Gating-Effekt
bestimmt. Der zweite Effekt, der sich aus der Orientierung des Proteins ergibt, flihrt zu den
unterschiedlichen Bedeckungsgraden mit redoxaktivem Protein. Die Bindung Uber einen
einzelnen Tag lasst gegenuber der elektrostatischen Anbindung mehr Rotations-
freiheitsgrade zu, wodurch es zu einer uneinheitlichen Orientierung der Proteine kommit.
Dabei ergeben sich unterschiedliche Abstande zwischen Elektrode und Protein, je nach
Orientierungszustand. Ist einer dieser Abstadnde zu groR fur einen Elektronentransfer, so
kénnen die in dieser Anordnung immobilisierten Proteine keinen signifikanten Beitrag mehr
zum Redoxprozess leisten. In Folge dessen sinkt die Flachenladungsdichte, aus der sich der
Bedeckungsgrad errechnet. Beide Effekte kdnnen parallel auftreten. So zeigte sich fur Cyt ¢
(C-cys) auf MEOH und MPOH eine schnelle Kinetik, aber nur ein relativ geringer
Bedeckungsgrad. Dieses deutet darauf hin, dass ein Teil der Proteine sehr dicht an der
Elektrodenoberflache liegt, es aber zudem andere Orientierungen gibt, die keinen
Elektronentransfer zulassen. Bei MPhOH kommt es offenbar zu einer homogeneren
Orientierung von Cytc, sodass es im Mittel zu mehr Elektronentransferreaktionen pro
Elektrodenflache kommen kann. Dafir ist die Kinetik aber deutlich langsamer, was im Mittel
auf einen in dieser Orientierung vergrélerten Abstand zwischen Elektrodenoberflache und
Redoxzentrum hinweist, verglichen mit der elektrostatischen Immobilisierung. Ahnlich diirfte
es bei His getaggtem Cyt ¢ sein, wobei hier deutlich geringere Redoxaktivitat beobachtet
wurde, was wiederum auf eine uneinheitliche Orientierung hinweist. Es wurden
Untersuchungen mit unterschiedlichen SAMs durchgefiihrt, die belegen, dass die
Orientierung von Cyt ¢ auf der SAM Oberflache von entscheidender Bedeutung fur den
Elektronentransfer ist [Allen ef al. 1984; Ataka et al. 2004B; Imabayashi et al. 2005; Sagara
et al. 2006]. Genaueren Aufschluss Uber den Einfluss der Orientierung von getaggtem Cyt ¢
auf den Elektronentransfer kénnten Messungen z.B. auf gemischten Monolagen, sowie
spektroskopische Untersuchungen wie Surface Enhanced Raman Spectroscopy oder

Fourier-Transformations-IR-Spektroskopie liefern.

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass mit allen rekombinanten Cytc Varianten, sowohl
elektrostatisch, als auch ber den Affinitatstag immobilisiert, ein Elektronentransfer zwischen

Elektrode und Protein nachgewiesen werden konnte. Redoxverhalten und Kinetik waren
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unterschiedlich gut ausgepragt, die besten Ergebnisse wurden mit Cyt ¢ (C-cys) erzielt.
Dieses zeigte, im Vergleich zu Wt Cyt ¢, in elektrostatisch gebundenem, sowie Uber den
Cys Tag gebundenem Zustand, das héchste Redoxsignal. Bei der Immobilisierung von Cyt ¢
mittels Affinitatstag gilt es, den besten Kompromiss zwischen Kinetik und Redoxsignal zu
finden. Grundsatzlich fihren kurze SAM Molekiile zu einer schnellen Kinetik, aber einer
undefinierteren Orientierung, da das Tag immobilisierte Protein viele Rotationsfreiheitsgrade
aufweist. Eine SAM langerkettiger Molekile schrankt die freie Beweglichkeit des Tag
gebundenen Proteins ein und fihrt zu einer definierteren Orientierung. In diesem Fall ergibt

sich jedoch eine langsamere Elektronentransferkinetik.

In einem bioelektronischen Bauelement muss der Einfluss der Orientierung neu bewertet
werden, da dort eine zweite Koordinationsstelle zur Verfiigung steht. Wird das Protein Uber
zwei separate Bindungsstellen mit den raumlich getrennten Elektroden verankert, so ist
dessen Orientierung eindeutig festgelegt. In dieser Bindungskonfiguration sind die
Bewegungsfreiheitsgrade der Tags deutlich eingeschrankt. Somit wéare die Kinetik des

Ladungstransfers der entscheidende Parameter bei der Auswahl der Tags.

5.3.3 Elektroenzymatische Reaktion mit Cytochrome ¢ Reduktase / Oxidase

Der Elektronentransfer zwischen Elektrode und darauf immobilisiertem rekombinantem Cyt ¢
konnte in elektrostatisch gebundenem Zustand nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde
gezeigt, dass ein Elektronentransfer zwischen Elektrode und Affinitdtstag gebundenem Cyt ¢
stattfindet. FUr eine Immobilisierung zwischen zwei Elektroden ist zwingend erforderlich,
dass der Elektronentransfer durch Cyt ¢ erfolgen kann, welches bifunktional gebunden ist. Es
sollte im Folgenden gezeigt werden, dass ein Elektronentransfer durch simultan
elektrostatisch und Tag gebundenes Cyt ¢ méglich ist. Die natlrlichen Reaktionspartner von
Cytc, Cytc Oxidase und Cytc Reduktase binden ebenfalls elektrostatisch an Cytc
[Dickerson und Timkovich 1975]. Dabei wird angenommen, dass in beiden Fallen dieselben
Lysingruppen an der Bindung beteiligt sind [Smith et al. 1976]. Nach erfolgter Bindung
zwischen Enzym und Cytc, kommt es zum Elektronentransfer und entsprechend zur
Oxidation (Cytc Oxidase) oder Reduktion (Cytc Reduktase) von Cytc. Der
Elektronentransfer durch Cyt ¢, das Uber einen Tag an eine Elektrodenoberflache gebunden
ist, und damit die funktionelle Integritat, sollte Uber eine elektroenzymatische Reaktion
nachweisbar sein. Mittels photochemischem Enzymtest wurde bereits gezeigt, dass alle

rekombinanten Cyt ¢ Varianten in Losung von Cyt ¢ Reduktase reduziert werden (4.5). In der
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Literatur wird eine Vielzahl von elektroenzymatischen Reaktionen beschrieben [Leger und
Bertrand 2008; Willner und Katz 2005]. Dabei wurde jedoch fast immer das Redoxenzym an
die Elektrodenoberflache gebunden, und das Substrat befand sich in Lésung. Die
enzymkatalysierte Oxidation oder Reduktion des Substrates konnte elektrochemisch durch
einen hohen elektrokatalytischen, anodischen oder kathodischen Strom detektiert werden
[Willner et al. 1996; Bardea et al. 1997; Zayats et al. 2002; Raitman et al. 2002; Diao et al.
2002; Katz et al. 2004B; Ataka et al. 2004A; Leger und Bertrand 2008]. In dem hier
beschriebenen Fall, sollte das gebundene Cyt ¢ von einem in Losung befindlichem Enzym
umgesetzt werden. Ein Beispiel fur elektrodengebundene Ham-Proteine, die von einem in
Losung befindlichen Enzym, der Nitratreduktase, elektrochemisch oxidiert werden, wurde
von [Willner et al. 1999] beschrieben. Fur immobilisiertes Cyt ¢ sind die Arbeiten von [Haas
et al. 2001; Heering et al. 2004] besonders interessant. Dort wurden unterschiedliche
Konstellationen von immobilisiertem Cytc und Cytc Oxidase, in Bezug auf die
elektroenzymatische Interaktion beider Reaktionspartner untersucht. Hierbei zeigten [Haas et
al. 2001], dass es zwischen elektrostatisch immobilisiertem Cyt ¢ und in Lésung befindlicher
Cyt ¢ Oxidase zu keiner elektroenzymatischen Reaktion kommt. Da die Bindedomane des
Cyt ¢ zur Elektrodenunterseite weist, ist keine Anlagerung des Enzyms mdglich. Es kommt
ebenfalls zu keinem Elektronentransfer zwischen Elektrode und direkt auf der Oberflache
adsorbierter Oxidase. Eine elektroenzymatische Reaktion bzw. ein Elektronentransfer
zwischen Elektrode und Oxidase durch Cyt ¢, konnte nur fir einen Komplex bestehend aus
Oxidase und Cyt ¢ nachgewiesen werden. In diesem Falle wurden Oxidase und Cyt ¢ vor der
Immobilisierung zusammengefligt und dieser Komplex anschlieRend an der Elektrode
immobilisiert. Diese Untersuchungen von [Haas et al. 2001] zeigten, dass flir einen
Elektronentransfer zwischen Cytc und Oxidase, das Enzym elekirostatisch an die
Bindedomane von Cytc im Bereich der exponiert liegenden Ham-Ecke [Dickerson und
Timkovich 1975] binden muss. In natiurlicher Umgebung dient Cyt ¢ als Elektronenshuttle
zwischen den Transmembranproteinen Cyt bc, (Cyt ¢ Reduktase) und Cyt ¢ Oxidase. Neben
der Oxidase, bietet sich somit auch die Cyt ¢ Reduktase fur in vitro Untersuchungen des
Ladungstransfers an. Dabei kommt es zum Elektronentransfer von NADH Uber die Cytc
Reduktase auf Cyt c. Die enzymatische Reaktion zwischen Cyt ¢ und Cyt ¢ Reduktase wurde
bereits zur Untersuchung der Funktionalitdt des rekombinant hergestellten Cytc in vitro
benutzt (siehe Kapitel 4.5). Im Folgenden sollte geprift werden, ob auch auf einer Au
Elektrode immobilisiertes Cyt ¢ von der Reduktase reduziert werden kann und es somit zu

einem Elektronentransfer zwischen beiden Proteinen kommt. Der bei einer
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elektroenzymatischen Reaktion erfolgende Elektronentransfer sollte elektrochemisch mittels
Zyklovoltammetrie detektiert werden. Abbildung 5.48 zeigt die Ergebnisse dieser
Untersuchungen. Zunachst wurde dabei geprift, ob eine Reaktion zwischen elektrostatisch

immobilisiertem kommerziellem Cyt ¢ und Reduktase moglich war (Abbildung 5.48 a).

a - Au+MUA + Cytc b - Au + NiNTA + Cyt ¢ (N-his)
2,00 — Au + MUA + Cyt ¢ + Reduktase 2,07 — Au + NiNTA + Cyt ¢ (N-his) + Reduktase
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Abb. 5.48 Zyklovoltammogramme von Cyt ¢ immobilisiert auf SAM beschichteten Au Elektroden in
5,78 mM Phosphatpuffer pH 7,0 (unterbrochene Linie) und in Phosphatpuffer mit Cyt ¢ Reduktase und
NADH (durchgehende Linie), bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 2 mV/s: (a) kommerzielles Cyt ¢
elektrostatisch auf MUA immobilisiert; (b) Cyt ¢ (N-his) Giber His Tag gebunden; (c) Cyt ¢ (C-his) tber
His Tag gebunden; (d) Cyt ¢ (NC-his) Uber His Tag gebunden.

Das Zyklovoltammogramm von Cyt c wurde wie zuvor beschrieben, allerdings mit einer
geringeren  Potentialvorschubgeschwindigkeit von 2 mV/s, aufgezeichnet (blaue
unterbrochene Linie). Die langsame Vorschubgeschwindigkeit war nétig, da die
enzymatische Reaktion mehrere Minuten in Anspruch nimmt (vergleiche Kapitel 4.5). Es

ergab sich ein Formalpotential von etwa 10 mV, das gut mit den zuvor bei hoheren
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Vorschubgeschwindigkeiten ermittelten Werten flr Cytc Ubereinstimmt. Anschlieend
wurde, in leicht modifizierter Weise zu dem photochemischen Enzymtest, NADH L&sung in
5,78 mM Phosphatpuffer pH 7,0, sowie geléste Cyt ¢ Reduktase im gleichen Puffer zu der
Elektrolytldsung pipettiert. Die sich so ergebenden Endkonzentrationen im Elektrolyten
betrugen 5 mg/ml NADH und etwa 0,8 mg/ml Cyt ¢ Reduktase. Alle Lésungen wurden

unmittelbar vor Zugabe frisch hergestellt.

Direkt im Anschluss wurde das Zyklovoltammogramm erneut mit der gleichen
Vorschubgeschwindigkeit aufgezeichnet. Hierbei zeigte sich keine signifikante Veranderung
des Zyklovoltammogramms (Abbildung 5.48 a). Es kam somit, analog zu den Experimenten
von [Haas et al. 2001] mit Cytc Oxidase, zu keinem Elektronentransfer zwischen
elektrostatisch immobilisiertem Cyt ¢ und der in Losung befindlichen Cyt ¢ Reduktase. Die
Reduktase bindet an derselben Stelle wie die Oxidase [Dickerson und Timkovich 1975], die
jedoch aufgrund der elektrostatischen Anbindung zur Elektrodenseite wies und flr beide
Enzyme unzuganglich war. Ein vollkommen anderes elektrochemisches Verhalten zeigt sich
bei Betrachtung der Graphen b-d in Abbildung 5.48. Hier sind die Zyklovoltammogramme der
drei His getaggten Cyt ¢ Varianten gezeigt. Sie wurden Ulber den His Tag an eine NiNTA
funktionalisierte ~ Au Elektrode  immobilisiet und  ebenfalls  zunachst das
Zyklovoltammogramm ohne Reduktase aufgezeichnet (blaue unterbrochene Linien). Das
Formalpotential lag in allen Fallen zwischen 0 mV und 100 mV und deckt sich mit den
Ergebnissen der friheren Untersuchungen (5.3.3). Nach Zugabe des Enzyms
(durchgehende schwarze Linien), zeigte sich bei einem Potential Uber 70 mV ein zunachst
langsamer, dann aber immer starker werdender Anstieg des oxidativen Stromes, was typisch
fur elektroenzymatische Reaktionen ist [Willner und Katz 2005; Leger und Bertrand 2008].
Die dabei ablaufenden Reaktionen an der Elektrode sind in Abbildung 5.50 a/b schematisch
veranschaulicht. Das Uber den Tag gebundene Cytc (Abb.5.50a) wird zunachst
elektrochemisch an der Elektrode oxidiert. Die Cyt ¢ Reduktase ist daraufhin in der Lage, an
das immobilisierte, oxidierte Cyt ¢ zu binden und dieses enzymatisch zu reduzieren, wobei
es Elektronen von NADH auf Cytc ubertragt (Abbildung 5.50 b). Dieses wird jedoch
unmittelbar wieder elektrochemisch oxidiert. Dieser Prozess von elektrochemischer
Oxidation und enzymatischer Reduktion wiederholt sich, bei entsprechend langsamem
Potentialvorschub, bis zum Erreichen des Umkehrpotentials und fiihrt zu der beobachteten
starken Amplifikation des oxidativen elektrochemischen Signals. Der Anstieg des
elektrokatalytischen Stromes ist generell von der Enzymkonzentration, sowie der

Konzentration des Substrates in der Losung, in diesem Falle von der NADH Konzentration,
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abhangig [Diao et al. 2002]. Bei der Betrachtung von elektroenzymatischen Reaktionen an
Elektrodenoberflachen beeinflusst zusatzlich die Konzentration der immobilisierten Spezies
die Hohe des elektroenzymatischen Stromes. In allen drei Fallen wurden ahnliche oxidative
Stréme in der Grolenordnung von etwa 1 pA/cm2 beobachtet, was darauf schlieRen lasst,
dass bei gleichen Konzentrationen von Enzym und NADH, sowie einer vergleichbaren
Elektrodenbedeckung mit Cyt ¢, die Reduktase an alle His getaggten Cyt ¢ Varianten in etwa
gleich gut anbinden kann. Erfolgt der Potentialvorschub schneller, als die enzymatische
Reaktion an der Elektrodenoberfache ablauft, bzw. wird die maximale Effizienz des
biokatalytischen Prozesses am Elektrodeninterface erreicht, so kommt es zu einem
Sattigungseffekt und der anodische Strom steigt nicht weiter an [Willner et al. 1996]. Ein

solcher Sattigungseffekt konnte hier nicht beobachtet werden.

Der gleiche Versuch wurde ebenfalls mit Cyt ¢ (C-cys) wiederholt, wobei hier die
Immobilisierung Uber den Cys Tag auf einer mit MPhOH beschichteten Au Elektrode erfolgte
(Abbildung 5.49).

--- Au + MPhOH + Cyt ¢ (C-cys)
2,00 — Au + MPhOH + Cyt ¢ (C-cys) + Reduktase
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E (V) vs. Ag/AgCI

Abb. 5.49 Zyklovoltammogramm von Cytc (C-cys) immobilisiert auf MPhOH beschichteter Au
Elektrode in 5,78 mM Phosphatpuffer pH 7,0 (unterbrochene Linie) und in Phosphatpuffer mit Cyt ¢
Reduktase und NADH (durchgehende Linie), bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 2 mV/s.

Es zeigte sich, dass auch Cyt ¢ (C-cys) in gebundenem Zustand von der Reduktase in einer
elektroenzymatischen Reaktion reduziert wurde und es in Folge dessen zu einem deutlich
sichtbaren elektrokatalytischen, anodischen Strom kam. Bei gleichen Reaktionsbedingungen
wurden mit 2 pA/cm? fast doppelt so hohe Stréme erreicht, wie bei den His getaggten Cyt ¢
Varianten. Eine Ursache hierfiir kann der deutlich héhere Bedeckungsgrad mit redoxaktivem

Cytc (C-cys) sein (vergleiche Kapitel 5.3.3). Eine unterschiedliche Immobilisierung und
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damit abweichende Orientierung von Cyt ¢ auf der Elektrodenoberflache, hat ebenfalls einen
Einfluss auf die Reaktion. Der anodische Strom ist umso gréRer, je mehr Enzymmolekiile an
die immobilisierten Cyt ¢ Molekiile binden kénnen. Cyt ¢ ist ein recht kleines Protein im
Vergleich zum Cyt bc; Komplex, der etwa 225 kDa grol} ist [Takayuki et al. 1983]. Hierdurch
sind sterische Behinderungen bei der Anlagerung von Reduktase an das immobilisierte Cyt ¢
zu vermuten. Je flexibler der Tag, tUber den Cyt ¢ gebunden ist, umso einfacher kann die
Reduktase binden. Hierdurch wird die Effizienz der enzymatischen Reaktion gesteigert, und
es wird mehr Cyt ¢ an der Elektrode elektrochemisch oxidiert. Mit diesem Versuch konnte
gezeigt werden, dass ein Elektronentransfer durch alle Tag gebundenen, rekombinanten
Cyt ¢ Varianten erfolgen kann. Elektronen wurden von der elektrostatisch an Cytc
gebundenen Reduktase auf Cyt ¢ Ubertragen und von diesem, welches Uber den Affinitatstag
an die Elektrode gebunden war, in einer elektrochemischen Reaktion auf die Elektrode
Ubertragen (Abbildung 5.50 a/b).

Abb. 5.50 Elektroenzymatische Reaktionen und damit verbundener Elektronentransfer von

immobilisiertem Cytc: (a) an der Au Elektrode Uber den Affinitdtstag gebundenes Cytc; (b) an
immobilisiertes Cyt ¢ gebundene Cytc Reduktase (Struktur nach [lwata et al. 1998]) und
Elektronentransfer von NADH {iber Reduktase und Cyt ¢ zur Elektrode; (c) an immobilisiertes Cyt ¢
gebundene Cyt ¢ Oxidase (Struktur nach [Muramoto et al. 2007]) und Elektronentransfer von der
Elektrode, Uber Cytc und Oxidase zum Sauerstoff. Die Abbildungen der einzelnen Proteine
entstammen der RCSB Protein Datenbank und wurden mit dem Betrachtungstool FirstGlance in Jmol
(Vers. 1.02) erstellt.
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Nachdem erstmalig gezeigt werden konnte, dass die Reduktase in der Lage ist, Tag
gebundenes Cyt ¢ reversibel zu reduzieren, stellte sich die Frage, ob auch die Oxidase in der
Lage sein wirde, mit immobilisiertem Cytc zu interagieren. In den Membranen der
Mitochondrien katalysiert die Cyt ¢ Oxidase die Sauerstoffreduktion, wobei H,O entsteht. Die
hierfir bendtigten Elektronen werden von Cytc bereitgestellt. Fir die analoge
elektroenzymatische Reaktion musste die Elektrolytldsung mit Sauerstoff gesattigt sein. Auf
ein Spllen der Zelle mit Argon wurde daher verzichtet. Um die Reaktion zu erleichtern, ist
zudem ein niedriger pH-Wert von Vorteil, sodass ein 5,78 mM Phosphatpuffer pH 6,0 zum
Einsatz kam. Fir die Untersuchungen wurde Rinder Cyt ¢ Oxidase verwendet, die uns die
Arbeitsgruppe von Professor Heberle zur Verfiigung stellte. Sie wurde nach der Methode von
[Yoshikawa et al. 1977] prapariert und in 5 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,4 mit 0,03%
n-dodecyl-p-D-Maltosid als Detergenz solubilisiert. Analog zu den vorherigen Experimenten,
wurde Cytc (C-cys) uber den Cys Tag an die mit MPhOH beschichtete Au Elektrode
immobilisiert und zundchst das Zyklovoltammogramm bei 2 mV/s aufgezeichnet

(Abbildung 5.51 blaue unterbrochene Linie).

--- Au + MPhOH + Cyt ¢ (C-cys)
1 — Au + MPhOH + Cyt ¢ (C-cys) + Oxidase
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Abb. 5.51 Zyklovoltammogramme von Cytc (C-cys) immobilisiert auf MPhOH beschichteter Au
Elektrode in 5,78 mM Phosphatpuffer pH 6,0 (unterbrochene Linie) und in Phosphatpuffer mit Cyt ¢
Oxidase (durchgehende Linie), bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 2 mV/s. Alle Messungen

erfolgten unter Sauerstoffsattigung.

Aufgrund des hohen Sauerstoffanteils im Elektrolyten, kam es unterhalb eines Potentials von
-150 mV zu einem deutlich negativen Strom, der auf die Sauerstoffreduktion an der
Elektrodenoberflache zurlckzuflihren ist. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von

hochkonzentrierter Cyt ¢ Oxidase Losung, sodass sich eine etwa 5 yM Enzymkonzentration
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im Elektrolyten ergab. Nach erfolgter Enzymzugabe wurde das Zyklovoltammogramm erneut
aufgezeichnet (Abb. 5.51 durchgehende Linie). Hierbei zeigte sich mit bis zu -6,5 uA/cm? ein
mehr als vierfach hoherer kathodischer Strom, als er zuvor beobachtet wurde. Dieser
reduktive Strom kann nicht mehr durch die reine elektrochemische Sauerstoffreduktion an
der Elektrodenoberflache erklart werden, sondern deutet auf eine elektroenzymatische
Reaktion hin. Dabei ist interessant, dass der elektrokatalytische, kathodische Strompeak bei
einem Potential zwischen 0 mV und 100 mV ansetzt. Hier liegt das Formalpotential von
Cyt c. Daher kann geschlussfolgert werden, dass es wie in Abbildung 5.50 c illustriert, zur
elektrochemischen Reduktion von immobilisiertem Cyt ¢ an der Elektrodenoberflache kam,
gefolgt von der enzymatischen Oxidation, wobei die Elektronen letztendlich auf Sauerstoff
Ubertragen wurden. Sobald Cytc enzymatisch oxidiert war, erfolgte erneut die
elektrochemische = Reduktion. Durch diesen, sich wiederholenden Zyklus aus
elektrochemischer Reduktion und enzymatischer Oxidation, kam es zur Amplifikation des
messbaren, kathodischen Stromes. Bei Potentialen unter -150mV konnte eine
Diffusionsiiberspannung beobachtet werden, die auf eine Limitierung der O, Diffusion
hindeutet. Mit diesem Versuch konnte, im Gegensatz zu den Untersuchungen von [Haas et
al. 2001] mit elektrostatisch gebundenem Cytc, demonstriert werden, dass bei einer
Immobilisierung Uber einen Affinitatstag, ein erfolgreiches Anbinden der Oxidase mdglich,

und in Folge dessen ein elektroenzymatischer Strom messbar ist.

5.3.4 Immobilisierung von Cyt ¢ zwischen Crossbarelektroden

Mit Hilfe der vorangegangenen Experimente konnte bestatigt werden, dass sich
rekombinantes Cyt ¢ mittels Immobilisierungstag und Uber elektrostatische Anbindung
bifunktional immobilisieren |asst. Des Weiteren konnte der Elektronentransfer durch Cyt ¢ mit
Hilfe der Cyt ¢ Reduktase bzw. Oxidase demonstriert werden. Um zu Uberprifen, ob ein
vergleichbarer Elektronentransfer auch stattfinden kann, wenn Cyt ¢ (C-cys) bifunktional
zwischen zwei Elektroden immobilisiert ist, wurden Experimente an Crossbarelektroden
durchgefihrt. Ziel war es Cytc, wie in Abbildung 5.52 illustriert, zwischen einer
Bottomelektrode (BE) und einer Topelektrode (TE) zu immobilisieren und einen Tunnelstrom
durch das Protein zu messen. Die Crossbarstrukturen wurden uns von Sony Deutschland
(Stuttgart) zur Verfliigung gestellt. Auf den verwendeten Chips befanden sich 16 parallele
Leiterbahnen mit unterschiedlichen Durchmessern von 1 pum bis 10 um. Es sollten

unterschiedliche Beschichtungen von BE und TE untersucht werden (Tabelle 5.11).
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Abb. 5.52 Schematische Darstellung des zwischen zwei Crossbarelektroden bifunktional immobili-
sierten rekombinanten Cyt c.

Tab. 5.11 Ubersicht der fiinf Crossbar-Experimente mit unterschiedlicher Beschichtung von
Bottomelektrode (BE) und Topelektrode (TE). Die Immobilisierung von Cyt ¢ erfolgte immer auf der
Bottomelektrode.

1 2 3 4 5
TE Au Au Au Au Au
SAM (TE) MPA MPhOH - MPA -
Protein Cytc (C-cys) | Cytc (C-cys) | Cytc (C-cys) - -
SAM (BE) MPhOH MPA MPA MPhOH -
BE Au Au Au Au Au

Far die Adsorption der SAM Molekule wurden die Bottomelektroden analog zur Beschichtung
makroskopischer Elektroden in ethanolischer Ldsung inkubiert. Die elektrostatische
Immobilisierung von Cyt ¢ sollte auf MPA erfolgen, da dieses Molekul aufgrund der kurzen
Molekulkettenlange einen effizienten Elektronentransfer verspricht. Die Immobilisierung Uber
den Cys Tag sollte auf einer SAM aus MPhOH erfolgen. Die Inkubation der TE wurde in
wassriger Losung durchgefihrt. Die Immobilisierung des Proteins erfolgte ausschliellich auf
den BE. Nach der Beschichtung der Elektroden, wurden die TE mit Hilfe eines Fineplacers
auf die BE gedruckt. Im Gegensatz zum standardisierten Druckverfahren unbeschichteter Au
Elektroden, ergaben sich vereinzelt Probleme bei der Haftung der TE. In einigen Fallen
(Versuch 1 und 2) konnte kein dauerhafter Kontakt zwischen BE und TE erzielt werden.

Entsprechend ergab die elektrische Charakterisierung keine Ergebnisse. Im Gegensatz
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hierzu war das Drucken bei den Versuchen 3 bis 5 erfolgreich, wobei nur bei Versuch 3 Cyt ¢
zwischen BE und TE immobilisiert war. Versuch 4 diente dazu, den Elektronentransfer bzw.
Tunnelstrom durch die SAM Schichten ohne dazwischen liegendes Cyt ¢ zu messen.
Versuch 5 hatte die Funktion eines Kontrollexperiments, um zu zeigen, dass Strom Uber den
Kreuzungspunkt zweier unbeschichteter Au Elektroden flieien kann. Hierbei konnten wie
exemplarisch in Abbildung 5.53 zu sehen ist, fiir alle Crossbars Kurzschlussstrome

gemessen werden.

0,000104 . Messdaten TE3 (5um) x BE3 (5um)
— Linearer Fit: y = 1,205 10™ x
0,00005
g 0,00000+
-0,00005-
'0,00010 T T T T T 1
06 -04 -02 00 0,2 0,4 0,6

E(V)

Abb. 5.53 Strom-Spannungs-Charakteristik fur einen 0,5V Zyklus von zwei direkt kontaktierten
Crossbarelektroden. Angegeben ist der Strom gegeniiber dem angelegten Potential. Die Messdaten
wurden linear gefittet (rote Kurve). Es zeigt sich ein fir Kurzschlussstrome typisches ohmsches
Verhalten mit R = 12,05 kQ.

Bei Versuch3 wurden drei unterschiedliche Stromantworten erhalten. Bei allen
Kreuzungspunkten, bei denen beide Crossbars einen Durchmesser gréf3er 5 um hatten,
wurden Kurzschlussstrome gemessen. Im Gegensatz dazu, konnte bei keinem
Kreuzungspunkt zweier Crossbars mit einem Durchmesser unter 2 ym ein Strom gemessen
werden. Bei ca. 20% der Kreuzungspunkte ergaben sich, wie in Abbildung 5.54 gezeigt,
Strom-Spannungskurven mit sigmoidalem Verlauf. Wie fir Tunnelstréme charakteristisch,
ergab sich bei kleinen Potentialen eine lineare Stromantwort, wohingegen der Strom bei

héheren Potentialen exponentiell anstieg.
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Abb. 5.54 Strom-Spannungs-Charakteristik fur einen 0,5V Zyklus von Cyt ¢ immobilisiert zwischen
zwei Crossbarelektroden in der Konfiguration (BE/MPA/Cyt ¢c/TE). Angegeben ist die Stromdichte
gegeniber dem angelegten Potential: (a) Strombereich zwischen -0,9 pA/cm? und +0,9 pA/cm?;
(b) Detailansicht des Strombereichs zwischen -0,03 pA/cm? und +0,023 pA/cm?.

Bei Tunnelkurven in  Abbildung 5.54 a, sich bei zwei

Kreuzungspunkten deutlich hdhere Tunnelstrome als bei den Ubrigen. Der bei einem

Betrachtung der zeigen
Potential von 0,4 V pro Kontaktflache gemessene Strom lag hier in einer Gré3enordnung von
0,5 yA/um?.

Tunnelprozesse durch die SAM, ohne dazwischen befindliches Protein. Vergleichbare

ca. Tunnelstrome dieser Grdlkenordnung sind charakteristisch  fir

Stréme von mindestens 0,8 pA/um? wurden von [Schwaab 2007] fiir Tunnelprozesse durch
Buthanthiol Vergleichsmessungen mit
Crossbarelektroden, die mit einer SAM aus MPA bzw. MPhOH beschichtet waren

(Versuch 4), flhrten ausnahmslos zu Kurzschlusskontakten. Gerade bei kurzkettigen

zwischen Au Crossbarstrukturen beschrieben.

Monolagen ist die Messung eines Tunnelstroms, aufgrund ihrer Neigung zu

Oberflachendefekten, sehr schwierig [Schwaab 2007]. Hierdurch kommt es mit hoher
Wahrscheinlichkeit in Defektbereichen zu Au-Au Kontakten und in Folge dessen kdnnen
keine Tunnelstrdome gemessen werden. In Abbildung 5.54 a sind weitere Tunnelkurven mit
deutlich geringeren Stromen aufgetragen. Diese Tunnelstrome sind mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf Tunnelprozesse durch Cyt ¢ zuriickzufihren. Abbildung 5.54 b zeigt
diesen Strombereich in hoherer Auflosung. Die Stromgrofien bei einem Potential von 0,4 V
variierten zwischen 1 nA und 100 nA. Die Strdme waren deutlich niedriger, als man fir
durch  MPA erwarten

Elektronentransfer durch die immobilisierte Proteinmonolage. Die Tunnelstromdichte bei

Tunnelprozesse wilrde und sprechen daher flir einen

nichtresonanten Tunnelereignissen lasst sich ndherungsweise mit dem Modell von [Simmons
1963] berechnen.
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Dabei steht V' fur das Potential, 4 fir den Abstand zwischen den beiden Elektroden, ¢,
beschreibt die mittlere Barrierenbéhe und o ist ein materialspezifischer Parameter fir die
reduzierte Masse der Elektronen [Schwaab 2007]. Die Konstanten e, m. und % stehen fir
Ladung und Masse eines Elektrons, sowie das ,reduzierte Plancksche Wirkungsquantum®.
Bei der Berechnung von Tunnelstrdmen muss zusatzlich der vom jeweiligen Tunnelprozess
abhangige Stromabfall, in Abhangigkeit des Abstandes der Tunnelkontakte, berticksichtigt
werden. Der materialabhangige Parameter g beschreibt diesen Stromabfall und berechnet

sich bei kleinen Potentialen aus:

p=2 th o, (5.9)

In Abbildung 5.55 wurden die Daten einer Messung mit immobilisiertem Cyt ¢ (C-cys)
exemplarisch unter Verwendung der Simmonsgleichung (5.8) gefittet. Als Fitparameter
wurden ¢,= 1,13 eV und a=0,492 eingesetzt, wodurch sich g = 0,54 A" ergab. Fiir den
Abstand der beiden Elektroden wurde ein Wert von 4 nm angenommen, der etwa der
Summe aus Cyt ¢ Durchmesser und SAM Schichtdicke entspricht. Vergleichbare Ergebnisse
erzielte [Schwaab 2007] bei seinen Untersuchungen. Er immobilisierte kommerzielles Cyt ¢
elektrostatisch zwischen einer mit MUA beschichteten BE und einer unbeschichteten TE und
konnten Strdme von ca. 0,4 nA messen (bei einem Potential von 0,4 V), die er dem
Tunnelprozess durch Cyt ¢ zuschrieb. Bei einem Bedeckungsgrad von 80% entspricht das
einem Tunnelstrom von etwa 4,5 fA pro Cyt ¢ Molekil. Aus Abbildung 5.55 geht hervor, dass
der hier gemessene Tunnelstom mit 1,2 nA etwa dreimal so grof3 war. Andere Messkurven
ergaben zum Teil noch deutlich hdhere Tunnelstrdme. Bei einem angenommenen
Bedeckungsgrad von ebenfalls 80% ergibt sich somit ein Tunnelstrom von mindestens
13,6 fA pro Cyt ¢ Molekil. Die héheren Tunnelstrome lassen sich primar auf die kurzkettige
MPA Monolage zurlickfihren. [Schwaab 2007] immobilisierte Cyt ¢ auf MUA, das etwa die
vierfache Lange von MPA hat und somit zu einem deutlich grélkeren Abstand zwischen den
Elektroden flhrte.
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Abb. 5.55 Strom-Spannungs-Charakteristik fur einen 0,5V Zyklus von Cyt ¢ immobilisiert zwischen
zwei Crossbarelektroden in der Konfiguration (BE/MPA/Cyt c/TE). Angegeben ist die Stromdichte

gegeniiber dem angelegten Potential. Die rote Kurve markiert den Fit nach [Simmons 1963].

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit rekombinantes Cyt ¢ verwendet, welches Uber den
Cys Tag in der Lage sein sollte, funktional an die Au TE zu binden. Ein héherer Tunnelstrom,
aufgrund der besseren Anbindung an die TE, kann somit ebenfalls nicht ausgeschlossen
werden. Interessant bleibt die starke Streuung der Tunnelkurven. Hierfir kommen
unterschiedliche Erklarungen in Frage. In allen Fallen wurde aus den gemessenen Strémen
die Stromdichte, bezogen auf die Flache der sich kreuzenden Leiterbahnen berechnet. Dabei
unbertcksichtigt bleibt, dass mitunter nicht alle Bereiche dieser Flache tatsachlich einen
Beitrag zum Tunnelstrom leisten. Ursache hierfir kénnen z.B. eine ungleichmaRige

Bedeckung mit Protein, teilweise denaturiertes Cyt ¢ oder fehlendes Ham sein.

Mit den explorativen Crossbar-Experimenten konnte gezeigt werden, dass sich Cytc
zwischen zwei Elektroden immobilisieren lasst und ein Tunnelstrom zwischen BE und TE
messbar ist. Dieser Tunnelstrom kann aufgrund seiner Grdlkenordnung einem
Tunnelprozess durch das immobilisierte Protein zugeschrieben werden. Ein Tunnelstrom
zwischen BE und TE ohne Protein, fuhrt hingegen zu deutlich héheren Stromwerten. Es
bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen, die genauen Abldufe und Zusammenhange,
insbesondere die Einflisse der Immobilisierungsart beim Tunnelprozess, an

Crossbarelektroden aufzuklaren.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es, durch Kombination unterschiedlicher Immobilisierungstechniken
eine Strategie zur funktionalen Immobilisierung von Cytochrom ¢ (Cyt ¢) auf zwei-terminalen
nanoskopischen Elektroden Bauelementen zu entwickeln. Die Immobilisierung von
Redoxproteinen auf nanoskopischen Elektroden ist flir die molekulare Bioelektronik von
besonderem Interesse, um die fir den Ladungstransfer verantwortlichen Prozesse an
Einzelmolekilen aufklaren zu kdnnen und so ein tieferes Verstdndnis der molekularen
Mechanismen beim Elektronentransfer durch Biomolekiile zu bekommen. Redoxproteine
sind aufgrund ihrer besonderen Eigenschaften vielversprechende Kandidaten fur neuartige
bioelektronische Bauelemente. Cytc ist ein sehr gut charakterisiertes und stabiles
Redoxprotein, das aufgrund seines Modellcharakters in Bezug auf
Elektronentransferreaktionen in dieser Arbeit als Untersuchungsobjekt gewahlt wurde. Fr
Cyt ¢ werden unterschiedlichste Immobilisierungsstrategien fur die Beschichtung von
Elektrodenoberflachen beschrieben. Untersuchungen an makroskopischen 2D Elektroden
sollten zeigen, welche der konventionellen Strategien sich besonders gut flr die
Immobilisierung von Cyt ¢ eignen. Das Linkermolekil, tber das die Immobilisierung des
Proteins erfolgen sollte, musste dabei zwei wesentliche Funktionen erfillen. So war
erforderlich, dass das Linkermolekil, neben einer funktionalen Anbindung des Proteins an
die Oberflache, ohne es dabei zu denaturieren, auch zu einer guten elektronischen
Verknipfung mit dem Protein flihrte. Langkettige Molekile, wie etwa Polymere oder
Proteinkomplexe schieden somit als Linkermolekiile aus. Um eine gerichtete bifunktionale
Immobilisierung einzelner Cyt ¢ Molekiile zwischen zwei nanoskopischen Elektroden (z.B.
Crossbarelektroden oder Nanoelektroden in einem Bruchkontakt) zu ermoglichen, sollte eine
zweite komplementare Immobilisierungsstrategie zum Einsatz kommen. Im Gegensatz zur
unspezifisch gerichteten Bindung bei physikalischen und groRtenteils auch chemischen
Immobilisierungsstrategien, erfolgt die Immobilisierung von Proteinen uber Affinitatstags
spezifisch und sehr effizient. Uber die Beschaffenheit und Position des Tags, lasst sich die
Orientierung der Proteine an der Oberflache beeinflussen. Mit Hilfe rekombinanter DNA-
Techniken, sollten Hisg Tags und alternativ ein speziell entwickelter Cystein Tag an N- bzw.
C-terminaler Position von Pferde Cytc angehdngt werden. Die Funktionalitdt der
exprimierten rekombinanten Proteine sollte Uberprift, das bifunktionale Immobilisierungs-

verhalten auf Goldoberflachen untersucht und die Redoxaktivitdt in Abhangigkeit der
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Immobilisierung auf makroskopischen 2D Elektroden charakterisiert werden. Dabei sollte im
Hinblick auf die geplante Verwendung des rekombinanten Proteins gezeigt werden, dass ein
reversibler Elektronentransfer zwischen Elektrode und bifunktional immobilisiertem Cyt ¢, bei
gleichzeitigem Erhalt der natlrlichen Funktionalitdt, erfolgen kann. Die wichtigsten
Ergebnisse der durchgefihrten Untersuchungen werden im Folgenden kurz

zusammengefasst.

Cyt c lield sich aufgrund seiner positiven Nettoladung, als Folge multipler Lysingruppen an
der Proteinoberflache, elektrostatisch auf carboxylierte, makroskopische 2D Au(111)
Elektroden immobilisieren. Als SAM wurden aliphatische Thioalkansduren unterschiedlicher
Kettenlange, sowie unterschiedliche Konformationsisomere von Mercaptobenzoesdure
(MBA) verwendet. Das Redoxverhalten von Cyt ¢ in Abhangigkeit der verwendeten SAM
wurde mittels Zyklovoltammetrie bestimmt. Bei allen untersuchten aliphatischen
Thioalkansauren, sowie 3-MBA und 4-MBA, konnte ein reversibler Ladungstransfer zwischen
Elektrode und Cyt ¢ beobachtet werden. Die Formalpotentiale entsprachen Uberwiegend den
aus der Literatur bekannten Werten. Aus den Flachenladungsdichten wurden
Bedeckungsgrade zwischen 50% und 70% ermittelt. Es zeigte sich, dass MPA fir die
Immobilisierung von Cyt ¢ weniger geeignet ist, da es einen potentialabhangigen pK,-Wert
besitzt, und sich als Folge bei den elektrochemischen Messungen kein klar abgegrenzter
Redoxpeak ergab. In Abhangigkeit der Potentialvorschubgeschwindigkeit ergab sich, in
Ubereinstimmung mit der Literatur, bei allen Thioalkansiuren eine Separation der
Redoxpeaks. Der kinetische Effekt war mit zunehmender Kettenlange der SAM Molekiile
starker  ausgepragt. Diese  Abhangigkeit zeigte sich  ebenfalls bei der
Standardgeschwindigkeitskonstante, die mit zunehmender Kettenlange geringere Werte
annahm. Dabei limitiert die zunehmende Distanz zwischen Elektrode und Cytc den
Tunnelprozess durch die SAM. Bei sehr kurzkettigen SAMs war der fur den effizienten
Elektronentransfer bei elektrostatisch gebundenem Cytc beschriebene Gating-Prozess
geschwindigkeitslimitierend, bei dem es zu einer Reorientierung des Proteins an der
Elektrodenoberflache wahrend des Ladungstransfers kommt. Bei Molekilkettenlangen unter
10 Kohlenstoffatomen liefl3 sich die Standardgeschwindigkeitskonstante nicht weiter steigern.
Auch flr untersuchte Tm-konjugierten SAMs zeigte sich ein ahnliches Verhalten wie bei
kurzkettigen aliphatischen Thioalkansauren. Trotz ihrer guten Elektronentransfer-
eigenschaften kam es auch hier aufgrund des Gating-Prozesses zu keiner Steigerung der
Standardgeschwindigkeitskonstante. Die Redoxantworten waren, genauso wie die aus den

Flachenladungsdichten errechneten Bedeckungsgrade, geringer als bei aliphatischen
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Thioalkansauren. 2-MBA eignet sich aufgrund der ortho-Stellung der Carboxylgruppe nicht
fir die Immobilisierung von Cytc. Die besten Ergebnisse, in Bezug auf eine hohe
Oberflachenbedeckung und einen reversiblen, kinetisch weniger stark limitierten

Redoxprozess, wurden bei den kurzkettigen Thioalkansauren mit MUA erzielt.

Untersuchungen an homogenen gemischten Monolagen aus MUA und SPT12 zeigten, dass
sich die Immobilisierungseffizienz von Cyt ¢ und die daraus resultierende Bedeckung durch
Wahl eines geeigneten Mischungsverhaltnisses steigern lasst. Die bei einem aquimolaren
Mischungsverhaltnis beider Molekile erzielte maximale Bedeckung flhrte aber zu einer
Verringerung der Redoxaktivitat. Ursachlich hierfur war der Abstand zwischen Elektrode und
Protein. Wahrend auf MUA immobilisiertes Cyt ¢ einen Abstand zur Elektrode besitzt, der
eine effektive elektrische Kopplung flr den Elektronentransfer ermdglicht, ist dieser bei
SPT12 zu grof3. Mit zunehmendem SPT12 Anteil in der SAM, konnten somit weniger Cyt ¢
Molekile einen Beitrag zum Elektronentransfer leisten, sodass als Folge die Redoxaktivitat

abnahm.

Als Alternative zur elektrostatischen Immobilisierung wurde Cyt ¢ kovalent auf Au(111)
Elektroden aufgebracht. Die direkte kovalente Immobilisierung Uber die Thiolgruppen von
Cys14 und Cys17 fuhrte zu keinem definierten Redoxsignal. Da die internen Cysteine
kovalent an die Ham-Gruppe gebunden sind, ist zu vermuten, dass es bei der
Immobilisierung an die Goldoberflache zu einer Umstrukturierung oder sogar Freisetzung der
Ham-Gruppe kommt. Dieses kann zum vollstandigen Verlust der Redoxaktivitat von Cyt ¢
fihren. Erfolgreicher verlief die kovalente Immobilisierung von Cytc Uber freie
Aminogruppen. Hierzu wurde die Elektrode mit reaktiven SAMs beschichtet, die spezifisch
an Aminogruppen koppeln. Ein Problem bei dieser Immobilisierungsstrategie ist die nicht
definierte Orientierung des Proteins, wodurch sich das beobachtete, deutlich schlechtere
Redoxverhalten im Vergleich zu elektrostatisch immobilisiertem Cyt ¢ erklaren lasst. Die
anhand der Flachenladungsdichten ermittelten Bedeckungsgrade von knapp uber 10%,
deuten ebenfalls auf eine sehr inhomogene und groltenteils flr einen Elektronentransfer
unvorteilhafte Orientierung von Cyt ¢ hin. Auch bei kovalent gebundenem Protein zeigte sich
mit zunehmender Potentialvorschubgeschwindigkeit eine Peakseparation, die jedoch
deutlich starker war, als bei elektrostatisch immobilisiertem Cyt ¢ auf SAMs mit identischer
Kettenlange. Entsprechend niedriger lagen auch die Standardgeschwindigkeitskonstanten,
was fir eine deutlich grofRere Distanz zwischen Elektrode und Redoxzentrum spricht.
Wahrend bei der elektrostatischen Immobilisierung die Hdm-Gruppe aufgrund der positiven

Nettoladung des Proteins in definierter Orientierung sehr nahe an der Elektrodenoberflache
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liegt, kommt es bei der kovalenten Immobilisierung aufgrund der fehlenden Dipolwirkung zu
deutlich mehr Rotationsfreiheit und damit zu grélReren Abstanden zwischen der
Elektrodenoberflache und der Ham-Gruppe. Das gegeniiber elektrostatisch gebundenem
Cytc leicht verschobene Formalpotential, erklart sich mit der unterschiedlichen
Koordinierung der Ham-Gruppe. Bei der elektrostatischen Bindung von Cyt ¢ kommt es zu
einer zweiten nicht-nativen Strukturform. Die veranderte Koordinierung flhrt zu einem
niedrigeren Formalpotential. Bei kovalent immobilisiertem Cytc dominiert diese Form
offenbar nicht, sodass das Redoxpotential weniger stark herabgesetzt wird. Im Gegensatz
zur elektrostatischen Immobilisierung, insbesondere auf MUA, ist die kovalente
Immobilisierung unter den hier beschriebenen Bedingungen aufgrund der schlechteren

Redoxaktivitat und der fehlenden Spezifitat weniger geeignet.

Untersuchungen mit immobilisierter Microperoxidase-11 bestatigten, dass die Redoxkinetik
nicht allein von der Molekilkettenlange der SAM bestimmt wird, sondern stark von der
Orientierung und dem dadurch bedingten intramolekularen Elektronentransfer beeinflusst
wird. Die Ham-Gruppe von Microperoxidase-11 wird nur von wenigen Aminosauren
umgeben und kann direkt Gber hydrophobe Wechselwirkungen an die SAM Oberflache
binden. Damit ergibt sich eine minimale Distanz zwischen Redoxzentrum und
Elektrodenoberflache, die zu einer deutlich schnelleren Kinetik fihrt, im Vergleich zu

elektrostatisch auf Molekilen gleicher Kettenlange immobilisiertem Cyt c.

Nanostrukturierte Oberflachen sind fir bioelektronische Anwendungen von besonderem
Interesse. Da die in der molekularen Bioelektronik angestrebten nanoskopischen
Bauelemente nanostrukturierte Oberflachen besitzen, wurde der Einfluss der
Nanostrukturierung auf die Redoxaktivitat, die elektronische Kopplung zwischen Protein und
Elektrode, sowie die Kinetik des Ladungstransfers untersucht. Es wurden verschiedene
Methoden zur Oberflachencharakterisierung verwendet. Hierbei stellte sich heraus, dass
diffusionskontrollierte Systeme flir die Bestimmung der redoxaktiven Oberflache ungeeignet
sind. Die besten Ergebnisse lieRen sich mit oberflichengebundenen Redoxsystemen
erzielen, bei denen Diffusion keinen Einfluss hat. Durch elektrostatische Immobilisierung von
Cytc auf Au Nanopillar Strukturen konnte gezeigt werden, dass sich bei niedrigen
Vorschubgeschwindigkeiten eine vergleichbare OberflachenvergroRerung ergibt, wie mit
Hilfe anderer oberflachengebundener Systeme. Eine Beglnstigung des Ladungstransfers
aufgrund der Oberflachenstrukturierung, wie zuvor in der Literatur berichtet, konnte nicht
bestatigt werden. Es zeigte sich aber ein deutlicher kinetischer Effekt, der mit steigender

Potentialvorschubgeschwindigkeit zu hohen Peakseparationen und niedrigeren
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Ladungsdichten flhrte. Derartige Effekte kénnen auch flir nanoskalige Bauelemente nicht
ausgeschlossen werden. Trotz dieses Effektes kann immobilisiertes Cyt ¢ bei niedrigen
Vorschubgeschwindigkeiten auch zur quantitativen Bestimmung der Oberflachen-

vergroferung nanostrukturierter Elektroden genutzt werden.

Um ortspezifische Bindungstags an das Protein anzuknipfen, wurde das fur Pferde Cyt ¢
kodierende Wildtypgen erfolgreich modifiziert. Mit Hilfe rekombinanter DNA Technologie,
konnten die Sequenzen fir N- und C-terminale Affinitatstags eingefligt werden. Insgesamt
wurden funf unterschiedliche Konstrukte in einen fur die Expression von Pferde Cyt ¢ in
E. coli optimierten Expressionsvektor kloniert. Wildtyp Cytc (Wt), Cytc (N-His) mit
N-terminalem His Tag, Cyt ¢ (C-his) mit C-terminalem His Tag und Cyt ¢ (NC-his) mit je
einem His Tag am N- und C-Terminus lieRen sich erfolgreich exprimieren. Ebenfalls
exprimiert werden konnte Cyt ¢ (C-cys) mit C-terminalem Cystein Tag. Dieser Tag wurde
speziell fur die Immobilisierung auf mit Thioalkoholen beschichteten Au Elektroden
entwickelt. Nur das Konstrukt Cytc (N-his/C-cys) lie3 sich nicht exprimieren. Die
Aufreinigung der rekombinanten Cyt ¢ Varianten mittels lonenaustauschchromatographie
fihrte zu guten Ausbeuten im Bereich von 20 mg/L. Bei affinitatschromatographischer
Aufreinigung wurden sogar Ausbeuten bis 60mg/L erreicht. Durch eine
Ammoniumsulfatfallung konnte Cyt ¢ weiter angereichert werden. Gleichzeitig kam es aber
zur teilweisen Co-Prazipitation von Cyt ¢, wodurch die Gesamtausbeute deutlich reduziert
wurde. Die UV/VIS spektroskopischen Untersuchungen haben gezeigt, dass trotz des
prokaryotischen Expressionssystems maximal 40-60% des rekombinanten Cyt ¢ mit einer
Ham-Gruppe beladen waren. Mit Hilfe des photochemischen Enzymtests konnte
nachgewiesen werden, dass die Ham-beladenen, rekombinanten Cyt ¢ Varianten funktional

sind und von Cyt ¢ Reduktase reduziert werden.

Mit Hilfe von Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie und AFM Versuchen konnte
bestatigt werden, dass sich alle rekombinanten Cyt ¢ Varianten sowohl elektrostatisch auf
MUA, als auch Uber ihren spezifischen Affinitatstag auf entsprechend funktionalisierten Au
Oberflachen immobilisieren lassen. Die elektrostatische Immobilisierung von His getaggten
Cyt ¢ Varianten flihrte zu hoheren Oberflachenbedeckungen im Vergleich zum Wildtyp, was
mit einer geanderten Orientierung an der Oberflache bzw. der Ausbildung einer Doppel- oder
Multilage erklart werden kann. Eine signifikante Desorption von der Oberflache konnten nur
bei Cyt ¢ (C-cys) beobachtet werden. Ursache hierfir waren offenbar Wechselwirkungen
zwischen immobilisierten und in Losung befindlichen Proteinen. Die Immobilisierung von

Cyt ¢ Uber His bzw. Cys Tag flhrte ebenfalls zu hohen Bedeckungen. Durch anschliellende
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Zugabe von Au Nanopartikeln wurde gezeigt, dass sich die rekombinanten Cyt ¢ Varianten
bifunktional immobilisieren lassen und simultan elektrostatisch und Uber ihren Affinitatstag

Bindungen eingehen.

Das Redoxverhalten aller rekombinanten Cyt ¢ Varianten wurde elektrochemisch mittels
Zyklovoltammetrie charakterisiert. Hierzu wurde Cytc zunachst elektrostatisch auf MUA
beschichteten Au(111) Elektroden immobilisiert. Wahrend sich bei rekombinantem Wildtyp
und Cyt c (C-cys) ein deutlicher und mit kommerziellem Cyt ¢ vergleichbarer reversibler
Ladungstransfer zeigte, lieR sich fur keines der His getaggten Konstrukte ein Redoxsignal
detektieren. Erst durch Verwendung einer kurzkettigen SAM aus MPA, konnte eine
schwache Redoxaktivitat beobachtet werden. Dieses Verhalten deutet auf eine deutlich
groBere Distanz zwischen Redoxzentrum und Elektrode hin. Durch den His Tag werden
zusatzliche positive Ladungen auf der Proteinoberflache platziert, wodurch sich die
Oberflachenladung von Cyt ¢ verandert, und eine weniger gerichtete Orientierung bei der
elektrostatischen Bindung die Folge ist. Da der Cys Tag keinen Beitrag zur Nettoladung
leistet, tritt dieser Effekt bei Cyt ¢ (C-cys) nicht auf. Entsprechend ergeben sich annahernd
identische elektrochemische Ergebnisse, wie fir Wt Cyt c. Auch die Immobilisierung Uber
den jeweiligen Affinitatstag fihrte zu unterschiedlichen elektrochemischen Ergebnissen. In
allen Fallen konnte ein reversibler Ladungstransfer beobachtet werden. Die Starke des
Redoxsignals und das Formalpotential schwankten jedoch. Bei allen Tag gebundenen Cyt ¢
Varianten war das Redoxpotential deutlich positiver, als bei elektrostatisch auf MUA
immobilisiertem Wt Cytc. Als naheliegende Ursache kann der gleiche Effekt vermutet
werden, der auch bei kovalenter Immobilisierung zu einer Verschiebung des
Formalpotentials flihrt. Wahrend bei elektrostatisch immobilisiertem Cytc das
Formalpotential durch die Bildung der nicht-nativen Strukturform herabgesenkt wird, scheint
bei Tag immobilisiertem Cytc die Ham-Gruppe Uberwiegend in nativer Konformation
gebunden zu sein, wodurch sich ein positiveres Formalpotential ergibt. Die Redoxaktivitat
der His getaggten Proteine war gering. Die aus den Flachenladungsdichten errechneten
Bedeckungsgrade lagen nur fir Cyt ¢ (C-his) Uber 10%. Da die SPR Messungen ahnlich
hohe Oberflachenbedeckungen ergaben wie fir elektrostatisch gebundenes Cyt ¢, deutet
das auf eine fur den Elektronentransfer unvorteilhafte Orientierung hin, sodass nur ein
geringer Teil der immobilisierten Molekuile einen Beitrag zum Ladungstransfer leistet. Wie bei
der kovalenten Immobilisierung, fehlt auch hier die Ausrichtung des Proteins durch dessen
elektrostatische Wechselwirkung mit der Oberflache. Cyt ¢ ist nur punktuell Gber das Tag-

Molekil an die Oberflache gebunden, was zu deutlich héheren Bewegungsfreiheitsgraden
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flr das Protein fihrt. Die bessere Redoxaktivitat von Cyt ¢ (C-his) kann damit erklart werden,
dass in unmittelbarer Nahe zum C-Terminus einer der postulierten Elektronentransferpfade
verlauft. Ein deutlich effektiverer Ladungstransfer wurde bei Cyt ¢ (C-cys) beobachtet. Bei
der Immobilisierung auf einer mit MPhOH beschichteten Au(111) Elekirode war das
Redoxsignal von allen Tag Mutanten am starksten ausgepragt. Hier ergab sich aus den
Flachenladungsdichten der Redoxpeaks ein Bedeckungsgrad von 75%, was auf eine fir den
Ladungstransfer gunstige Oberflachenorientierung hindeutet. Im Gegensatz dazu zeigte sich
bei kiirzeren SAM Molekilen (MEOH und MPOH) ein schwacheres Redoxsignal, dafir aber
eine schnellere Kinetik. Aufgrund der kurzen Kettenlange verfligt das Tag immobilisierte
Protein Uber mehr Rotationsfreiheitsgrade, was offenbar zu einer weniger definierten
Orientierung und damit einem schlechteren Ladungstransfer fuhrt. Eine SAM langerkettiger
Molekile schrankt die freie Beweglichkeit des Tag gebundenen Proteins ein und fihrt so zu
einer definierteren Orientierung. Eine Verschiebung des Redoxpotentials konnte, in
Ubereinstimmung mit der Literatur, immer dann beobachtet werden, wenn an der Bindung
des Proteins an die Elektrodenoberfliche keine elektrostatischen oder hydrophoben
Wechselwirkungen beteiligt waren, die verstarkt zu einer andersartigen Koordinierung der

Ham-Gruppe flihren.

Mit Hilfe einer elektroenzymatischen Reaktion konnte gezeigt werden, dass die naturlichen
Reaktionspartner von Cyt ¢, die Enzyme Cyt ¢ Oxidase und Cyt ¢ Reduktase in der Lage
sind, elektrostatisch an Tag gebundenes Cyt ¢ zu binden und dieses zu reduzieren bzw. zu
oxidieren. Die elektroenzymatische Reduktion von Tag gebundenem Cyt ¢ wurde fir alle
rekombinanten Cyt ¢ Varianten gezeigt. Im Gegensatz dazu, liel sich elektrostatisch
gebundenes Wt Cyt ¢ nicht durch Cyt ¢ Reduktase reduzieren, da die Bindedomane der
Elektrode zugewandt war. Fur Cytc (C-cys) wurde zusatzlich die Interaktion mit Cytc
Oxidase nachgewiesen. In beiden Fallen kam es zu einem reversiblen Elektronentransfer
durch Cyt ¢, welches Uber den Tag an die Elektrode und elektrostatisch an das jeweilige
Enzym gebunden war. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass ein Elektronentransfer tUber
bifunktional gebundenes Cyt ¢ prinzipiell méglich ist, und bei der Immobilisierung mittels
Affinitatstag die Bindedomane fiir Cyt ¢ Oxidase bzw. Reduktase zuganglich bleibt, sodass

Cyt ¢ seine natlrliche Funktionalitat behalt.

In einem ersten Experiment wurde Cytc (C-cys) zwischen zwei Crossbarelektroden
immobilisiert. Hierbei erfolgte die Bindung auf der BE elektrostatisch und die TE wurde so
aufgebracht, dass sich der Cys Tag an das Gold anlagern konnte. Es wurden Stréome

detektiert, die aufgrund ihrer Charakteristik und Groe einem Tunnelprozess durch Cyt c
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Molekiile zugeordnet werden konnten. Es wurde somit gezeigt, dass ein Elektronentransfer
durch bifunktional zwischen zwei Elektroden immobilisiertes Cyt ¢ mdglich ist. Es bleibt
Gegenstand weiterer Untersuchungen, die genauen Ablaufe und Zusammenhange,
insbesondere die Einflisse der Immobilisierungsart beim  Tunnelprozess an

Crossbarelektroden aufzuklaren.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, mehrere funktionale rekombinante Cyt ¢ Varianten
herzustellen, die alle fur weiterfihrende elektrochemische Anwendungen, insbesondere auf
nanoskopischen Elektroden geeignet sind. Besonders vielversprechend ist Cyt ¢ (C-cys),
aufgrund seiner sehr guten Redoxeigenschaften. Mit allen rekombinanten Cyt ¢ Varianten ist
eine bifunktionale Immobilisierung zwischen zwei-terminalen Nanoelektroden mdglich.
Gleichzeitig lasst sich die Redoxaktivitat potentialabhangig steuern. Es bleibt Gegenstand
weiterer Forschung, das rekombinante Cyt ¢ zwischen unterschiedlichen Nanoelektroden,
wie etwa nanoskopischen Crossbarelektroden, oder in Nanogaps zu immobilisieren und den
Ladungstransfer einzelner Molekile zu charakterisieren. In diesem Zusammenhang sind
auch Untersuchungen mit dem Rastertunnelmikroskop (STM) vielversprechend, bei denen
die Proteine bifunktional zwischen Substrat und STM Spitze immobilisiert und Tunnelstréme
gemessen werden konnen. Die im Rahmen dieser Arbeit bereitgestellten rekombinanten
Proteine bilden somit einen Grundstock fur eine Vielzahl weiterfUhrender und
vielversprechender Untersuchungen an Nanoelektroden und sollen zur Charakterisierung
des Ladungstransfers in asymmetrischen Metall/Protein/Metall Kontakten Verwendung
finden. Hierdurch konnen sie einen malgeblichen Beitrag zur Aufklarung der

Elektronentransferprozesse einzelner Redoxproteine leisten.
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Anhang

Sequenz von pJRhrsN2:

1 TCGCGCGT TTCGGT GATGACGGT GAAAACCT CT GACACAT GCAGCT CCCGGAGACGGTCA 60
AGCGCGCAAAGCCACTACT GCCACT TTTGGAGACT GTGTACGT CGAGGGCCT CTGCCAGT

61 CAGCTTGI CTGTAAGCGGAT GCCGEGAGCAGACAAGCCCGT CAGGECECGT CAGCEEGTG 120
GI'CGAACAGACATTCGCCTACGECCCTCGT CTGI TCGEGCAGT CCCGCGCAGT CGCCCAC

121 TTGECGEGET GTCCEEECTGECT TAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTI GC 180
AACCGCCCACAGCCCCGACCGAAT TGATACGCCGTAGT CTCGTCTAACATGACTCTCACG

| acZ reporter (239, 396)
|
Ndel Nar |
| | |
181  ACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCC 240
TGGTATACGCCACACTTTATGGCGTGTCTACGCATTCCTCTTTTATGGECGTAGI CCGCGG

241 ATTCGCCCATTCAGCCT GCGCAACT GT TEGGAAGGGCGATCGGTGCGEECCTCTTCGECTAT 300
TAAGCGGTAAGT CCGACGCGT TGACAACCCT TCCCGECT AGCCACGCCCGGAGAAGCGATA

301  TACGCCAGCTGECGAAAGGEGECGAT GTGCTGCAAGGECGAT TAAGT TGEGTAACGCCAGEGT 360
ATGCGGT CGACCCGCT TTCCCCCTACACGACGT TCCGCTAAT TCAACCCAT TGCGGT CCCA

Accl

I
Hi ndl '] Pst |

||
361  TTTCCCAGICACGACGT TGTAAAACGACGGECCAGT GCCAAGCT TGGCTGCAGGTCGACGA 420

AAAGGGT CAGTGCTGCAACATTTTGCT GCCGGT CACGGT TCGAACCGACGT CCAGCTGCT

421 GIGATATTTCCAATTTGGGAAATTTCCCAAATCAGTAATGTAGCCTCTACGGGIGTCTCT 480
CACTATAAAGGT TAAACCCT TTAAAGGGT TTAGT CATTACAT CGGAGAT GCCCACAGAGA

481 GI'CAGCCCCGT GGTCECCAGCACAGAATGTATCGTACCCCTGAAGGTAGT TTTTTACCGC 540
CAGT CGGGEGECACCAGCGGT CGT GT CTTACATAGCAT GGGGACT TCCATCAAAAAAT GECG

541 CGTGGCACAGATAAAGGT GCACCT TGTGATAATAAGGT GGAAAAATATATATGAAAAAGT 600
GCACCGTGTCTATTTCCACGTGGAACACTATTATTCCACCTTTTTATATATACTTTTTCA

601 GAAATTGATTGT GECTGCACTAGGACATCATTATTTCTTACTTGGCTATTTACACGTACT 660
CTTTAACTAACACCGACGT GATCCTGTAGTAATAAAGAAT GAACCGATAAATGT GCATGA

ORF(1) rf(4)(680,1504)

|
661  TACGCTGGCTGTATATCATTTAAGGCGEGECCGAGGACGAAGAGGACGGACCCGAGATCATCC 720
ATGCGACCGACATATAGTAAAT TCCCCGCCTCCTGCT TCTCCTGCCTGEECTCTAGTAGG

Xbal

|
721  GGTCCAAGAAACGGGTCATCCGGTCCTTAGCATTGTCTAGACTATCTAGGGCAGGACGEA 780
CCAGGITCTTTGCCCAGT AGGCCAGGAATCGTAACAGATCTGATAGATCCCGT CCTGCCT
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Anhang

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

Apal
|
CATCCACGT GGAAAGTAGGCATTCCGT TTTCGT CGTCGEECCCTCCGTAGAAAT CCAAGA

GI'AGGTGCACCTTTCATCCGT AAGGCAAAAGCAGCAGCCCCEGAGECATCTTTAGGT TCT

CGTATCTAACTTCCTTGAAGGT TGGAGGT TGT TGT TCCGCTTTGCGCT CGCCTCGGAGTA
GCATAGATTGAAGGAACT TCCAACCT CCAACAACAAGGCGAAACGCGAGCGGAGCCTCAT

CAATCCAGT CGTGCCTGT CGAATGGTAGT TCTTGGCTAAAAT GGGACGGAAACAGTAGEC
GITAGGT CAGCACGGACAGCT TACCATCAAGAACCGATTTTACCCTGCCTTTGI CATCCG

CGCACAGGT GCAT CCAGCGAGCACGAGGGECTCAATACGCCCGGT TTCCCCATGAATTTCA
GCGT GT CCACGT AGGT CGCT CGT GCTCCCGAGT TAT GCGGGECCAAAGGGGTACT TAAAGT

GCAACTTAGECTGCACGTGECTTTCATCTGTGTGCGGTTTTTCCCATTCGAGCACTTCCT
CGT TGAATCCGACGT GCACCGAAAGT AGACACACGCCAAAAAGGGTAAGCT CGTGAAGEA

Ncol

|
GCCAGCACCCTTCATTTAGAAAGT TGT GGACCT GCACCATGGACT CCACTGCATCTTCGG
CGGTCGT GGGAAGTAAATCTTTCAACACCT GGACGT GGTACCT GAGGT GACGTAGAAGCC

CGACT TCGCCGCTACCGCCAATCTTGCCCTTTCTAACCATAGCATTGTACATCTGITGTIG
GCTGAAGCGGECGAT GECGGT TAGAACGEGAAAGAT TGGTATCGT AACATGTAGACAACAC

GAGAAGGATACT CCCAGAACTCGTTACTGTCTGGACT CTTGGCGATCCTGGAGATGGTCC
CTCTTCCTATGAGGGT CTTGAGCAAT GACAGACCT GAGAACCCCTACGACCTCTACCAGG

GATCAACGGGECAAGI CCATCTTTTGGECCAGECTGT TTGGATGCTGCCAACT CCGGCATAT
CTAGI TGCCCGT TCAGGT AGAAAACCGEGET CCGACAAACCTACGACGGT TGAGGECCGT ATA

TGTTCAGCGGGTTTATTCTATCGT TATCTCCCT GCATAACGGGEGCACT CAGAGGATGGTG
ACAAGT CGCCCAAATAAGATAGCAAT AGAGGGACGT ATTGCCCCGTGAGT CTCCTACCAC

GCGACGACGACGACGACT CGT GCATGACT GGECACCCT GACATGGATGATACT GCTGCCC
CCCTGCTGCTGCTGCTGAGCACGTACT GACCCGT GEGACT GTACCTACTATGACGACGEG

EcoRl

|
CACCAATATCTTTGCCCGTAGT TTTTTGATCTGCCCAAAACCAACCCATTTTTTGTGAAT
GI'GGT TATAGAAACGGGCATCAAAAAACTAGACGEGT TTTGGT TGGGTAAAAAACACTTA

d al

I
TCATAGTATCGATACCCTCCTAAGI TTTGTAATCTATAAAGT TAGCAATTTAACTAAGTG
AGTATCATAGCTATGCGAGGAT TCAAAACATTAGATATTTCAATCGTTAAATTGATTCAC

BanH|

|
TAAAAACTTAGCTAGCT TACTAAAAAGATAATTACT GAAAAGCTAGCT TGGCCGGATCCA
ATTTTTGAATCGATCGAATGATTTTTCTATTAATGACT TTTCGATCGAACCGECCTAGGT

St ul

I
GGCCTTATTCGTI TAGTAGCCTTCTTCAAGTAAGCAATCAAGTCTTCTCTTTCAGICTTCT
CCGGAATAAGCAAT CATCGGAAGAAGT TCATTCGT TAGT TCAGAAGAGAAAGT CAGAAGA

I
E NTAKI KLY AIl L DEIRET KK

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



Anhang 213

1681 TCTTAATACCAGCGAAAATCATCTTAGTACCAGGAATGTACTTCTTTGGGTTTTCCAAGT 1740
AGAATTATGGTCCCTTTTAGTAGAATCATGGT CCTTACATGAAGAAACCCAAAAGGT TCA

K1 GA FI MKTGWPI Y KKPNELY

1741 ATTCCATCAAAGITTCTTCCTTCCAGGTGATACCCTTGITCTTGITAGCGTCAGTGTAAG 1800
TAAGGTAGI TTCAAAGAAGGAAGGT CCACTATGGGAACAAGAACAATCGCAGT CACATTC

E ML TEEIKWTI GKNIKNADTYT

1801 TGAAACCTGGAGCT TGACCGGT CTTACGACCGAACAAACCGT TCAAGTTTGGACCGGTCT 1860
ACTTTGGACCT CGAACT GGCCAGAAT GCTGGECT TGT TTGECAAGT TCAAACCT GGCCAGA

F GP A Q GTKIRGFULGNLNWPGT K
Xmml

|
1861 TGITCTTACCACCTTTTTCGACAGIGTGACATTGAGCACACTTTTGAACGAAAATCTTCT 1920
ACAAGAAT GGTGGAAAAAGCT GTCACACT GTAACTCGT GTGAAAACT TGCTTTTAGAAGA

N K GG K EVTHZ CIOQACI KO QVF Il KK
Smal EcoRl
I I
Xmal Kpnl  Sacl

| | I |l
1921 TACCCTTTTCAACGTCACCCATTATGT TTCCTCCTTACCCGGGTACCGAGCTCGAATTCG 1980

ATCCGAAAAGT TGCAGT GGGTAATACAAAGGAGGAATGEGECCCATGECTCGAGCTTAAGC
| <<
G K E V DG M

| ac pron{2038, 2067)

|
1981 TAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGIGIGAAATTGI TATCCGCTCACAATTCCACACAAC 2040
ATTAGTACCAGT ATCGACAAAGGACACACT TTAACAATAGCCGAGTGI TAAGGTGIGI TG

2041 ATACGAGCCGGAAGCATAAAGT GTAAAGCCT GGGGT GCCTAATGAGT GAGCTAACTCACA 2100
TATGCTCGECCTTCGTATTTCACAT TTCGGACCCCACGGATTACTCACTCGATTGAGT GT

2101 TTAATTGCGT TGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGT CGGGAAACCT GTCGTGCCAGCTGCAT 2160
AATTAACGCAACGCCGAGT GACGGEGECGAAAGGT CAGCCCT TTGGACAGCACGGT CGACGTA

2161 TAATGAATCGGECCAACGCCCEEEGAGAGECEGT TTACGTATTGEECECTCTTCCECTTCC 2220
ATTACT TAGCCGGT TGCGCGECCCCT CTCCGCCAAACCCAT AACCCGCGAGAAGECGAAGG

2221 TCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGT CGT TCGECT GCEECGAGCGGTATCAGCTCACTCA 2280
AGCGAGT GACT GAGCGACGCGAGCCAGCAAGCCGACGCCGCT CGCCATAGT CGAGT GAGT

2281 AAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAAT CAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCA 2340
TTCCGCCATTATGCCAATAGGTGTCTTAGTCCCCTATTGCGTCCTTTCTTGTACACTCGT

pBR322 ori gi n(2376, 2995)

|
2341 AAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGT AAAAAGGECCGCGTI TGCTGECGT TTTTCCATAGG 2400
TTTCCGGTCGT TTTCCGGT CCTTGECATTTTTCCGGECGCAACGACCGCAAAAAGGTATCC
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Anhang

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

CTCCGCCCCCCT GACGAGCAT CACAAAAAT CGACGCT CAAGT CAGAGGT GGCGAAACCCG
GAGGCGEEEEGACTCCTCGTAGTGT TTTTAGCTGCGAGT TCAGT CTCCACCGCTTTGGEEC

ACAGGACTATAAAGATACCAGGECGT TTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGI T
TGTCCTGATATTTCTATGGT CCGCAAAGGGGEGACCT TCGAGGGAGCACGCGAGAGGACAA

CCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCT TCGGGAAGCGT GECECT T
GGCTGGGACGGECGAAT GGCCT AT GGACAGECGGAAAGAGGGAAGCCCT TCGCACCGCGAA

TCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGI TCGGT GTAGGT CGT TCGCTCCAAGCTGGEGEC
AGAGT AT CGAGT GCGACAT CCATAGAGT CAAGCCACAT CCAGCAAGCGAGGT TCGACCCG

TGT GT GCACGAACCCCCCGT TCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGICTT
ACACACGT GCT TGEEEEGECAAGT CGGECT GGCGACGCGGAATAGECCAT TGATAGCAGAA

Al WNI

|
GAGT CCAACCCGGTAAGACACGACT TATCGCCACT GGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATT
CTCAGGTI TGEECCATTCTGI GCTGAATAGCGGT GACCGT CGT CGGTGACCATTGT CCTAA

AGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGT GCTACAGAGT TCTTGAAGT GGTGECCTAACTACGEC
TCGTCTCGCTCCATACATCCGCCACGATGTCTCAAGAACTTCACCACCCGATTGATGCCG

TACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGT TACCTTCGGAAAA
ATGTGATCTTCCTGT CATAAACCATAGACGCGAGACGACT TCGGTCAATGGAAGCCTTTT

AGAGTI TGGTAGCT CTTGAT CCGGCAAACAAACCACCCCTGGTAGCGGTGGT TTTTTTGI T
TCTCAACCATCGAGAACTAGGCCGT TTGI TTGGT GGCGACCAT CGCCACCAAAAAAACAA

TGCAAGCAGCAGAT TACGCGCAGAAAAAAAGCGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCT
ACGITTCGTCGICTAATGCGCGTCTTTTTTTCCTAGAGT TCTTCTAGGAAACTAGAAAAGA

ACGGGEGT CTGACCGCT CAGT GGAACGAAAACT CACGT TAAGCGATTTTGGTCATGAGATTA
TGCCCCAGACTGCGAGT CACCTTGCTTTTGAGT GCAAT TCCCTAAAACCAGTACTCTAAT

TCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGT TTTAAATCAATCTAA
AGTTTTTCCTAGAAGT GCGATCTAGGAAAATTTAATTTTTACTTCAAAATTTAGT TAGATT

ORF(2) rf(6) (3150, 4010)

I

anp mar ker (3150, 4010)

I
AGTATATATGAGTAAACT TGGT CTGACAGT TACCAATGCT TAATCAGT GAGGCACCTATC
TCATATATACTCATTTGAACCAGACT GTCAATGGT TACGAATTAGT CACTCCGTGGATAG

TCAGCGATCTGTCTATTTCGI TCATCCATAGT TGCCTGACT CCCCGT CGTGTAGATAACT
AGT CCCTAGACAGATAAAGCAAGT AGGT ATCAACGGACT GAGGGGCAGCACATCTATTGA

ACGATACGGGAGGGECT TACCAT CTGECCCCAGT GCTGCAAT GATACCGCGAGACCCACGC
TGCTATGCCCT CCCGAAT GGTAGACCGEGEGT CACGACGT TACTATGGECGCT CTGEGT GCG

TCACCGGCTCCAGAT TTATCAGCAAT AAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGT
AGTGCCCGAGGTCTAAATAGT CGTTATTTGGT CGGTCGECCTTCCCEECTCGCGTCTTCA

GGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGI CTATTAATTGT TGCCCGGAAGCTAGAGTA
CCAGGACGT TGAAAT AGGCGCGAGGT AGGT CAGATAAT TAACAACGGECCCTTCGATCTCAT

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420
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3421 AGTAGITCGCCAGI TAATAGI TTGCGCAACGI TGTTGCCATTGCTACAGGCATCGIGGTG 3480
TCATCAAGCGGT CAATTATCAAACGCGT TGCAACAACGGT AACGATGTCCGTAGCACCAC

3481 TCACGCTCGICGTTTGGTATGECTTCATTCAGCTCCGGT TCCCAACGATCAAGGCGAGIT 3540
AGT GCGAGCAGCAAACCATACCGAAGT AAGT CGAGGCCAAGGGT TGCTAGT TCCCCTCAA

3541 ACATGATCCCCCATGITGTGCAAAAAAGCGGT TAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGITGTC 3600
TGTACTAGGGGGTACAACACGT TTTTTCGCCAAT CGAGGAAGCCAGGAGGECTAGCAACAG

3601 AGAAGIAAGTI TGECCGCAGTGITATCACTCATGGT TATGECAGCACTGCATAATTCTCTT 3660
TCTTCATTCAACCGGCGT CACAATAGT GAGTACCAATACCGT CGTGACGTATTAAGAGAA

3661 ACTGICATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGIGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTC 3720
TGACAGTACGGTAGGCAT TCTACGAAAAGACACT GACCACTCATGAGT TGGT TCAGTAAG

3721 TGAGAATAGTGIATGCGGECGACCGAGT TGCTCTTGCCCGECGT CAATACGGGATAATACC 3780
ACTCTTATCACATACGCCGCT GGCTCAACGAGAACGGEECCGCAGT TATGCCCTATTATGG

3781 GCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGT GCTCATCATTGGAAAACGT TCTTCGGEGEECGAAAA 3840
CCCGGTGTATCGTCTTGAAATTTTCACGAGTAGTAACCT TTTGCAAGAAGCCCCECTTTT

3841 CTCTCAAGGATCTTACCGCTGI TGAGATCCAGI TCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAAC 3900
GAGAGT TCCTAGAATGGCGACAACT CTAGGT CAAGCTACAT TGGGT GAGCACGTIGEGI TG

3901 TGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGITTCTGGGT GAGCAAAAACAGGAAGGECAA 3960
ACTAGAAGT CGTAGAAAAT GAAAGT GGTCGCAAAGACCCACTCGITTTTGTCCTTCCGT T

3961 AATGCCGCAAAAAAGGCGAATAAGCGCGACACCGAAATGT TGAATACTCATACTCTTCCTT 4020
TTACGECGITTTTTCCCTTATTCCCGCTGT GCCTTTACAACT TATGAGTATGAGAAGGAA

anp pron(4052, 4080)

|
4021 TTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGICTCATGAGCGGATACATATTTGAA 4080
AAAGTTATAATAACTTCGT AAATAGT CCCAATAACAGAGTACTCCCCTATGTATAAACTT

4081 TGIATTTAGAAAAATAAACAAATAGGEGT TCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCT 4140
ACATAAATCTTTTTATTTGI TTATCCCCAAGGECGCGT GTAAAGGECCTTTTCACGGT GGA

4141 GACGICTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGG 4200
CTGCAGATTCTTTGGTAATAATAGTACTGTAATTGGATATTTTTATCCGCATAGTGCTCC

4201 CCCTTTCGIC 4210
GCGAAAGCAG

Erstellt mit PlasMapper Version 2.0 [Dong et al. 2004].
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Sequenz des synthetischen Pferdeherz Cyt c (opticytc):

EcoRI Kpnl  Pstl H s Tag Xa Protease
| OAATTCOOTACHCTOCAST AACGAGGAAATATTATGOAT CADCAT CACCACCATATOAA. 60
CTTAAGCCATGGGACGTCATTCCTCCTTTATAATACGTAGTGGTAGTGGTGGTATAGCTT
1 >>I\/I HHHHHHI E
Xmml

|
61 GGT CGT CAGGGECGAT CCCGAGAAAGGT AAGAAAAT CTTCGT GCAGAAATGCGCCCAGTGC 120
CCAGCAGT CCCGCTAGECCTCTTTCCATTCT TTTAGAAGCACGT CTTTACGCGGGT CACG

10 GRQGDZPEZKGIKTZ KTI FVQKT CATQ QTC
Dralll Aval | Sfil

I | |
121  CACACCGT GGAAAAAGGT GGCAAAAACAAAACGEGT CCGAACCTGAACGECCTGI TCGEC 180

GTGTGGCACCTTTTTCCACCGTTTTTGTTTTGCCCAGGCT TGGACT TGCCGGACAAGCCG
30 H TV EK GG KNI KTGWPNTLNGL F G
Accl

|
181 CGTAAAACCGGECCAAGCACCGEECTTCACGT ATACCGAT GCGAACAAGAATAAAGGCATC 240
GCATTTTGGECCGGT TCGT GECCCGAAGT GCATATGECTACCCTTGI TCTTATTTCCGTAG

50 R KT GQAPGFTYTDANIKNIK G I
Snal
|

Xmal

|
241  ACCTGGAAAGAAGAGACCCT GATGGAATACCT GGAAAAT CCACAGGCGTACATCCCGEEC 300
TGGACCTTTCTTCTCTGGGACTACCTTATGGACCT TTTAGGT GT CCGCATGTAGGECCCG

70 T WK EETL MEY L ENZPQAY I PG

301  ACCCGTATGATCTTTGCGGGCAT CAAGAAAAAGACCGAACGCGAAGATCTGATCGCGTAT 360
TGGGCATACTAGAAACGCCCGTAGI TCTTTTTCTGECTTGCGCT TCTAGACTAGCGCATA

90 T R MI F A GI KK KTEWRETDTLI AY
BanHl
|
H ndl |1

361 CTGAAAAAAGCGACCAACGAATAATAAGCTTGGATCC 397
GACTTTTTTCCCTGGTTGCTTATTATTCGAACCTAGG

110 L K K AT N E

Erstellt mit PlasMapper Version 2.0 [Dong et al. 2004].
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Abktrzungsverzeichnis

0D
1D
2D
3D

a

Ao
Asp
Abb.
AFM
amp
APS
ATP
Au
Au(111)
AUNano
Az

B

b

BE
Bn
Bp
BSA

C-AFM
CoL
Cys
Cytc
AR

DNA
DMSO

dwp
DTE

E. coli
Eo
ECSTM
EDC

0-dimensional

1-dimensional

2-dimensional

3-dimensional

Durchtrittsfaktor; Parameter fur die reduzierte Masse der Elektronen
Grundflache

3D Oberflache

Abbildung

Rasterkraftmikroskop (Atomic Force Microscope)
Ampicillin

Ammoniumperoxisulfat

Adenosintriphosphat

Gold

Gold (111)

Au Nanopartikel

Azurin

Tunneling Decay Parameter
y-Achsenabschnitt im Laviron Diagramm
Bottomelektrode

Bedeckungsgrad

Basenpaare

Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin)
Konzentration

Kontakt AFM

Doppelschichtkapazitat

Cystein

Cytochrom ¢

Anderung der Reflektivitat

Abstand; Durchmesser
Desoxyribonukleinsaure

Dimethylsulfoxid

Nanopillardurchmesser

Dithioerythritol

Potential

Elementarladung

Escherichia coli

Formalpotential

Elektrochemisches STM
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
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EG Ethylenglykol
F Faradaykonstante
FcHxT 6-(Ferrocenyl)hexanthiol
GOx Glukoseoxidase
GST Glutathion-S-Transferase
h .reduziertes Plancksches Wirkungsquantum®
HoOpigest Deionisiertes Wasser bidestilliert
His Histidin
hnp Nanopillarhéhe
HOMO highest occupied molecular orbital
HxT 1-Hexanthiol
/ Strom; lonenstéarke
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
J Stromdichte
ko Standardgeschwindigkeitskonstante
A Wellenlange
LB Luria-Bertani-Medium
LMW Low Molecular Weight
LUMO lowest unoccupied molecular orbital
Lys Lysin
m Steigung des linearen Bereiches im Laviron Diagramm
me Masse des Elektrons
MBA Mercaptobenzoesaure
MBP Maltose Bindungsprotein
MEOH 2-Mercaptoethanol
Met Methionin
MHA 6-Mercaptohexansaure
MilliQ Deionisiertes, hochreines Wasser
MP-11 Microperoxidase-11
MPA 3-Mercaptopropionsaure
MPhOH 4-Mercaptophenol
MPOH 3-Mercaptopropanol
MUA 11-Mercaptoundecansaure
n Oberflachenbedeckung; Anzahl Elektronen
NADH Nicotinamidadenindinukleotid
Nec-atome Anzahl Kohlenstoffatome
NHS N-Hydroxysuccinimid
NP Nanopillar
NTA Nitrilotriessigsaure
oD optische Dichte
OX Oxidation; oxidiert
Q Barrierehéhe
PDEA Pyridinyldithioethamin
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red
REM
RNA
RT

SAM
SCE
SDS
SPR
STM
SWCNT
Sxm

Tab.

TE
TEMED
™

Tm

Tris
ubDT
UN

uQ
UV/VIS

Vscan

Wt

Xnp

YCC

Widerstand; allgemeine Gaskonstante
Reduktion; reduziert
Rasterelektronenmikroskop
Ribonukleinsaure

Raumtemperatur
Flachenladungsdichte
Selbstorganisierende Monolage
Standard Calomel Elektrode
Natriumdodecylsulfat
Oberfachenplasmonresonanz-Spektroskopie
Rastertunnelmikroskop (Scanning Tunneling Microscope)
Singlewall Carbon Nanotube
Standardabweichung vom Mittelwert
Temperatur

Zeit

Tabelle

Topelektrode
Tetramethylethylendiamin
Tapping-Mode

Schmelztemperatur
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
1-Undecanthiol

Uber Nacht

Ubichinon

ultraviolet/visible

Potential
Potentialvorschubgeschwindigkeit
Wildtyp

Abstand zwischen Nanopillars

Hefe Cytochrom ¢

Ladungszahl
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