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1 Allgemeine Einleitung

Das Studium biochemischer Wechselwirkungen mit oberflichensensitiven Techniken ist zu

einem fundamentalen Bestandteil bioanalytischer Forschung geworden.!"-?!

Dies basiert zum ecinen darauf, dass die Methoden zur Modifikation von Oberflichen
innerhalb der letzten 20 Jahre eine rasante Entwicklung erfahren haben.” !

Die Selbstassemblierung gezielt synthetisierter Molekiile, insbesondere auf Gold- und
Glasoberflichen, ermdglicht die Konstruktion von Schichten gewissermallen auf molekularer
Ebene. So konnen monoschichtige Immobilisierungsmatrizen generiert werden, welche die
spezifische Fixierung von Biomolekiilen ermdglichen, die in wohldefinierter Orientierung auf

der Oberfliche ihre biologische Aktivitit beibehalten.! ©

Zum anderen wurden verschiedenartigste oberflachensensitive Messtechniken mit immer

] Diese dienen einerseits der Charakterisierung

grosseren Empfindlichkeiten verfiigbar.!”
biofunktionalisierter Oberflichen und leisten so einen entscheidenden Beitrag zur weiteren
Entwicklung der Oberflaichen-Moditkationstechniken. Thre zentrale Bedeutung liegt in der
Detektion biochemischer Wechselwirkungen. Die molekulare Erkennung von immobilisierten
Biomolekiilen und Liganden in Losung bewirkt Anderungen von physikalischen

Eigenschaften an der Grenzflache, wie Brechungsindex[g], Oberflichen-Plasmonenresonanz!®,

19- 111 "etc. Dies wird mit den unterschiedlichen Transduktionsprinzipien in

Masse!”, Kapazitit!
auswertbare elektrische Signale umgeformt. Durch die Untersuchung von Zeit- und
Konzentrationsbahéngigkeiten dieser Signale werden kinetische und thermodynamische
Parameter von Affinitétsreaktionen zugénglich.

Rastersondentechniken wie AFM oder STM liefern dariiber hinaus strukturelle Informationen

bis hin zu submolekularer Auflosung.!'* '

Von besonderem Interesse biochemischer Wechselwirkungen sind Interaktionen von

Proteinen, wie Protein-Protein-, Protein-DNA- und Protein-Metabolit-Wechselwirkungen.

Oberflachen konnen auf verschiedene Weisen mit Proteinen funktionalisiert werden.
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Der einfachste und weit verbreitetste Ansatz beruht auf der nichtspezifischen Adsorption der

Biomolekiile!” '*

], Der Nachteil dieser Immobilisierungs-Strategien besteht in der Ausbildung
von Schichten, in denen die Proteine in der Regel zufillig orientiert sind und oft durch
unspezifische Wechselwirkungen mit der Oberfliche denaturiert werden. Durch kovalente
Kupplung von Proteinen {iiber exponierte reaktive Gruppen (Amine, Carboxylate) an
komplementér-funktionalen Schichten kénnen Proteine ebenfalls auf Oberfldchen eingefiihrt
werden. Je nach Vorhandensein und Zugénglichkeit entsprechender Gruppen konnen Proteine
gerichtet, wenn auch irreversibel aufgebracht werden. Diesbeziiglich existiert eine Vielzahl

von chemischen Kupplungstechniken.

Durch molekularbiologische Modifikationen koénnen Proteine mit sog. TAGs versehen
werden.!"”! Dies sind kurzkettige Oligopeptide, die am NH,- oder COOH-Terminus des
interessierenden Proteins eingefiihrt werden kdnnen und eine hohe Affinitit zu bestimmten
Liganden aufweisen. So kann ein Protein unter Ausnutzung dieser Spezifitdt in einer
bestimmten Orientierung auf einer Ligand-modifizierten, biokompatiblen Oberfldche

immobilisiert werden.!®
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1.1 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit werden insbesondere methodisch-messtechnische Probleme

angegangen.

Wie aus der Literatur bekannt, kdnnen biomolekulare Wechselwirkungen an modifizierten
Goldoberflachen erfolgreich mit optischen Signaltransduktionsmechanismen detektiert
werden.!® ® Dies soll im Rahmen dieser Arbeit in mikrogravimetrische und elektrochemische

Varianten uberfuhrt werden.

Die unspezifische Adsorption von Proteinen auf modifizierten Goldoberfldchen soll
mikrogravimetrisch untersucht werden. Ein in der Literatur beschriebenes Oliogethylenoxid-
terminiertes Alkylthiol®™ '® soll auf seine Eigenschaft hin gepriift werden, die unspezifische

Adsorption von Proteinen zu reduzieren.

Zur reversiblen spezifischen Immobilisierung von Tag-Proteinen soll eine in der Literatur
beschriebene, molekular monoschichtige Matrix!® zur Modifikation von Quarzmikrowaagen-

Elektroden verwendet werden.['®]

Verschiedene Funktionen dieser Matrix, wie die
Verdriangung eines immobilisierten Proteins durch einen konkurrierenden Liganden, die
Unterbindung und Regeneration der spezifischen Bindung sollen auf der Quarzoberfliche
realisiert werden. Es soll versucht werden, durch laterale Verdiinnung spezifischer Protein-
Bindungsstellen auch verdiinnte Protein- funktionalisierte Oberflichen zu generieren. In
Hinblick auf die Quantifizierung spezifischer Protein-Bindungsstellen soll ein

elektrochemisches Detektionsverfahren an leitfdhigen Glassubstraten entwickelt werden.

Im Verlauf dieser Arbeit erkannte man, dass Protein-Schichten, die unspezifisch auf
Goldelektroden adsorbiert waren, das Verhalten von pH-und Ionen-abhingigen

Elektronenschleusen aufweisen.!'”!

Die in Kapitel 3 dokumentierten elektrochemischen Untersuchungen dienen der

mechanistischen Aufkldrung dieses Phinomens.
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2 Reversible spezifische Immobilisierung von His-TAG-Proteinen

Dieses Kapitel beschdftigt sich mit der reversiblen spezifischen
Immobilisierung eines His-TAG-Proteins auf modifizierten ITO- und
Goldelektroden.

Im Zusammenhang mit der Modifikation der ITO-Substrate wird ein
neuartiger Redoxindikator vorgestellt, der es prinzipiell ermoglicht, die
modifizierten Oberfldichen zu charakterisieren und beziiglich der Dichte
der spezifischen Protein-Bindungsstellen zu quantifizieren.

Die Synthese weiterer redoxaktiver Verbindungen zur Modifikation von
Goldoberflichen wird dargestellt.

Als Modifikation fiir Quarzmikrowaagen-Goldelektroden diente eine von
Whitesides et al.!” beschriebene Immobilisierungssmatrix.
Protein-Bindungsstudien ~ wurden mit einer eigens entwickelten
QOCM-Kleinst-Volumen-Messzelle durchgefiihrt.

Es konnten wesentliche Funktionsprinzipien der
Metallchelataffinititschromatographie =~ an  der  Sensoroberfliche
untersucht werden, womit die prinzipielle Eignung der verwendeten
Kombination von Sensortechnik und Oberflichenmodifikation fiir

biochemische Affinitdtsstudien demonstriert wurde.

2.1 Einleitung

2.1.1 Metallchelat-Affinititschromatographie

Innerhalb der chromatographischen Methoden zur Aufreinigung von Proteinen hat die von
Porath et al. eingefiihrte Metallchelat-Affinitits-Chromatographie (engl.:”Immobilized-Metal
Affinity Chromatography (IMAC)” ) besondere Bedeutung erlangt.!'®>"

Das Funktionsprinzip dieser Aufreinigungstechnik beruht auf der Koordination zwischen
bestimmten Aminosdure-Seitenketten auf der Oberflidche eines Proteins und dem Zentralion

eines immobilisierten Ubergangsmetallchelat-Komplexes auf einem Triigerharz.



Reversible spezifische Immobilisierung von His-TAG-Proteinen 5

Porath et al. verwendeten den dreizihnigen Liganden Nitrilotriessigsdure, der iiber einen
Spacer an Oxiran-aktivierte Agarose als festem Triger gekoppelt und dann fiir die
Immobilisierung von Metallionen wie Ni*" , Cu®* oder Zn®" verwendet wurde. Die
entstehenden Metall-Chelat-Komplexe verfiigen iiber freie Koordinationsstellen, welche von
exponierten, frei zugénglichen Histidin-Seitenketten des Proteins koordiniert werden und so
dessen Immobilisierung auf dem modifizierten Trigerharz bewirken. Adsorbierte Proteine
konnen durch Zugabe von EDTA (I6st das Schwermetall-Ion aus dem Chelatkomplex),
Imidazol (verdrdngt Protein aus der Koordinationssphire)und Ansduern (bewirkt
Protonierung der Histidin-Seitenketten, die darauthin nicht mehr koordinieren) wieder

desorbiert werden.

2.1.2 His-TAG und Ni**-NTA

Durch Entwicklung neuer molekularbiologischer Techniken konnte die Aufreinigung von
Proteinen entschieden verbessert werden. Das Konzept basiert auf der Herstellung von
sogenannten Hybrid-Proteinen durch Fusion der DNA-Sequenz des gewiinschten Proteins mit
der Kodierungssequenz eines Proteins, welches eine hohe Affinitdt zu einem immobilisierten
Metall-Chelat-Komplex hat — fortan als Affinitdtsprotein oder TAG bezeichnet - und einer
zusitzlichen Sequenz einer spezifischen Spaltungsstelle. Die Fusionsproteine werden unter
Ausnutzung der spezifischen Bindung des Affinitétsproteins an das Adsorbens aufgereinigt.
Nach der Aufreinigung kann das Affinititsprotein an der spezifischen Spaltungsstelle
abgetrennt werden. Diese allgemeine Methode zur Aufreinigung rekombinanter Proteine
wurde mit verschiedenen Affinititsprotein-Ligand Systemen demonstriert.!*'!

Hochuli et al. berichteten 1988 erstmals von einem kurzkettigen Affinitatspeptid, bestehend

1521231 Mit diesem

aus wahlweise fiinf oder sechs Histidinen, dem sogenannten ,,His-TAG* !
His-TAG fusionierte Proteine zeigen eine bemerkenswerte Affinitit zu Ni*'-Metall-Chelat-
Komplexen, die ebenfalls von Hochuli et al. ein Jahr zuvor entscheidend weiter entwickelt
wurden, 4

Sie fiihrten den vierzdhnigen Liganden N,, N, —Methylcarboxy-L-Lysin 9 ein, dargestellt
durch zweifache Alkylierung der o-Aminogruppe des Z(g)-geschiitzten Lysins 7 mit
Bromessigsdure und anschlieBender Abspaltung der Z -Schutzgruppe durch Hydrierung an

Pd / C unter Atmosphirendruck.
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1. BrCH,COOH, NaOH OH

Q H 2. Hy / Pd(C), NaOH O%ﬁ 0

\/\/INHZ HZN\/\/I
o 0

O~ OH

Abb. 2-1: Darstellung des Lysinderivates 9, von dem Hochuli et al. 1987*! erstmals berichteten

Der NTA-Ligand 9 (Abb. 2-1) wurde an Epibromhydrin-aktivierte Sepharose gekoppelt und
konnte nach Beladen mit Ni*" fiir die Affinititschromatographie eingesetzt werden. Im
Vergleich zu den bis dahin verwendeten dreizdhnigen Iminodiessigsdure-Chelatbildnern, zeigt
das Lysinderivat 9 wesentlich groBeres Komplexierungsvermogen fiir Ni**.[**]

Durch 1:1 Komplexierung besetzt das Lysinderivat 9 vier Positionen in der

Koordinationssphire des Ni*" (Abb. 2-2).

Abb. 2-2: Schematische Darstellung der Koordination eines His-TAG-modifizierten Proteins an den

Ni*’-NTA-Komplex auf modifizierter Sepharose

Es verbleiben zwei freie Ligandenpositionen in der oktaedrischen Koordinationssphire des
Zentralions, die flir spezifische Wechselwirkungen mit benachbarten Histidinresten des

Fusionsproteins verfligbar sind (Abb. 2-2).
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Eine wichtige Voraussetzung fiir die Koordination des Fusionsproteins ist die richtige
Orientierung der Histidinreste des His-TAGs, so dafl eine geometrische Anpassung an die
Koordinationssphdre des Zentralions erfolgen kann. Der His-TAG ist geniligend
konformationell flexibel, so dass durch die fiinf bzw. sechs Histidinseitenketten stets die
beiden freien Koordinationsstellen am Zentralion besetzt werden konnen und eine
2 His : 1 NTA-Stochiometrie vorliegt.>! Die Bindungskonstante des
[NTA-Ni*"-(His)s]-Komplexes von etwa 3 uM % bewirkt einerseits eine geniigend starke
spezifische Adsorption von His-TAG Proteinen. Andererseits ist diese nicht zu groB3 ist, so
daB eine reversible Desorption der Proteine aus der Koordinationssphire des chelatierten Ni**
durch Verdringung mit Imidazol erfolgt. Dies ermoglicht die chromatographische

Aufreinigung von His-TAG-Proteinen.

Das von Hochuli et al. eingefiihrte His-TAG / Ni*-NTA-System nimmt eine herausragende

Stellung innerhalb der chromatographischen Aufreinigungstechniken von Proteinen ein.”*”
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2.1.3 Immobilisierung von His-TAG-Proteinen an Grenzflichen

Die Immobilisierung durch Koordination an Metall-Chelat-Komplexen entwickelte sich zu

einer wichtigen Technik, His-TAG-modifizierte Proteine gezielt an Grenzflachen zu fixieren.

Man kuppelte den NTA-Chelator 9 an verschiedenartig modifizierte Oberflichen, wie z.B.
silanisierte Glas- oder polymermodifizierte Goldoberflichen.”®*?! Ebenfalls diente die
Adsorption des NTA-modifizierten Enzyms Meerrettich-Peroxidase auf modifizierten
Glasoberflichen der Einfiihrung der Chelatorfunktion.™*

6:3431 gynthetisiert.

Es wurden Chelator-funktionalisierte Lipide und Alkanthiole!
Die Selbstassemblierung chelatorfunktionalisierter Lipidmolekiile an der Grenzfliche
Wasser / Luft bzw. die Selbstassemblierung chelatorfunktionalisierter Alkanthiole auf
Goldoberflichen diente dem Aufbau hochgeordneter, molekular monoschichtiger
Metallchelat-Matrizen.

Nach Beladen mit Ni*" konnten His-TAG-Proteine reversibel an den verschiedenartig
modifizierten Oberflichen immobilisiert werden. Derartig modifizierte Oberflichen dienten

biochemischen Affinititsstudien mit oberflichensensitiven Techniken!® 3% 3% 33 49 , der

[41, 42]

zweidimensionalen  Proteinkristallisation oder der  Kraftspektroskopie  an

Einzelmolekiilen.[> 4> 44

Ein wichtiger Vorteil der His-TAG-Immobilisierung besteht in der nur geringfligigen
chemischen Manipulation des Proteins durch Einfiihrung des His-TAGs, so daf} die Aktivitit
von His-TAG-Proteinen in der Regel nur geringfiigig beeintrachtigt wird.

Weiterhin ermdglicht die Einfilhrung des His-TAGs die Kontrolle der Orientierung des
Proteins nach Immobilisierung durch gezielte Einfiihrung am NH,-Terminus oder COOH-
Terminus. Die Orientierung kann fiir die Aktivitit des Proteins auf der Oberfliche von

entscheidender Bedeutung sein.

Durch die Moglichkeit der vollstindigen Regeneration der Oberflichen ist es moglich, eine

Sensoroberflache wiederholt fiir die Modifikation mit His-TAG-Proteinen zu verwenden.
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2.1.4 EF;-ATPase als Modellprotein fiir Bindungsstudien

Die universell vorkommende F;-ATP-Synthase ist im Energiestoffwechsel lebender
Organismen fiir die Synthese von ATP aus ADP und Phosphat zustindig.[*

Bei dem im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Protein aus Escherichia Coli handelt es sich
um einen Teilkomplex des Holoenzyms, welcher die katalytischen Zentren der ATP-Synthese
enthélt. Dieser globulidre F;-Komplex hat eine molare Masse von 380 kD und einen
molekularen Durchmesser von etwa 10 nm. Er besteht aus insgesamt 5 verschiedenen
Untereinheiten (a, B, v, 9, €), von denen die Untereinheiten o und 3 in drei identischen Kopien

abwechselnd hexagonal um die zentrale Untereinheit y angeordnet sind. > *>*"]

Als Modellprotein fiir Bindungsstudien an modifizierten ITO und QCM-Goldelektroden im
Rahmen von Kapitel 2 diente eine Mutante' der EF,-ATPase, die N-terminal an 3

f-Untereinheiten His-TAG-modifiziert war (Abb. 2-3).

Abb. 2-3: Schematische Darstellung der mit 3 His-TAGs immobilisierten EF,-ATPase-Mutante”); die

Untereinheiten 6 und ¢ sind nicht gezeigt.

! Mutationen:
Entfernung aller Cysteine, Ersatz durch Alanin / neues Cystein in YK109C / His-TAGs N-terminal an allen 3
B-Untereinheiten / Mutation aD26IN  (Erniedrigung der ADN-Affinitdt in den nicht-katalytischen

Bindungsstellen

Die Mutante wurde von der Arbeitsgruppe Junge (Biophysik) der Universitét Osnabriick zur Verfiigung gestellt.
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2.2 Modifikation von ITO-Substraten zur Immobilisierung von Proteinen

His-TAG-modifzierte EF,-ATPase sollte auf ITO*-beschichteten Glastrdgern immobilsiert
werden. Dazu wurden die Substrate zundchst mit 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan
17 (Abb. 2-4) silanisiert.” Der NTA-Chelator 9 wurde anschliessend durch nukleophile
Offnung des Epoxids mit der primiren Aminogruppe an der Oberfliche fixiert. Nach
Komplexierung von Ni*" war die Oberfliche aktiviert fiir die spezifische Immobilisierung
eines His-TAG modifizierten Proteins. His-TAG modifizierte EF;-ATPase (siche Kap. 2.1.4)
konnte spezifisch auf ITO-beschichteten Mikroskopie-Glastragern immobilisiert und in einem

sog. Rotationsassay untersucht werden”.

ore

OH o} O\\N..”,,OHQ
0 I
:g o1 g
<S o '
N OH N
o} o}
oo~ OH
O o
HN HN
o HO—(N OH
o o
<S HO HO
o HN 9 Q Ni2* Q
—_— > —_—
% 1l 1]
o—Si-o— 0—Si~-0— 0—Si~0—
o} o o}

Abb. 2-4: Modifikation von ITO-Elektroden mit dem NTA-Chelator (I+1I), Ni*"-Aktivierung (III);
I: 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan, 1 h, RT; II: 10 %ig NTA-Chelator (pH = 10), 16 h, 60 °C;
I11: a) 10 mM NaOH, 10 min, b) 50 mM Ni,SOy4, 1 h[19]

ITO (engl. Indium Tin Oxide): Indium dotiertes Zinnoxid, welches als transparenter, elektrischer Leiter zur
Beschichtung von Glassubstraten verwendet wird.

? Oliver Pinke, Arbeitsgruppe Junge (Biophysik), Universitit Osnabriick
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2.2.1 Qualitiitskontrolle von Metallchelat-modifizierten ITO-Substraten mittels einem

Redoxindikator

Es war von Interesse, Ni** an der Oberfliche des modifizierten ITO-Substrats nachzuweisen.
Dies sollte als Qualitdtskontrolle der Modifikation und als Mal} fiir die Dichte der
spezifischen Protein-Bindungsstellen dienen. Der Versuch, Ni*" direkt elektrochemisch zu
detektieren, scheiterte. Durch Komplexierung mit einem redoxaktiven Liganden sollte das
fixierte Ni*" indirekt nachgewiesen werden. Imidazol koordiniert an chelatiertes Ni**, deshalb
vermutete man, dass ein mit Ferrocen verkniipftes Imidazol 16 die Funktion des

Redoxindikators erfiillen wiirde.

2.2.1.1 Synthese von Ferrocenmonocarbonsiurehistamid

Das Ferrocenmonocarbonsdurehistamid 16 wurde in einer zweistufigen Synthese dargestellt
(Abb. 2-5). Ausgehend  von  einer Literatur-Vorschrift™*" iiberfiihrte  man
Ferrocenmonocarbonsdure mittels Isocyanurfluorid in das Fluorocarbonylferrocen. Nach
chromatographischer Aufreinigung (Ausbeute: 68 %) setzte man 14 in DMF mit Histamin in
Gegenwart von 4-Dimethylaminopyridin (4-DMAP) als Base direkt zum Zielmolekiil 16 um
und reinigte chromatographisch auf (Ausbeute: 55 %).

NH
(0] F O (/\’)\/\
4 N NH
QEALOH FNNL\!F @)LF 15 2
S — e — 16
— I < Il
13 14

Abb. 2-5: I: CH,Cl, , Pyridin, 0°C, 90 min; II: DMF, DMAP, 40°C, 1h
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2.2.1.2 Elektrochemische Untersuchung von Ferrocenmonocarbonsaurehistamid

Nach 30 miniitiger Inkubation der Ni*"-modifzierten Elektrode in 1 %iger wissriger
Ferrocenmonocarbonsdurehistamid-Losung spiilte man mit wenig bidestilliertem Wasser und
nahm ein CV in 0.1 M KCI auf (Abb. 2-6). Man beobachtete symmetrische Redoxwellen mit
geringer Peakseparation von AE, =31 mV (I). Offensichtlich koordiniert der Redoxindikator
spezifisch an chelatiertem Ni*" auf dem NTA-modifizierten ITO-Substrat. Die Integration der
anodischen Redoxwelle lieferte eine Oberflichenkonzentration von 'y =3-10"! mol / cm?
unter Annahme einer Ein-Elektronen-Oxidation des Ferrocenmonocarbonsdurehistamids.
Nimmt man weiterhin eine molekulare Querschnittsfiche von etwa 1 nm? fiir 16 an, so
gelangt man zu einer ca. 30%igen Bedeckung der Oberfliche’ mit dem

Ferrocenmonocarbonsdurehistamid.

4.E-06

3.E-06 [

2.E-06 [

1.E-06 [

I/A

0.E+00 I

-1.E-06 [

-2.E-06 [

-3.E-06 [

-4.E-06 : : : :

0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
E/V

Abb. 2-6: CV der modifizierten ITO-Elektrode (A = 1 cm?) in 0.1 M KCI (pH = 7); E vs Ag/AgCl;
v=0.1 V/s; (I): nach 30 min in 1 %iger Losung 16 von (II): + 30 min in 1 %iger EDTA-Losung

*Die Rauhigkeit der ITO-Oberflache betragt 1o = 1.09.
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Anschliessend legte man die Elektrode fiir 30 min in 1 % ige EDTA-Losung, spiilte mit
bidestilliertem Wasser und nahm anschliefend wieder ein CV auf (II).

Es wurde eine deutliche Abnahme ( > 90 %) der Redoxsignale festgestellt.

Erneutes Einlegen der Elektrode in die Ni*'- und Ferrocenmonocarbonsiurehistamid-Lsung

bewirkte vollstindige Regeneration der Redoxsignale (hier nicht gezeigt).
Eine nicht in die Ni*"-Losung eingelegte Elektrode zeigte kein Signal.

Somit ist Ferrocenmonocarbonsiurehistamid 16 prinzipiell geeignet, das fixierte Ni*™ indirekt
nachzuweisen und damit die Dichte der spezifischen Protein-Bindungsstellen zu

quantifizieren.

o)
(pc)aFe” “HN Fe(cp)z

HO

ITO

Abb. 2-7: Koordination von chelatiertem Ni** durch den Redoxindikator Ferrocenmonocarbonsiurehistamid 16

in hypothetischer 2:1- Stochiometrie
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2.2.2 Neuartige redoxaktive Verbindungen zur Modifikation von Goldoberflichen

2.2.2.1 Mercaptoalkyl-derivierte Bipyridinderivate

Monoschichten mercaptoalkyl-derivierter redoxaktiver Bipyridinderivate auf Goldelektroden
wurden erstmals von De Long und Buttry* beschrieben. Eine Ubersicht findet sich bei

Yan.P"

Die neuartigen mercaptoalkylierten Bipyridinderivate N-Methyl-N'-1-(3-mercaptopropyl)-
4,4'-bipyridinium-dijodid 25 und N-1-(5-Mercaptopentyl)-4,4'-bipyridiniumbromid 30

wurden im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert.

3 I Br
+ 7 \ —\ + 7 \ —\ t
HS” "N N— N N“>">">gH
_ \ _ N\ /
25 30

Die Einfithrung des Schwefels in die beiden Bipyridinderivate erfolgte durch Alkylierung des

jeweiligen Bipyridinvorldufers mit den neuartigen Halogen-Thioessigsdureestern 22 bzw. 27.

Thioessigsdure-S-(3-iodo-propyl)ester 22 erhielt man aus 1-Brom-3-Chlorpropan 20 durch
Umsetzung mit Kaliumthioacetat in Ethanol (Abb. 2-8, I, nichste Seite). Dies bewirkte
nukleophile Substitution des Bromids durch Thioacetat. Anschliessend setzte man den
Chlorthioessigsdureester 21 mit Nal um (Abb. 2-8, II, nichste Seite) (Halogenidaustausch
nach Finkelstein) (Gesamtausbeute: 50 % ).
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O 0]

Br/\/\CI —I> )]\S/\/\CI —"> )J\S/\/\|

20 21 22

Abb. 2-8: Synthese-Schema fiir Thioessigsdure-S-(3-iodo-propyl)ester 22 ; I: AcOSK / EtOH, II: Nal / MeCN

Durch Alkylierung des Methylbipyridiniums mit 22 in einem Gemisch aus Acetonitril und
Ethanol erhielt man N-Methyl-N'-1-(3-S-thioacetyl-propyl)-4,4'-bipyridinium-dijodid 24 in
massiger Ausbeute von 26 % (Abb.2-9,1). Anschliessende saure Verseifung des
Thioessigsdureesters 24 mit Acetylchlorid in Methanol lieferte das Viologenthiol 25 in
befriedigender Ausbeute (64 %) (Abb. 2-9, II).

o)
I A o I I
—\ + + —\ +
O-OF —= 2O e s
23 24

Abb. 2-9: Synthese Schema von N-Methyl-N'-1-(3-S-thioacetyl-propyl)-4,4'-bipyridinium-dijodid 24;
I: MeCN / EtOH; II: ACOCI1 / MeOH

Thioessigsdure-S-(5-bromo-pentyl)ester 27 wurde dargestellt durch Umsetzung von
1,5-Dibrompentan 26 mit Kaliumthioacetat in Methanol und anschliessender destillativer

Aufreinigung (Abb. 2-10).

o
B >N, . Br/\/\/\S)J\

26 27
Abb. 2-10: Darstellung von Thioessigsdure-S-(5-bromo-pentyl)ester 27; I: AcOSK / MeOH
Durch Alkylierung von Bipyridin 28 mit Thioessigsdure-S-(5-bromo-pentyl)ester 27 erhielt

man N-Thioacetylpentyl-4,4'-bipyridinium-bromid 29 in méssiger Ausbeute von 26 %

(Abb. 2-11, I, nichste Seite). Anschliessende saure Verseifung des Thioessigsdureesters 29
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mit Acetylchlorid in Methanol lieferte das N-1-(5-Mercaptopentyl)- 4,4'-bipyridiniumbromid
30 in sehr guter Ausbeute (95 %) (Abb. 2-11, II).

(0]
Br/\/\/\SJ"\ Br o
7 - 27 7 —\ +
N_\ N T NQ_@N/W\SJ\ —» 30
| Il
28 29

Abb. 2-11: Synthese Schema von N-1-(5-Mercaptopentyl)- 4,4'-bipyridiniumbromid 30; I: MeCN / EtOH;
II: ACOCl/MeOH

2.2.2.2 Neuartige Rotaxan-elemente zur Modifikation von Goldelektroden

Rotaxane (Abb. 2-12 A) bestehen aus einem fadenféormigen und einem aufgefddelten
ringfomigen Molekiil. Sog. Stopper auf beiden Seiten des fadenférmigen Molekiils verhindern
das Ausfiadeln der ringformigen Komponente. Man spricht von einer mechanischen Bindung
zwischen Faden- und Ring- Komponente.

Sog. Catenane (Abb. 2-12 B) bestehen aus zwei (oder mehreren) ineinander geschlossener

Ringmolekiile.

s

Abb. 2-12: Rotaxan (A) (mit Stoppern und frei beweglicher ringformiger Komponente) und Catenan (B)

Stoddart et al. fithrten neuartige Rotaxane ein, die Hydrochinon-Einheiten (sog. Stationen) auf
der fadenformigen Komponente enthalten und das Cyclophan 36" als ringformige
Komponente (Abb. 2-14). Verbindung 33 (siche nichste Seite ) enthilt ein O-alklyiertes

Hydochinon als Strukturelement, welches ein pi-Akzeptor ist.
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Durch pi-pi-Wechselwirkungen mit dem Cyclophan 36, welches als pi-Donor fungiert,
kommt es zur Ausbildung von Einschluss-Komplexverbindungen.

Durch elektrochemische Schaltbarkeit der Positionen zwischen unterschiedlichen Stationen
auf einer fadenformigen Komponente, welche das Cyclophan einnehmen kann, ergibt sich fiir

derartige Rotaxane die Funktion molekularer, elektromechanischer Einheiten.

Aktuelle Ubersichten zu dieser Art sog. ,,molekularer Maschinen® geben Balzani et al. °*>*
Lu et al.™! berichten erstmals von einem oberflichenfixierten Catenan auf Goldelektroden,

aufgebaut aus Elementen von Stoddart-Typ Rotaxanen bzw. Catenanen.

In vergleichbarer Weise wurde im Rahmen dieser Arbeit ein oberflichenfixierbares Rotaxan
konzipiert. Das neuartige, Thiol-modifizierte Rotaxanelement 33 zur Modifikation von

Goldoberflichen wurde synthetisiert.

=
S
e () o)

HS O © d 0 O
N

i

\

33

Die Synthese des Tosylats 31 erfolgte nach Literaturvorschriften™®>*! (Abb. 2-13, I, nichste
Seite). Die Einfiilhrung des Schwefelatoms in das Molekiil erfolgte iliber nukleophile
Substitution von Tosylat gegen Thioacetat. Umsetzung mit Kaliumthioacetat in Aceton
lieferte den Thioessigsdureester 32 in guter Ausbeute (79 %) (Abb. 2-13, I). Die Reduktion
mit LiAlH4 in THF fiihrte schliesslich zum Zielmolekiil, Thiol 33 (Ausbeute: 43 %)

(Abb. 2-13, 1I).
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R=/ 4 ol )0 O

Abb. 2-13: Synthese-Schema von 33; I: AcOSK / Aceton; II: LiAlH, / THF

Ebenfalls wurde der Vorldufer 35 des hoheren Homologen dargestellt (Ausbeute: 88 %),

analog der Darstellung von 32.

//_\\
=/

0

)K/—\/—\/—\O/—\/—\

\ /

Y,

35

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlieBlich die Synthesen der Verbindungen

durchgefiihrt.
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Folgende Aspekte sind fiir zukiinftige Untersuchungen von Interesse.

Das O-alklyierte Hydochinon 33 ist ein pi-Akzeptor. Durch pi-pi-Wechselwirkungen mit dem
Cyclophan 36, welches als pi-Donor fungiert, kommt es zur Ausbildung von Einschluss-
Komplexverbindungen. Es handelt sich hierbei um ein Semirotaxan, da nur ein Stopper an der
fadenformigen Komponente vorhanden ist. Durch Selbstassemblierung des Semirotaxans an
einer Goldoberflache wird die redoxaktive Cyclophan-Komponente durch eine mechanische
Bindung an der Oberfliche fixiert. Sie ist entlang der Schiene frei beweglich. Der Stopper
verhindert das Ausfideln des Cyclophans (Abb. 2-14), wiéhrend die Goldoberflidche

gewissermallen als zweiter Stopper fungiert.

Es ist es vorstellbar, das sich das Cyclophan diffusiv der Elektrode ndhert und ein Elektron
aufnimmt. AnschlieBende Diffusion in entgegengesetzte Richtung bewirkt Annéherung an die
Losung und ermoglicht Abgabe des Elektrons an einen Mediator in Losung.
Dementsprechend verhielte sich das oberflachefixierte Rotxan wie eine Elektronenpumpe. Es
ist denkbar, dass derartige Rotaxane, in Lipid-Doppelschichten eingelagert, einen

transmembranen Elektronentransfer bewerkstelligen konnten.

D

N+ ]
Au ‘ r] ~ ‘
s ) 3
> LA { OO+
‘ N = |
NS

——~] Shuttle Weg

Abb. 2-14: oberflichenfixiertes Rotaxan, welches als Elektronenpumpe fungiert
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2.3 Modifikation von QCM-Goldelektroden zur Immobilisierung von Proteinen

Whitesides et al.! berichten von hochgeordneten molekularen Adsorbatschichten, die durch
spontane Selbstassemblierung eines Gemisches der beiden Thiole 5 und 12 (Abb. 2-14) auf
Goldoberflichen gebildet wurden’ und die reversible spezifische Immobilisierung von

His-TAG-Proteinen ermdglichten (siehe auch Abb. 2-15, nichste Seite).

O-_OH
i /\/\i
12 HS S S O g O gy N/YOH
0]

H O})
OH

Abb. 2-14: Strukturen der Thiole 12 und 5, die zum Aufbau der selbstassemblierten Monoschicht verwendet

wurden

Sie verwendeten die Adsorbatschicht zur Modifikation von Sensoroberflichen fiir die
Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie (wie sie im BIAcore eingesetzt werden).1*” ]
Die Adsorbatschicht wird im Folgenden auch als Immobilsierungsmatrix oder gemischte

Monoschicht bezeichnet.

Die Selbstassemblierung ermoglicht die Modifikation der Goldoberfliche in einem
Schritt [ * im Gegensatz zur stufenweisen Modifikation des ITO-Substrates**,

gemal Kap. 2.2.

> Aufgrund der starken, kovalenten S-Au-Bindung bilden Alkanthiole, -disulfide und -sulfide sehr stabile
Monoschichten, die durch zusétzliche van der Waals Wechselwirkungen unter den Adsorbatmolekiilen zur
Ausbildung dicht gepackter, hoch geordneter Monoschichten fithren. Die Préparation erfolgt in einfacher Weise
durch Immersion eines frisch gereinigten Goldsubstrats in eine Losung des Adorbats fiir wenige Minuten bis zu
mehreren Stunden und anschlieBendem intensivem Spiilen des Substrats, um physiosorbiertes Material zu

entfernen.
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Abb. 2-15: SAM-Modifikation zur reversiblen spezifischen Immobilisierung eines His-TAG-Proteins nach

O
e}
e}
e}

Ni*" - Chelatierung

In der Monoschicht auf einer Goldoberflache assembliert (Abb. 2-15), kommen den beiden
Molekiilen folgende Funktionen zu: Thiol 12 ist endstindig mit dem NTA-Chelator 9
funktionalisiert und eignet sich nach Komplexierung von Ni*" zur reversiblen
Immobilisierung His-TAG-modifizierter Proteine. Thiol 5 exponiert Triethylenglykol auf der
Oberfliche und unterbindet die nichtspezifische Adsorption von Proteinen !® ** 621 dje
tendentiell an jeder blanken Festkorperoberfliche spontan adsorbieren. Damit kann Thiol 5
auch als lateraler Verdiinner verwendet werden. Eine laterale Verdiinnung kann erforderlich
sein, wenn in der im folgenden Schritt generierten Proteinschicht Abstinde zwischen den
einzelnen Biomolekiilen vorhanden sein sollen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Monoschicht erstmals zur Modifikation von

Quarzmikrowaagen-Goldelektroden verwendet.’®

% zur QCM-Messtechnik siche Kap. 5.1.1
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2.3.1 Synthese der Matrix-Thiole

Spdhe e SO

SH
* HOt™>O%H T
3
1 2
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Abb. 2-16: Synthese-Schema fiir die beiden Matrix-Thiole

I. (EG);0H; 50% NaOH ; II. MeOH, HSOAc, kat. AIBN, hv; III. CIOAc/ MeOH;
IV. CH,Cl,, CDI (Carbonyldiimidazol); V. H,O / DMF, pH =10.3 ;VI. MeOH, pH =12 ;
VII. MeOH, P(Et);, N
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Die Synthese (Abb. 2-16, vorherige Seite) erfolgte nach Literaturvorschriften'® >, die fiir
einzelne Stufen modifiziert wurde, was im Folgenden entsprechend gekennzeichnet ist.
11-Bromundec-1-en liefert den Alkylstamm beider Molekiile und ist neben der
Mercaptofunktion von wesentlicher Bedeutung fiir die Selbstassemblierung zu
hochgeordneten Monoschichten auf Goldoberflichen.’

Im ersten Schritt (I) wurde kommerziell erhiltliches 1 mit Triethylenglykol 2 in 50 % iger
Natronlauge umgesetzt. Durch Verwendung eines fiinffachen Uberschusses von
Triethylenglykol wurde eine mogliche Zweifachalkylierung effizient unterdriickt. Man erhielt
den Triethylenglykolmonoalkenylether 3 nach sdulenchromatographischer Aufreinigung in
befriedigender Ausbeute (57 %).

Die Einfithrung des Schwefels in das Molekiilgeriist erfolgte anschlieBend (II) durch Addition
der aciden und damit elektrophilen Thioessigsdure an die endstdndige Doppelbindung des
Alkenylethers 3. Durch Verwendung von a,a’-Azoisobutyronitril (AIBN) unter Einstrahlung
von UV-Licht® verlduft die Addition nach radikalischem Mechanismus, so dass der
Schwefelsubstituent an C; und das Wasserstoffatom an C, addiert. In der Tat liess sich das
unerwiinschte Additionsprodukt im Rohprodukt mit "H-NMR nicht nachweisen. Man erhielt
den Thioessigsédureester 4 nach sdulenchromatographischer Aufreinigung in guter Ausbeute
(78 %).

Dieses zentrale Intermediat 4 wurde einer sauren Verseifung (III) unterworfen, durch
Riickflussieren in einer frisch hergestellten Losung von Essigsdurechlorid in Methanol, und
diente so der Darstellung des Thiols 5 in guter Ausbeute (85 %). Alternativ wurde durch
Umsetzung von 4 mit Carbonyldiimidazol in Dichlormethan (IV) der Thioessigsdureester 4 in
das Carbonylimidazolid 6 {iberfiihrt. Die Reaktion erforderte sdulenchromatographische
Aufreinigung und verlief mit zufriedenstellender Ausbeute (71 %).

Im nédchsten Schritt (V) erfolgte die Umsetzung des NTA-Lysinderivates 9 mit dem
Carbonylimidazolid 6. Die Reaktion wurde in einem DMF : Wasser-Gemisch bei pH = 10.2
durchgefiihrt. In diesem Milieu sind die beiden hinsichtlich ihrer Polaritdt deutlich

verschiedenen Edukte und auch das Produkt gut 16slich. Weiterhin stellt der alkalische

7 Aus der Literatur [6] ist bekannt, dass erst ab Alkylkettenlingen von > C,, Alkanthiole derartige Strukturen in
hochster Ordnung ausbilden. Kiirzere Kettenldngen zeigen ein mitunter deutlich erhdhtes Mall an Unordnung,
welches ebenfalls durch bestimmte funktionelle Gruppen in ®-Position des Adsorbatmolekiils verursacht
werden und dann auch unabhéingig von der Lange der Alkylkette sein kann.

¥ Die Reaktion wurde im Gegensatz zur Literatur (Pyrex-Kolben mit Hg-Lampe) in einem Duranglaskolben mit

einer Xenon-Lampe durchgefiihrt.
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pH-Wert sicher, dass die primidren Aminogruppen zum grdssten Anteil deprotoniert sind und
damit in der reaktiven Form vorliegen. Da sich bei der anschliessenden extraktiven
Aufarbeitung nicht trennbare Emulsionen bildeten, ging man abweichend von der

Synthesevorschrift gemiB Literatur'® !

vor. Zuerst wurde bei alkalischem pH-Wert mit
Diethylether ausgeschiittelt, wodurch sich das relativ hydrophobe Edukt 6 vom
Reaktionsgemisch abtrennen lie. Anschliessend extrahierte man im Sauren (pH = 1.5) mit
Ethylacetat. Die Tendenz zur Emulsionsbildung wurde dadurch deutlich vermindert. Man
erhielt 10 in méssiger Ausbeute von 35 %.

Die folgende alkalische Verseifung (VI) des NTA-Thioessigsdureesters 10 flihrte man in

9 16, 25]

Abweichung von der Literaturvorschrift in alkalischer methanolischer Losung durch

nach einer Vorschrift von Poudrel et al. 6% %4

Nach extraktiver Aufarbeitung erhielt man
einen Feststoff, bei dem es sich gemiB 'H-NMR um ein Disulfid / Thiol-Gemisch handelte.
Zur Reduktion des Disulfid-Anteils wurde das Gemisch mit Triethylphosphin in einem THF-
Wasser-Gemisch reduziert. In einer Gesamtausbeute der beiden letzten Stufen von 24 %

erhielt man das Thiol 12.

2.3.1.1 Synthese des NTA-Chelators

In Abweichung'® zur Literaturvorschrift®” verwendete man fiir die Alkylierung des
z-geschiitzten Lysinderivates 7 (siche Abb.2-1) einen ca. dreifachen Uberschuss an
Bromessigsdure zur Steigerung der Ausbeute. Massenspektroskopisch liess sich im
Reaktionsgemisch weder Edukt 7 noch einfach alkyliertes Produkt nachweisen, sondern
ausschliesslich das gewiinschte zweifach alkylierte.'' Dementsprechend war das Lysinderivat
7 quantitativ umgesetzt. Die Umfillung bewirkte eine effiziente Aufreinigung von 8.
Anschliessende Hydrierung iiber Pd / C im Alkalischen lieferte einen quantitativen Umsatz.
Das Produkt wurde als 10% ige alkalische Losung (pH =10, eingestellt mit 50 %iger NaOH)

fir die Darstellung des  NTA-Thioessigsdureesters 10  weiter  verwendet.

? Die Durchfithrung gemiss Literaturvorschrift scheiterte.
' In der Literatur wird ein zweifacher Uberschuss an Bromessigsiure verwendet.

' Unter gleichen Messbedingungen beobachtete man den Massenpeak des Edukts nach Hinzufiigen zur Probe.
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2.4 Impedanzspektroskopische Qualititskontrolle der Oberflichenmodifikation

QCM-Goldelektroden wurden mit der selbstassemblierten, gemischten Monoschicht (geméif
Kap. 2-3) modifiziert (siche Kap. 5.2).!" Direkt nach Modifikation wurden die Substrate in
die Kleinst-Volumen-Messzelle eingebaut und zur Qualitdtskontrolle der selbstassemblierten
Monoschicht'?  mit einem platinierten  Platindraht (/=ca.1cm,d=0.5mm) als
Gegenelektrode impedanzspektroskopisch charakterisiert (siehe Kap. 5.1.3).1°°" Die deutlich
grofere Oberfldche verleiht dem platinierten Platindraht eine vielfach grofere Kapazitit, die
gegeniiber der modifizierten QCM-Elektrode vernachldssigbar wird. Das Impedanzspektrum
der Zwei-Elektroden-Anordnung wird im Wesentlichen durch die elektrischen Eigenschaften
der modifizierten QCM-Goldelektrode bestimmit.

Alle folgenden Messungen im Rahmen von Kapitel 2 wurden in einer Pufferlésung' (pH = 7)
durchgefiihrt, die fortan als Puffer A bezeichnet wird.

Zur Auswertung der Impedanzspektren formuliert man ein elektrisches Ersatzschaltbild fiir
das zu untersuchende elektrochemische System. Die elektrischen FEigenschaften einer
selbstassemblierten Alkanthiol-Monoschicht auf einer Goldoberfldche, die in einen Elektrolyt
exponiert ist, werden im wesentlichen durch eine Reihenschaltung von Kapazitit und

Widerstand (Ersatzschaltbild: (CyRg;)) beschrieben (Abb. 2-17).

ﬁﬂgﬁ(ﬁiﬁgﬁ o I — 1o
d\/ H OH _—
ﬁ&ﬁoﬁﬁ?ﬂwzﬂ’”

Au 5/\/\/\/*/“/ 080/ OH O Cwm Re

#&ﬂ?ﬂ“

Abb. 2-17: Ersatzschaltbild (CyRgj) zur Beschreibung der SAM-modifizierten Elektrode; Cy; : Kapazitit der

modifizierten Elektrode; R : Elektrolytwiderstand

1 Selbstassemblierte Monoschichten sind in der Regel nicht perfekt gepackt (entspr. 100 % gleichmissiger

Bedeckung) und weisen einen mehr oder weniger grossen Anteil an mikroskopischen Defekten auf.

" Puffer A : 50 mM KCI, 20 mM 3-(N-Morpholino)propansulfonsiure (MOPS), 5 mM MgCl,, pH = 7
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Der Widerstand Rg; wird durch das ohmsche Verhalten der Elektrolytlosung verursacht,
wihrend Cy der Kapazitéit der modifizierten Elektrode entspricht.

Die ermittelten Kapazititen Cy; dienten als MalBl fiir die Qualitdit der Modifikation
(gleichméaBige, vollstindige Bedeckung der Goldoberfldche).

Eine nicht-lineare Kurvenanpassung (non-linear-least-square-fit), die mittels der FRA (engl.
Frequency Response Analyzer)-Software durchgefiihrt wurde, ermoglichte die Anpassung der
Elemente des aufgestellten Ersatzschaltbildes an die Messdaten und lieferte die, das

elektrochemische System charakterisierenden Parameter.

Als Beispiel ist das Impedanzspektrum einer QCM-Goldelektrode (A = 0.34 cm?), modifiziert
mit einer Immobilisierungsmatrix (x(12) = 0.05) aufgefiihrt, einschlieBlich der linearen

Kurvenanpassungen (Abb. 2-18).

7 100
90

80

70

60

50 =
40

30

20

10

log(f)

Abb. 2-18: Impedanzspektrum (log (z) (Logarithmus der Impedanz) und Phasenverschiebung @ als Funktionen
der Frequenz einer QCM-Goldelektrode (A = 0.34 cm?), modifiziert mit einem gemischten SAM (x(12=0.05),
gemessen gegen platinierten Platindraht in Puffer A. Die durchgezogenen Linien sind die Ergebnisse der

Anpassung der Parameter des Ersatzschaltbildes (CyRg); Cyy=1.74 uF / cm?; R =533 Q;
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GemiB Whitesides et al.l) entspricht das Verhiltnis von Thiol 12 zu Thiol 5 in der
Inkubationsldsung im wesentlichen dem Verhéltnis der beiden Molekiile in der Monoschicht.
Die ermittelten Kapazititen sind unabhédngig von der Zuammensetzung der gemischten
Monoschicht in dem untersuchten Konzentrationsbereich und Streuen um einen Mittelwert
von (1.69 £0.08) uF / cm® (Abb. 2-19). Dieser Wert entspricht dem Literaturwert® der
Kapazititen von Alkanthiol-Monoschichten auf Gold mit vergleichbarer C-Kettenlédnge (Cy).

2
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Abb. 2-19: Kapazititen von modifizierten (Immobilisierungsmatrix) QCM-Goldelektroden ( A =0.34 cm®),
ermittelt durch Kurvenanpassung des Ersatzschaltbildes (CyRg) an die zugehorigen Impedanzspektren als
Funktion des Molenbruchs x;, von Matrix-Thiol 12 in der Inkubationslésung, gemessen in Puffer A; E=0mV,
Amplitude: 40 mV

Im Vergleich hierzu lieferte eine Tetradekan-modifizierte QCM-Goldelektrode eine Kapazitit
von 1.247 pF / cm®.

In jedem Fall zeigen sich deutlich kleinere Kapazitdten als an einer blanken Goldelektrode Cgy
(~30-50 pF / cm?).1¥!

Die Kapazitit Cg4 einer blanken Goldelektrode in einer Elektrolyt-Losung wird durch die

Helmholtz-Doppelschicht der adsorbierten Ionen verursacht. Eine auf der Goldelektrode
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adsorbierte Monoschicht fiihrt zu einer weiteren Kapazitit Cy in Serie mit Cy4 an der
Grenzfliche. Da Cgq (~30-50 pF/ cm?®) >> Cy (~1-4 uF / cm?) wird die Gesamtkapazitit
durch die Kapazitdt der Monoschicht Cy; bestimmt. Cy; hdngt reziprok linear von der Dicke d

der Monoschicht ab, gemiB Gleichung (2.1).1°¥

d= €0 & (CM)-1 (2'1)

mit d: Dicke der Monoschicht [m- 10"4] ; go: Dielektrizitatskonstante des Vakuums

[8.9-107% F/ m]; & [relative Dielektrizititszahl]; Cy [uWF/ cm’]

Die Kapazitit der Monoschicht ist im Gegensatz zur Kapazitit der blanken Goldelektrode
prinzipiell unabhiangig vom Elektrolyt und der Elektrolyt-Konzentration.

Geht man davon aus, dass die Kapazitit Cy; der Immobilisierungsmatrix im wesentlichen
durch die Dicke der Alkan-Schicht (C;;) determiniert ist, so zeigen die gefundenen
Kapazititen eine gleichmiBig dichte, monoschichtige Modifikation der Oberflidche fiir jeden
Molenbruch.
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2.5 Reversible spezifische Immobilisierung von His-TAG-EF;-ATPase

Es  wurden Bindungsstudien @ von  His-TAG-EF;-ATPase = an  modifizierten
QCM-Goldelektroden durchgefiihrt. Hierzu verwendete man die eigens entwickelte Kleinst-
Volumen-Messzelle (sieche Kap. 5.1.1.2). Nach impedanzspektroskopischer Charakterisierung
(Kap. 2.4) wurden die modifizierten QCM-Goldelektroden direkt fiir Protein-Bindungsstudien

verwendet.

2.5.1 Unterdriickung der unspezifischen Adsorption

In Abb. 2-20 sind drei libereinandergelagerte Frequenzverldufe verschiedenartig modifizierter
QCM-Goldelektroden abgebildet, die jeweils nach Einfiillen von EF;-ATPase-Lésung und

anschliefendem Spiilen mit proteinfreiem Puffer A'* aufgezeichnet wurden.
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Abb. 2-20: ibereinandergelagerte Frequenzverldufe von drei unterschiedlich modifizierten

5 MHz-Quarzresonatoren nach Fiillen der Kleinst-Volumen-Messzelle mit 33 -10° M EF,-ATPase und
anschlieBendem Spiilen mit proteinfreiem Puffer A" ;

Kreise: blankes Gold; Dreiecke: Tetradekanthiol; C: Thiol § ; ----(vert.): Proteinzugabe

' Puffer A (entsprechend Kap. 2.4 ): 50 mM KCI, 20 mM 3-(N-Morpholino)propansulfonsiure (MOPS),
5 mM MgCl, pH=7
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Konkret wurde jeweils wie folgt verfahren: nachdem sich Frequenzstabilitdt der mit Puffer A
geflillten Messzelle eingestellt hatte (x), fiihrte man einen vollstindigen Volumenaustausch
mit 1 ml33-10° M EF,-ATPase-Losung (y; Start: vertikale Linie) durch und stoppte den
Durchfluss. Man wartete erneut eine stabile Frequenz ab, spiilte die Messzelle mit 2 — 3 ml
proteinfreier Pufferlosung (Start: gekennzeichnet mit Pfeil), stoppte wiederum den Durchfluss
und wartete erneute konstante Frequenz ab.

Nach jeweiligem FEinfiillen der Protein-Lsung in die Kleinst-Volumen-Messzelle zeigten sich
an den drei unterschiedlich modifizierten QCM-Goldelektroden deutlich voneinander
abweichende Frequenz-Verldufe.'”> Wihrend die blanke und die Tetradekanthiol-modifizierte
QCM-Goldelektrode etwa eine halbe Stunde nach Beginn des Einfiillens der Proteinldsung
erneute Frequenzstabilitét erreichten, war der mit Thiol 5 modifizierte Resonator bereits nach
etwa 10 min wieder stabil. Nach anschlieBendem Spiilen mit proteinfreier Pufferlésung und
Frequenz-Stabilisierung waren folgende Gesamt-Frequenzabnahmen fiir die einzelnen

Resonatoren zu beobachten:

¢ blankes Gold: Af A =90 Hz
e Tetradekan-modifiziertes Gold: Afg =51 Hz
e Mit Thiol 5 modifiziertes Gold: Af c =10 Hz

Die Frequenzverldufe spiegeln die unspezifische, irreversible Adsorption der EF;-ATPase an
die verschieden modifizierten Oberfldchen wieder.

Der molekulare Durchmesser von EF;-ATPase betrigt etwa 9 nm."”! Eine dicht gepackte
Schicht der Molekiile auf der Resonatoroberfldche hat nach den unter Kapitel 3.3 getroffenen
Uberlegungen  (siche Gleichung 3-3) eine theoretische areale Massendichte von
AL, 4 =0.87 pg cm™. Gemiss Sauerbrey-Gleichung (siehe Kap. 3, Gleichung 3-1) fiihrte die
Adsorption einer solchen Schicht (ohne Einschluss von Wasser) zu einer Frequenzinderung
von Af ¢, =49 Hz.

Dieser Wert ist in sehr guter Ubereinstimmung mit der gemessenen Frequenzinderung
Afg =51 Hz des Tetradekanthiol-modifizierten Resonators, so dass man hier von der
Ausbildung einer EF;-ATPase-Monoschicht ausgehen kann. Die Frequenzidnderung an der

blanken QCM-Goldelektrode weist auf die Ausbildung von Multischichten hin, eventuell

'3 Alle Frequenzabnahmen sind zu Beginn (etwa 60 s) durch die Durchmischungskinetik (Volumenaustausch)

verzogert.
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initiiert durch Denaturierung des Proteins aufgrund der Wechselwirkung mit der

Goldoberflache.

Generell adsorbieren Proteine spontan an Festkdrperoberflichen.!'*! Die Adsorption auf Gold
wird begilinstigt durch exponierte Amino- und Thiolgruppen auf der Oberfldche des Proteins.
Ebenfalls spielen hydrophobe Wechselwirkungen eine Rolle. Diese erkldren auch die
Adsorption der EF-ATPase an die Tetradekan-modifizierte Resonatoroberfléche.

In der Literatur!'® ** 602l

wird berichtet, dass Thiol 5 eine betrichtliche Unterbindung der
unspezifischen Adsorption von Proteinen bewirkt.

So konnten Whitesides et al.l* ® an mit Thiol 5 modifizierten Goldsubstraten mittels
Oberflachenplasmonenresonanz (SPR, engl. Surface Plasmon Resonance) und Ellipsometrie
vollstindige Unterdriickung der Adsorption verschiedener Proteine beobachten.

Die in Abb. 2-14 gezeigte, deutlich reduzierte Frequenzabnahme (90 % Reduktion in Bezug
auf Af 4 bzw. 80 % Reduktion in Bezug auf Af ) des mit Thiol 5 modifizierten Resonators

bestitigt dies.

Die Reduktion der unspezifischen Protein-Adsorption, d.h. der Protein-Substrat-
Wechselwirkung, ist von fundamentaler —Bedeutung flir das Studium von

Protein-Protein-Wechselwirkungen mit oberfldchensensitiven Techniken.

2.5.2 Adsorption / Desorption-Zyklus

Fir die im  Folgenden  gezeigten @ Messungen  wurden  monoschichtige
Immobilsierungsmatrizen (gemischte SAMs aus den Thiolen 5 und 12) zur Modifikation von
QCM-Goldelektroden verwendet. Nach impedanzspektroskopischer Charakterisierung
wurden die modifizierten QCM-Goldelektroden direkt fiir Protein-Bindungsstudien
verwendet.

Abbildung 2-21 (nichste Seite) zeigt den Verlauf von Frequenz- und
Resonanzwiderstandsignal eines modifizierten Resonators (x(2) = 0.005) in Abhéngigkeit der
Folge verschiedener Probelosungen, mit denen die Kleinst-Volumen-Messzelle gefiillt wurde.
Die gestrichelten, vertikalen Linien markieren Zeitintervalle, in denen die Messzelle mit den

entsprechenden Probeldsungen gefiillt war.
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Abb. 2-21: Verlauf von Frequenzsignal (A) und Resonanzwiderstand (B) eines modifizierten Quarzresonators
(Immobilisierungsmatrix, x;, = 0.005) in Abhéngigkeit der Sequenz verschiedener Probeldsungen zur Fiillung
der Kleinst-Volumen-Messzelle;

X123 . Puffer A; y: 33:10° M EF-ATPase in Puffer A; z: 0.5 M Imidazol in Puffer A
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Es erfolgte jeweils zu Beginn eines Intervalls Volumenaustausch mit mindestens 1 ml der
Probelosung unter konstantem Durchfluss, der anschliessend gestoppt wurde, um eine neue
Signalkonstanz abzuwarten.

Nachdem sich zu Beginn der Messung (x;) im stationdren Modus ein konstantes
Frequenzsignal (A) der mit proteinfreier Pufferlosung gefiillten Messzelle eingestellt hatte,
spiilte man vorsichtig mit 1 ml einer 33-10° M EF;-ATPase-Pufferlosung (y) und stoppte
dann den Durchfluss. Die Frequenz nahm unmittelbar mit dem ersten Einfliessen der
Proteinlosung in die Messzelle ab, um nach weiteren ca. 2000 s unter Erniedrigung von 38 Hz
einen neuen konstanten Wert anzunehmen.

Die Frequenzabnahme spiegelt die Adsorption von EF;-ATPase auf der modifizierten
Goldoberfldche wider.

In demselben Zeitintervall zeigte der Resonanzwiderstand (B) zunichst eine sprunghafte,
dann eine kontinuierliche langsame Zunahme um insgesamt ca. 4 Ohm, die auf Ddmpfung
durch die Losung (sprunghafter Anstieg) und durch adsorbierendes Protein (langsamer
Anstieg) zurtickgefiihrt wird.

AnschlieBend erfolgte Volumenaustausch durch proteinfreie Pufferlésung entsprechend der
oben beschrieben Verfahrensweise (x;). Bereits wenige Sekunden nach Stoppen des
Durchflusses stellte sich eine stabile Frequenz (A) ein. Die leichte Abnahme um 1 Hz kann
moglicherweise durch Desorption von schwach physiosorbiertem Protein verursacht worden
sein. Wihrenddessen nahm der Resonanzwiderstand (B) zunéichst sprunghaft, dann weiterhin
langsam ab, um einen gegeniiber dem Ausgangs-Resonanzwiderstand (x;) etwa 0.5 Ohm
kleineren Wert anzunehmen. Die Dimpfung des Resonators durch die adsorbierte
Proteinschicht wird, aufgrund dieser nur geringfiigigen Anderung, als vernachlissigbar klein
betrachtet. Es wird von einem Mitschwingen der Adsorbatschicht in Phase mit dem Quarz
ausgegangen.

Die fortwahrende Konstanz des Frequenzssignals (A) in diesem Zeitintervall (x;) deutet auf
eine stabile Fixierung des Proteins an der Oberflache hin.

Nachdem das Frequenzsignal ldnger als eine halbe Stunde konstant war, spiilte man ausgiebig
mit 0.5 M Imidazol in Puffer A (z) (ca. 5 ml) und regenerierte die Messzelle, ohne erneute
Frequenzstabilitit abzuwarten, direkt mit Puffer A (x3) (ebenfalls ca. 5 ml).

Imidazol verdrangt bei geniigend hoher Konzentration das His-TAG-modifizierte Protein aus
der Koordinationssphire des chelatierten Ni** und bewirkt Desorption des Proteins, wihrend
das Metallion an der Oberfldche fixiert bleibt. Die vergleichsweise hohe Konzentration des

Imidazols verursacht eine starke Dampfung des Resonators, verusacht durch einen Dichte-
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und Viskosititsanstieg der Messlosung, was sich in einem sprunghaften Anstieg des
Resonanzwiderstands niederschlidgt. Der Verlauf des Frequenzsignals (A) ist in diesem
Bereich (z) nicht interpretierbar, da sich die Desorption des Proteins als frequenzerhdhender
Prozess und die Diampfung durch Viskositits- und Dichteanstieg der Losung als
frequenzerniedrigender Prozess tliberlagern.

Anschliessendes Spiilen mit reiner Pufferlosung bewirkt eine Riickkehr der Frequenz auf

thren Ausgangswert und indiziert die Regeneration der Sensoroberfldche.

Der Adsorption / Desorption-Zyklus zeigt, das His-Tag modifizierte EF;-ATPase stabil und
reversibel an der modifizierten Oberflaiche immobilisiert werden kann.

Dies ist in Abb. 2-23 schmematisch dargestellt.
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Abb. 2-22: Erlduterung der verwendeten Symbole zu schematischen Darstellungen in folgenden Abbildungen

A: Thiol 5; B: Thiol 12 ;C: Ni2+; D: His-TAG-Protein; E: Imidazol; F: EDTA
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Abb. 2-23: Schematische Darstellung der reversiblen spezifischen Immobilisierung eines His-TAG-Proteins an

der Immobilisierungsmatrix; A: Thiol 2; B: NTA-Thiol; C: Ni2+; D: His-TAG-Protein; E: Imidazol; F: EDTA
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2.5.3 Deaktivierung und Regeneration der spezifischen Bindung
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Abb. 2-24: Ubereinandergelegte Frequenzverliufe bei Zugabe (-, vert.) von EF,-ATPase-Pufferlosung an
einem modifizierten Quarzresonator (Immobilisierungsmatrix, x;, = 0.005); Kreis: bei erstmaligem Fiillen mit
Proteinlosung; Dreieck: Fiillen mit Proteinldsung nach 30 min Inkubation in 0.1 M EDTA-Pufferlosung;
Quadrat: Fiillen mit Proteinlosung nach erneuter Inkubation in a) 10 mM NaOH, 10 min und b) 50 mM NiSO,

Der Frequenzverlauf A (Kreise) in Abb. 2-24 spiegelt die erste Adsorption der His-TAG-
markierten EF;-ATPase an einer frisch modifizierten Sensoroberfliche wieder (iibernommen
aus Abb. 2-15 A, (y)). Nach der bereits erlduterten Regeneration dieser Oberfliche durch
Imidazol- und Pufferspiilen wurde 30 min 0.1 M EDTA-Pufferlosung in der Messzelle stehen
gelassen und anschlieBend wieder mit Puffer A gespiilt. Dann erfolgte Volumenaustausch mit
33-10° M EF,-ATPase-Pufferlosung. Es zeigte sich eine deutlich verminderte
Frequenzabnahme von etwa 6 Hz, entsprechend dem Signalverlauf B (Dreiecke).

EDTA bildet mit dem Ni*" noch stabilere Komplexe als NTA und 16st das Schwermetallion
aus dem Chelatkomplex von der Oberfldche. Folglich bindet das Protein nicht mehr spezifisch
an die Oberfldche.
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Nach erneutem Spiilen mit Imidazollosung und Puffer A inkubierte man 5 min mit 1 mM
NaOH und anschliessend 1 h mit 50 mM wissriger Nickelsulfatlosung. Man spiilte die
Messzelle mit Puffer A und anschliessend mit 33102 M EF,-ATPase-Pufferlosung. Man
beobachtete eine Abnahme der Frequenz entsprechend dem Frequenzverlauf C (Quadrate),

der in guter Ubereinstimmung mit dem Frequenzverlauf A ist und zur gleichen

Frequenzerniedrigung von Af = 38 Hz fiihrt.

Nach erneutem Beladen der Oberfliche mit Ni**

die spezifische Bindung der EF,-ATPase vollstindig regeneriert (Abb. 2-25).

Abb. 2-25:
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Schematische Darstellung der Deaktivierung / Regeneration der spezifischen Bindung des

His-TAG-Proteins an der Immobilisierungsmatrix

war die modifizierte Sensor-Oberflache fiir
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Das Experiment zeigt die Schaltbarkeit der spezifischen Proteinbindung an der Oberfléche:
EDTA wirkt als chemischer ,, Aus-Schalter®, Ni*" als chemischer ,Ein-Schalter (siche
Abb. 2-25).

Es wurden wesentliche Funktionsprinzipien der Metallchelataffinititschromatographie an der
Sensoroberfldche untersucht. Erstmals gelang auf solchen Oberflichen die massenspezifische
Detektion von einem Modellprotein, wodurch die prinzipielle Eignung der verwendeten
Kombination von Sensortechnik und Oberflichenmodifikation fiir biochemische

Affinititsstudien demonstriert wurde.
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2.5.4 Verdiinnte Protein-Oberflichen

Whitesides et al.l beschreiben, dass durch Verdiinnung des NTA-terminierten Thiols 12
durch das Oligoethylenoxid-terminierte Thiol 5 an der Oberfliche entsprechend Protein-
verdiinnte Goldoberflichen zuginglich werden. Dieses Phidnomen wurde von ihnen mit

Oberflachenplasmonenresonanz beobachtet und soll im folgenden massenspezifisch mittels

QCM untersucht werden.
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Abb. 2-26: Frequenzabnahmen durch Adsorption von EF;-ATPase (nach Puffer-Spiilen) als Funktion des
Molenbruchs von Matrix-Thiol 12 in der Inkubationslosung; Kreis: EF,-ATPase ohne His-TAG

Abb. 2-26 zeigt die Frequenzabnahmen, die durch Adsorption von EF;-ATPase und
anschliefendes Puffer-Spiilen als Funktion des Molenbruchs von Thiol 12 in der
Inkubationslosung zur vorausgehenden Modifikation der blanken Goldoberfliche beobachtet
wurden. Fiir x(12) = 0 ist eine Frequenzabnahme um etwa 11 Hz zu beobachten, diese wird auf
unspezifische Adsorption des Proteins zuriickgefiihrt (siehe Kap. 2.5.1). Ebenfalls zeigt sich
fiir EF1-ATPase ohne His-TAG bei x(12) = 0.1 eine geringfiigige Frequenzabnahme von 11 Hz

(Kreis), die ebenfalls mit unspezifischer Adsorption des Proteins erkldrt wird. Mit steigendem
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Anteil von Matrix-Thiol 12 nimmt, entsprechend Abb. 2-26, die Frequenzénderung rasch zu
und geht bei etwa x(12) = 0.01 in Sittigung iiber.

GemiB Whitesides et al.l” entspricht das Verhiltnis von Thiol 12 zu Thiol 5 in der
Inkubationslosung im wesentlichen dem Verhéltnis der beiden Molekiile in der Monoschicht.
Demzufolge wichst mit steigendem Anteil von Thiol 12 in der Inkubationslésung
gleichermallen die Anzahl bzw. die Flichendichte der Bindungsstellen fiir das His-TAG-
Protein an der Oberfliche. Eine laterale Verdiinnung kann von Interesse sein, damit die
Proteine sich nicht gegenseitig behindern und ihre Funktionstiichtigkeit beibehalten.

Ab einer gewissen Mindest-Flichendichte der His-TAG-Bindungsstellen wird die
Sattigungskonzentration durch die geometrische Abmessungen des Proteins (Modell der
dichten Kugelpackung) bestimmt. Eine weitere Zunahme des Anteils von Thiol 12 in der
Inkubationslosung hat keinen Einfluss auf die Masse des adsorbierenden Proteins.

Abb. 2-27 auf der nichsten Seite veranschaulicht die geschilderten Zusammenhinge.

Geht man von einer statistischen, homogenen Verteilung der beiden Thiole in der
Immobilisierungsmatrix aus, so spiegelt der Molenbruch x(2) = 0.01 bei Sittigung das
Verhiltnis der Querschnittsflichen des Protein-Molekiils und des NTA-Thiols wider: 100 nm?’
der Immobilisierungsmatrix sind mit 1 nm* des NTA-Thiols bedeckt, dies entspricht in etwa
dem molekularen Durchmesser einer Chelatorfunktion. Das Proteinmolekiil weist in etwa eine
Querschnittsfliche von 100 nm” auf. Die verwendete Mutante der EF;-ATPase verfiigt zwar
iiber drei His-TAGs, jedoch ist eine effiziente Bindung schon iiber eine His-TAG-Funktion
denkbar.
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Abb. 2-27: Schematische Darstellung der Oberflichenkonzentrationen von NTA-Thiol, Verdiinner-Thiol und
His-TAG-Protein
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3 Elektronentransfer an Protein-modifizierten Elektroden

Dieses Kapitel beschreibt die elektrochemischen Studien an unspezifisch
auf Gold adsorbierten Proteinschichten. Es wurden Untersuchungen mit
einer Reihe von Proteinen unterschiedlicher isoelektrischer Punkte,
sowie verschiedenen Redoxmarkern durchgefiihrt. Diese fiihrten zu der
generellen Beobachtung, dass an Schichten globuldrer Proteine
redoxaktive Verbindungen in Losung elektrochemisch angekuppelt
werden konnen. Man fand ein fundamentales Modell, welches den
pH- und  Elektrolyt-abhdingigen Elektronentransfer durch
Proteinschichten mechanistisch erkldrt. Damit wurde erstmals das in der

Literatur’'” beschriebene ,, Ion-Channel-Sensing “ aufgeklrt.

3.1 Einleitung

Modifikationen von Elektrodenoberflichen mit Schichten, wie selbstassemblierte
Monoschichten (SAMs), Membranen oder Polymeren, sind von fundamentaler Bedeutung fiir
das Studium von Elektronentransferprozessen an Grenzflichen und fiir die Entwicklung
neuartiger elektrochemischer Sensoren.! * 7!

Enthalten solche Schichten geladene Gruppen, so haben die resultierenden elektrostatischen
Wechselwirkungen mit geladenen Redoxspezies in Losung einen gravierenden Einfluss auf
den Elektronentransfer an den modifizierten Elektroden. Im allgemeinen erlaubt die
anziehende Wechselwirkung der Oberfliche und der Redoxspezies den Elektronentransfer,
wihrend die abstoBende Wechselwirkung zu einer mitunter vollstindigen Blockade desselben
fiihrt. Dieses grundlegende Phinomen wurde bereits in den 70er Jahren entdeckt "> ! und
von Sugawara et al.’ mit der Einfihrung der sog. Ionenkanal-Sensoren (ion-
channel sensors) erstmals fiir eine analytische Anwendung genutzt. Die elektrostatische
Bindung einer positiv geladenen, elektroinaktiven Spezies an eine negativ geladene

Oberflache fiihrt zu einer Umpolung der Oberfliche und damit zu einer signifikanten

Anderung der Redoxantwort einer negativ geladenen Spezies in Losung. Die Bindung des
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Analyten wird auf diese Weise, durch die deutlich héhere Konzentration der Redoxspezies,
drastisch verstiarkt. Es handelt sich um eine indirekte elektrochemische Detektion einer

elektroinaktiven Spezies (Abb. 3-1).

Elektrode Elektrode

Abb. 3-1: Funktionsprinzip eines sog. ,lonenkanal-Sensors (engl. ion-channel sensor)* mit sog.
,intermolekularen Spalten (engl. intermolecular voids)“ (nach Sugawara)!™ mit A: Rezeptor, B: Redoxmarker
und C: Analyt; Der negativ geladene Rezeptor repulsiert den Redoxmarker. Nach Bindung des elektroinaktiven
Analyten, wird die Rezeptorschicht ,,durchldssig” fiir den Redoxmarker. Der Analyt wird somit indirekt

nachgewiesen, verstirkt durch die Konzentration des Redoxmarkers.

Zwangsldufig gilt das gleiche Funktionsprinzip fiir umgekehrte Polarititen von Analyt,

Rezeptor und Redoxmarker.

Die Bindung des Analyten an den Rezeptor kann auch die Blockade des Elektronentransfers
auf eine gleichsinnig geladene Redoxspezies in Losung bewirken. In diesem Fall wird der

Analyt indirekt iiber die Abnahme des Redoxstromes bestimmt.

Seither ist eine grosse Anzahl von Arbeiten auf dem Gebiet der ,,lon-Channel-Sensors*

verdffentlicht worden, die auf selbstassemblierenden Monoschichten, Polymeren und

Langmuir-Blodgett-Filmen beruhen und fiir die Detektion von anorganischen Kationen!”> ",

[81-83 [ [86-89

Anionen™*¥ | Polymeren ***!, Proteinen!®**"! und Antikorpern®”, DNA-Einzelstringen'”"! |

Nukleotiden P*** und weiteren organischen Molekiil-Tonen %%

[97]

eingesetzt worden.

Ubersichten geben Biihlman et al. '), Luo 7 und Sugawara et al.’™.
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Diinnstschichten, welche iiber protonierbare bzw. deprotonierbare Gruppen verfiigen, sind
von besonderem Interesse, da die Nettoladung der Schicht pH-abhéngig bzw. iiber den pH
einstellbar ist. Dies ermdglicht einen pH-schaltbaren Elektronentransfer.

Verschiedenartigste Diinnstschichten wurden in dieser Hinsicht auf Goldelektroden
untersucht: selbstassemblierte Monoschichten von Phospholipiden, Mercaptocarbonséuren
und Carboxydisulﬁden[gg'101], Aminodisulfiden!"", Chelatbildnern!””, Cystein-enthaltenden

. . . . . . .. . 1 1
Di- und Tripeptiden''® '® Diinnstschichten von aminoterminierten Dendrimeren!'®" "%,

[107 (86, 87, 108]

Polyelektrolyt-Multischichten!'” und Proteinschichten
Im Verlauf dieser Arbeit erkannte man, dass Protein-Schichten auf Elektroden das Verhalten
von pH- und Elektrolyt-abhingigen Elektronenschleusen aufweisen.

Die im Folgenden angestellten Untersuchungen dienten der mechanistischen Aufklarung

dieses Phianomens.

3.1.1 Thyroglobulin als Modellprotein fiir elektrochemische Studien

Kommerziell erhiltliches Thyroglobulin aus der Schweineschilddriise'® diente als
Modellprotein fiir die Rahmen von Kapitel 3 durchgefiihrten elektrochemischen Studien.

Thyroglobulin ist ein in der Schilddriise reichlich (ca. 75 % des Trockengewichts) enthaltenes
hochmolekulares, dimeres Glykoprotein mit einer Molmasse von 660kD (ca. 10 %
Zuckeranteil). Es kann als Tragermolekiil fiir Thyroid-Hormone betrachtet werden. Es enthélt
die hormonell wirksamen lodaminosduren 3,3",5-Triiod-L-thyronin und L-Thyroxin, bereits
wiéhrend ihrer Biosynthese in variablen Anteilen (2-4 pro Dimer) in der Polypeptidkette
eingebaut und setzt diese nach enzymatischer Proteolyse frei. Thyroglobulin enthélt ca. 90 %

des organisch gebundenen Iods.!'"”

NH;

HO | COO-

X=H Triiodthyronin; X=I Thyroxin

16 Fluka



Elektronentransfer an Protein-modifizierten Elektroden 44

3.2 Unspezifische Adsorption von Thyroglobulin auf Gold

Die unspezifische Adsorption von Thyroglobulin auf einer Goldoberfliche wurde mit der
eigens entwickelten EQCM-Durchflusszelle untersucht (siche Exp. Teil).

Simultane Strom - und Frequenzmessungen wurden bei pH=7 in Gegenwart von
Redoxmarkern in 1 mM Konzentrationen durchgefiihrt: ein Adsorptionsexperiment in
Gegenwart von negativ geladenem Fe(CN)s", ein zweites in Gegenwart von positiv
geladenem Ru(NHz), "

Im Falle von Fe(CN)s" beaufschlagte man die QCM-Goldelektrode mit einem Potential von
E=+0.2V, im Falle von Ru(NH3)s*" mit einem Potential von E =- 0.2V gegen einen Silber-
Draht, entsprechend der zugehorigen Redoxpotentiale fiir die Oxidation des Hexacyanoferrats
(IT) bzw. fiir die Reduktion des Hexaminrutheniums (III) an einer blanken Goldelektrode, um
im diffusionskontrollierten Potentialbereich zu arbeiten. Man fiihrte die Messungen unter
hydrodynamischen Bedingungen, das heisst unter stindigem Durchfluss der Probeldsungen
durch (ca. 1 Tropfen / Sekunde), um eine konstante Konzentration der Redoxspezies an der
Oberfldache zu gewéhrleisten (siehe Kap. 5.1.1.2 u. 5.1.1.3).

Abb. 3-2 (ndchste Seite) zeigt die erhaltenen simultanen Strom- und Frequenzsignal-
Verldufe. Zusammengehorige Strom- und Frequenzsignale einer Messung sind mit gleichen
Symbolen markiert: Dreiecke kennzeichnen das Adsorptionsexperiment in Gegenwart des
Hexacyanoferrats (I1), Kreise die Messungen in Gegenwart von Hexaminruthenium (I1I).

Das Signalrauschen ist auf leichte Schwankungen in der Durchflussrate zuriickzufiihren.
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Abb.  3-2:  Simultane Frequenz- (weisse Symbole) und Stromsignal-Verldufe (schwarze Symbole,
betragsmissig aufgetragen) wihrend der unspezifischen Adsorption von Thyroglobulin auf einer QCM-
Goldelektrode (A =0.34 cm®) in Gegenwart eines Redoxmarkers (Fe(CN)s" (Dreiecke) oder Ru(NH;) "
(Kreise)) in der Durchflusszelle; x: 0.1 M KCI + Redoxmarker; y: 0.1 mg/ml Thyroglobulin in 0.1 M KCI +
Redoxmarker; (Dreiecke): 1 mM Fe(CN)¢"; E=+0.2 V vs Ag ; (Kreise): 1 mM Ru(NH3),", E=-0.2 V vs Ag

Nach Beginn des FEinstromens der proteinhaltigen Probelosung in die Messzelle
(gekennzeichnet durch eine gestrichelte Linie in  Abb.3-2) nahmen beide
Frequenzsignale (weisse Symbole) innerhalb von ca.120s um etwa 70 Hz ab. Die
Ubereinstimmung beider Frequenzverliufe lisst darauf schliessen, dass die Adsorption des
Proteins von den unterschiedlichen Elektrodenpotentialen und Redoxmarkern unbeeinflusst
blieb. AnschlieBendes Spiilen mit 0.1 M KCI hatte keinen Einfluss auf die beiden
Frequenzabnahmen (nicht gezeigt in Abb. 3-2), was auf eine irreversible Adsorption des
Proteins an der Goldoberflache hinweist.

Eine weitere QCM-Messung einer Thyroglobulin-Adsorption (hier nicht gezeigt), die man in
Abwesenheit der Redoxspezies ohne Potentialbeaufschlagung der Arbeitselektrode
durchfiihrte, lieferte ebenfalls eine Frequenzerniedrigung von 70 Hz, obgleich das Protein
zudem in erhohter Konzentration (f = 0.5 mg/ ml) in Losung vorlag. Dieser Wert deutet auf

Sattigung des Thyroglobulins auf der Oberflidche in allen Fillen.
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1O gilt folgender linearer Zusammenhang zwischen der Anderung der

GemiB Sauerbrey!
arealen Massendichte A, auf der Oberfliche eines Schwingquarzes und der Anderung der

Resonanzfrequenz Af:

A[‘m:'cm'A]p (3'1)
mit AT}, : Anderung der arealen Massendichte [ug cm™]; Af Frequenzinderung [Hz];
¢ Schichtwigeempfindlichkeit (5 MHz-Resonator) [17.7 ng Hz 'cm ]

Demzufolge entspricht die Frequenzerniedrigung Af von 70 Hz einer Zunahme der arealen

Massendichte A/, von

AL, =1.24 pg /em®.

Zur Berechnung eines theoretischen Wertes fiir die Massendichte A7}, der Proteinschicht
geht man von einer hexagonal dicht gepackten Monoschicht der Proteinmolekiile aus.
Nimmt man an, das Protein sei ein kugelformiges Molekiil mit gleichméssiger Dichte

(p=1.30 g cm™), so gilt fiir den theoretischen Durchmesser d;;, des Proteinmolekiils " :

dy=2-10"3 M/ (4z pNy)"? (3-2)

mit dy;: theoretischer Durchmesser [nm]; M: Molmasse [g mol™]; p: Dichte [1.30 g cm™].

Fiir Thyroglobulin mit einer molaren Masse M von 669000 g mol™ liefert Gleichung (3-2)
einen Durchmesser d;; von 11.9 nm. Mit Gleichung (3-3) kann die theoretische Massendichte
AL, berechnet werden, die sich aus einer hexagonal dichten Kugelpackung der

Proteinmolekiile ergibt''"

Al =rau- 09104 - M/ (zdy’ Ny (3-3)
mit Amy, : Masse in [g ]; 7: Rauhigkeit der Goldoberfldchen [ra, = 1.03] (vgl. Exp. Teil)

So gelangt man zu einer theoretischen Massendichte Al der Thyroglobulin-Schicht von

Al =0.95 ug cm™>

——m,in.
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Die Differenz des gemessenen Al zum theoretischen A[l},, wird auf die Masse von
eingeschlossener Elektrolytlosung in der Proteinschicht zuriickgefiihrt. In Poren oder Rillen
der Oberfliche eines modifizierten Quarzresonators zeigt eingeschlossenes Wasser das
Verhalten der “gefrorenen Fliissigkeit” und bewirkt einen dementsprechenden
Masseneffekt!''> ', Ebenfalls kann hydrodynamisch ankuppelndes Wassers aus
angrenzenden Fliissigkeitsschichten eine zusétzliche Abnahme der Frequenz bewirken.
Caruso et al.''¥ beobachteten fiir die unspezifische Adsorption von Ferritin auf Gold in
wissriger Losung etwa doppelt so grosse Frequenzidnderungen, als fiir die getrocknete

115]

Proteinschicht'’. Zhang et al.! fanden in dieser Hinsicht etwa 30 % grdssere

Frequenzinderungen fiir die Adsorption von Lysozym auf Gold. Eine ausfiihrliche Diskussion

dieser Problematik findet sich in einer Arbeit von Hodk et all''®

, die vergleichende
Untersuchungen von Proteinadsorptionen auf Titandioxid-Oberflaichen mit verschiedenen

oberflachensensitiven Techniken anstellten.

Die Abnahme des Oxidationstromes von Fe(CN)s" setzt simultan mit der
Frequenzerniedrigung ein, verlduft jedoch etwas langsamer (Abb. 3-2, schwarze Dreiecke).
Die Stromabnahme hat eine doppelt so groBe Halbwertszeit wie die korrespondierende
Frequenzerniedrigung und erreicht nach ca. 350 s wieder einen neuen konstanten Wert. Der
Oxidationstrom des Fe(CN)q" ist auf etwa 15 % des Ausgangswertes (t = 0) reduziert.

Die Verzogerung der Stromabnahme im Vergleich zur Frequenzerniedrigung wird mit dem
Einschluss von Wasser in der sich bildenden Proteinschicht erklirt, welches mit der Zeit
durch nachfolgend adsorbierende Proteinmolekiile verdriangt wird. Eine sich bildende
Proteinschicht kann einen relativ groBen Anteil an eingeschlossenem, mitschwingenden
Wasser aufweisen, so dass das Frequenzsignal bereits vor vollstindiger Bedeckung mit
Protein die Masse der gesittigten Schicht ,,vortduscht. Nach und nach wird das in den
Liicken eingeschlossene Wasser durch Protein ausgetauscht und die Proteinschicht dicht
gepackt. Dies kann zu einer nur geringfiigigen Anderung der Nettomasse der Schicht fiihren,
so dass eine Frequenzénderung nicht mehr beobachtet wird. Das Stromsignal hingegen kann
diesen Prozess =zeitlich auflésen, da die Redoxspezies gewissermassen zwischen
proteinbedeckter und wasserbedeckter Goldoberfliche diskriminiert. Weiterhin kann Packung
und / oder konformationelle Strukurdnderung der Proteinmolekiile nach der Adsorption zu

weiterer, elektrostatischer AbstoBung und damit zur Abnahme des Stromes filihren.

'" Die Messung der Frequenzinderung des getrockneten Resonators nach Proteinadsorption ist mit der in dieser

Arbeit verwendeten, ausschliesslich fiir in situ entwickelten Messzelle, nicht moglich.
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Der Reduktionstrom des Ru(NH;)s>" (Abb. 3-2, schwarze Kreise) wird durch die Adsorption
des Proteins in keinster Weise beeinflusst, auch nicht nach vollstindiger Séttigung der

Schicht.

Thyroglobulin hat einen isoelektrischen Punkt von 4.5. Demzufolge weist das Protein bei
pH =7 eine negative Nettoladung auf und die Adsorption flihrt zum Aufbau einer negativ
geladenen Schicht auf der Oberfliche. Mit wachsender Oberflichenbedeckung nimmt die
elektrostatische Abstossung zum vierfach negativ geladenen Fe(CN)s" in gleichem MaBe zu.
Die Redoxspezies kann an den bereits bedeckten Stellen die Elektrodenoberfliche nicht mehr
erreichen, so dass der Elektronentransfer dort effizient blockiert wird. Hingegen wird
Ru(NH;)s" durch die Proteinschicht elektrostatisch angezogen und kann weiterhin die
Elektrodenoberflache erreichen, SO dass die elektrochemische Reduktion
diffusionskontrolliert fortdauert.

Die Beobachtungen zeigen, dass die Proteinschicht als Elektronenschleuse fungiert: bei
pH=7 blockiert die Schicht den Elektronentransfer von Fe(CN)¢", wihrend der

Elektronentransfer auf Ru(NH3)63 " unvermindert stattfindet.

[Fe(CN).I" [RU(NH;).I”
A A O O

|
3

A O O

>

A A

i8S

Abb. 3-3: Schematische Darstellung der Adsorption von Thyroglobulin bei pH=7; Aufbau -einer
elektrostatischen Barriere fiir negativ geladenes Hexacyanoferrat (II) (Dreieck), wahrend positiv geladenes

Hexaminruthenium(II) (Kreis) auch nach quantitativer Proteinadsorption diffusionskontrolliert reduziert wird.
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Geht man davon aus, dass die bedeckte Elektrodenoberfliche die Oxidation des Fe(CN)s"
vollsténdig blockiert und die unbedeckte vollig unbeeinflusst ist hinsichtlich des heterogenen
Elektronentransfers, so kénnte man schlussfolgern, der Oxidationsstrom von Fe(CN)e" stelle
ein MaB fiir die Bedeckung der Oberfliche bzw. die noch nicht bedeckte
Elektrodenoberfliche dar. Dass dieses Bild aber nicht zuldssig ist, haben Stulik et al.l''”
kiirzlich anhand von Berechnungen gezeigt. Der diffusionskontrollierte Strom an einem Array

von Nanoelektroden ist identisch dem einer Makroelektrode mit der Oberfldache des Arrays.

Weitere Arbeiten, welche sich mit der Detektion einer Protein-Adsorption mittels der
Redoxantwort einer Spezies in Losung beschiftigen, wurden von Moulton und Kuramitz

durchgefiihrt.

Moulton et al. 1%

untersuchten die unspezifische Adsorption von Human Serum Albumin
und Immunoglobulin G auf Goldelektroden. Die Messungen wurden bei Protein-
Konzentrationen von B=0.1 mg/ml und pH =7 durchgefiihrt, also unter Bedingungen, die
mit denen in Abb. 3-2 vergleichbar sind. Sie beobachteten deutliche Abnahmen der
CV-Stromantwort von Fe(CN)s>™ auf etwa 10 % des Ausgansgwertes innerhalb von 10 min,
bewirkt durch die Adsorption der Proteine. Sowohl das Elektrodenpotential, als auch der pH-
Wert hatten Einfluss auf den Verlauf der Adsorption und die Masse adsorbierten Proteins bei
Sattigung.

Kuramitz et al. *® *! beobachteten einen verstirkten Elektronentransfer auf Fe(CN)s> an

einer Biotin-SAM-modifizierten Goldelektrode nach spezifischer Bindung von positiv

geladenem Avidin.

Die Messung einer Proteinadsorption mittels QCM und gleichzeitigem Erfassen des
Stromsignals eines Redoxmarkers in Losung unter hydrodynamischen Bedingungen sind nach

unserem besten Wissen hier zum ersten Mal vorgestellt.
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3.2.1 AFM-Aufnahme einer Thyroglobulin-modifizierten Goldoberfliche

Es wurden @ AFM-Aufnahmen an  blanken und  Thyroglobulin-modifizierten
AFM-Goldsubstraten im Contact-Mode und Non-Contact-Mode an Luft durchgefiihrt.'®
Hierzu wurden frisch gereinigte, blanke AFM-Goldsubstrate zundchst getempert, durch
kurzzeitige Exposition (ca. 5s) in eine reduzierende Wasserstoff-Flamme. Dadurch bilden
sich sehr glatte Goldoberflichen aus. Dies zeigt Abb. 3-4 (nédchste Seite). Es sind
charakteristische, atomare Stufen von Au(111)-Ebenen erkennbar.

Die Modifikation mit Thyroglobulin (geméss Kap. 5.2) erfolgte nach Tempern. Nach Spiilen
und Trocknen an Luft erhielt man die in Abb. 3-5 (néchste Seite) gezeigte AFM-Aufnahme.
Die charakteristischen, atomaren Stufen einer blanken, getemperten Goldoberfldche, geméss
Abb. 3-4 | sind nicht zu beobachten. Offensichtlich ist das Goldsubstrat an der untersuchten
Stelle vollstindig mit dem Protein bedeckt. Die kleinsten aufgelosten Strukturen weisen
Durchmesser von etwa 10-15 nm auf und werden einzelnen Protein-Molekiilen zugeordnet.
So findet sich eine gute Ubereinstimmung zum berechneten theoretischen Durchmesser dy;,
von 11.9nm. Bei den grosseren erkennbaren Strukturen handelt es sich vermutlich um
Protein-Agglomerate (Cluster). Im Gegensatz zu der vorher getroffenen Annahme einer
hexagonal dichten Packung kugelformiger Proteinmolekiile weist die mittels AFM aufgeloste
Struktur eine unregelmissige Packung der Proteinmolekiile auf. Weiterhin kann stellenweise

die Ausbildung einer zweiten Proteinschicht auf der unterliegenden erkannt werden.

' qurchgefiihrt von Martin Gorlich, Fachbereich Physik der Universitit Osnabriick
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Abb. 3-4: AFM-Aufnahme einer getemperten Goldoberfliche (Ra, = 1.0045)

b &
L
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Abb. 3-5: AFM-Aufnahme einer Thyroglobulin-modifzierten Goldoberfléche
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3.3 Elektronenschleusenfunktion Protein-modifizierter Goldelektroden

3.3.1 Redoxindikation der pH-Titration von Proteinschichten

Die pH-Abhéngigkeiten der Redoxstrome verschiedener Redoxmarker — negativ geladenem
Fe(CN)64', positiv geladenem Ru(NH3)63+ und neutralem Ferrocenylethanol — wurden an
Thyroglobulin-modifizierten Gold-Scheibenelektroden (gemaiss Kap. 5.2).

Aus Griinden der besseren Auswertung der Voltammogramme wurden die Messungen mit
differentieller Pulsvoltammetrie!!'® '] durchgefiihrt. Man erhielt die in Abb. 3-6 gezeigten
pH-Abhingigkeiten der Redoxstrome.

10

lil/ pA

Abb. 3-6: pH-Abhingigkeiten der differentiellen Pulsstrombetriage an einer Thyroglobulin-modifizierten Gold-
Scheibenelektrode (A = 0.07 cm?) in 0.1 M KCI; Dreieck: 1 mM Fe(CN)¢"; Kreis: 1 mM Ru(NH;)""; Quadrat:
1 mM Ferrocenylethanol; der pH-Wert wurde durch Zufiigen von verdiinnter HCI- bzw. KOH-Losung
eingestellt; v =5 mV/s, Amplitude: 25 mV
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Bei grossen pH-Werten beobachtet man sehr kleine Strome fiir F e(CN)s", die nur etwa ein
Prozent der Strome bei pH <4 betragen. Der Elektronentransfer ist effizient blockiert. In
Richtung des sinkenden pH-Wertes kommt es bei pH = 6.5 zum Einsetzen des Stromanstiegs,
welcher dann innerhalb von 2.5 pH-Einheiten sigmoidal auf maximale Werte ansteigt. Die
maximalen Stroéme, die fiir pH < 4 beobachtet werden, sind identisch mit Strémen, die unter
gleichen Bedingungen an blanken Goldelektroden gemessen werden. Bei pH =35 hat die
Titrationskurve einen Wendepunkt, dort hat der Strom einen halbmaximalen Wert. Der
Halbwertstrom 1/2 wird definiert als die Hailfte der Differenz aus dem gemessenen
maximalen Strom [;,,x und dem minimalen Strom I,,;, im gesamten untersuchten pH-Interval,

entsprechend Gleichung (3-4):

/2= A1/2 = (Iyax-Inin) / 2 (3-4).

Der dem Halbwertstrom 1/ 2 zugehdrige pH-Wert wird fortan als pH;,, bezeichnet.

Das Titrationsexperiment wurde in gleicher Weise mit Ru(NH;)q” ™ durchgefiihrt.

Maximale Reduktionsstrome sind bei hohen pH-Werten zu beobachten, die vergleichbar mit
Strémen an blanken Goldelektroden sind. Mit schrittweiser pH-Erniedrigung setzt bei pH =7
die Stromabnahme ein, welche sich iiber 3 pH-Einheiten weiter fortsetzt und ebenfalls den
typischen Verlauf einer Titrationskurve aufweist. Bei pH=35.6 hat die Kurve einen
Wendepunkt und der Reduktionsstrom einen halbmaximalen Wert. Es zeigt sich, zumindest
bis zur unteren Grenze des untersuchten pH-Intervalls, keine vollstindige Blockierung des
Elektronentransfers, wie sie fiir Fe(CN)s" im Alkalischen beobachtet wird.

Die Oxidationsstrome des ungeladenen Ferrocenylethanols weisen keine vergleichbaren pH-
Abhidngigkeiten auf und sind mehr oder weniger iiber den gesamten pH-Bereich konstant.
Eine leichte Abnahme des Stromsignals um etwa 10 % des Maximalwerts, kann in Richtung

des sauren pH-Bereichs beobachtet werden.
Die eingesetzten Redoxmarker zeigen an blanken Elektroden innerhalb des untersuchten pH-

Intervalls, pH-unabhéngige differentielle Pulsstrombetrige (siehe Kap. 5.6.2).

Die Proteinschicht zeigt die Funktion einer pH-abhédngigen Elektronenschleuse, sowohl fiir

die positiv als auch die negativ geladene Redoxspezies, wihrend die ungeladene unbeeinflusst
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bleibt. Das Elektronenschleusen-Verhalten erklirt sich durch die ampholytische Natur des
Proteins, welches basische und saure funktionelle Gruppen (siehe Tab. 3-1). in den
Seitenketten und den beiden Termini tragt und durch den isoelektrischen Punkt des Proteins
quantifiziert ist.

Die beobachteten Stromantworten konnen wie folgt vereinfacht erkliart werden: bei pH > pl
weist das Protein eine negative Nettoladung auf, so dass die anionische Redoxspezies
abgestoflen wird, die kationische hingegen passieren kann. Mit sinkendem pH-Wert verliert
das Protein negative Ladung. Demzufolge vermindert sich die Repulsion des Fe(CN)s", der

Oxidationsstrom nimmt zu.

Tab. 3-1: Ionisierbare Aminoséure-Seitenketten mit zugehoérigen pKs-Werten

Ha
C
- / TH+ SH
COOH Z ) N
N N coon N ,
H, H> H
Asparaginsaure Glutaminsaure Histidin Cystein
3.9 4.07 6.04 8.33
~ H
OH +
a0, NN A N N
H2 H2 +
NH,
Tyrosin Lysin Arginin
10.13 10.79 12.48

Gleichzeitig verringert sich die Attraktion des Ru(NH3)63+, der Reduktionsstrom nimmt ab.
Bei pH <pl bewirkt die positive Nettoladung der Proteinschicht die Repulsion des
Ru(NH3)63+ und damit die weitere Abnahme des Reduktionsstromes, wahrend Fe(CN)64'
angezogen wird und dessen Oxidation diffusionskontrolliert fortdauert.

Nach dieser vereinfachten Vorstellung wiirde die Stromantwort der geladenen Redoxspezies

durch die Nettoladung des Proteins gesteuert. Ungeladenes Ferrocenylethanol erféhrt iiber den
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gesamten pH-Bereich keine elektrostatische AbstoBung und zeigt daher stets Oxidationsstome

wie an blanken Elektroden (Abb. 3-7).

pH=2 <«— PpH=9

o O

N O D = D =

Fe

[Fe(CN),]" A A A

(&
(&

[RU(NH,)i”

@CLQ
;LQ

Abb. 3-7: Schematische Darstellung der Elektronenschleusenfunktion einer Thyroglobulinschicht:

-

Bei pH=2 zeigt Fe(CN)s" maximale Stréme und wird bei pH=9 repulsiert, Ru(NH;)s'" wird bei pH =2
repulsiert und zeigt bei pH =9 maximale Strome, Ferrocenylethanol zeigt iiber den gesamten pH-Bereich

maximale Strome.
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In der Literatur finden sich Beispiele von molekularen Schichten, welche die Funktion von
pH-abhingigen Elektronenschleusen zeigen.

Nakashima et al.l'”™ haben Monoschichten von Bis-()-mercaptoundecylphosphat mit
Phosphatgruppen hinsichtlich ihrer Funktion als Elektronenschleuse fiir negativ geladenes
Fe(CN)¢™ untersucht: der Elektronentransfer der Oxidation des Fe(CN)s> wird bei pH>4
vollsténdig blockiert.

Cheng und Brajter-Toth™ '*

machten vergleichbare Beobachtungen an SAMs von
Liponsdure auf Goldelektroden: der Elektronentransfer auf Fe(CN)¢> in Losung wird bei
hohem pH-Wert, d.h. negativ geladener Schicht, vollstandig unterdriickt.

Wang und Kaifer” "

untersuchten ebenfalls SAMs von Liponsdure hinsichtlich der
Eigenschaft als Elektronenschleuse fiir Fe(CN),’. Die Darstellung des kathodischen Stromes
als Funktion des pH-Wertes bei konstantem Potential der Elektrode, lieferte sigmoidale
Titrationskurven, aus deren Wendepunkt ein pKs-Wert von etwa 6 ermittelt wurde.

1. (103 1041 yon SAMs von

In einer Reihe von Verdffentlichungen berichten Takehara eta
Glutathion - ein Cystein-enthaltendes Tripeptid — und weiteren SAMs Cystein-enthaltender
Dipeptide auf Goldelektroden. Sie beobachteten eine signifikante pH-Abhéingigkeit der
Elektronenschleusen-Funktion fiir Fe(CN)63'.

Liu et all'%!

berichten von Polymer-Komposit-Filmen, die auf goldbedampften
Siliziumwafern verankert wurden. Diese Komposit-Membrane waren aus aminoterminierten
Dendrimeren aufgebaut, welche durch eine Polymerschicht miteinander vernetzt wurden. Sie
zeigten eine vollstdndig reversible, pH-schaltbare Permselektivitit, sowohl fiir kationische, als
auch anionische redoxaktive Spezies in Ldsung. Die pH-abhiingigen Anderungen der
Ladungen der Aminogruppen des Dendrimers und der Carboxylguppen des Polymers
bewirkten die Funktionalisierung mit zwei voneinander unabhingigen Ionenschleusen, die
von Kationen nur bei alkalischem und von Anionen nur bei saurem pH passiert werden
konnten. Ein neutraler pH-Wert bewirkte eine gleichartige, mittlere Durchldssigkeit fiir beide
Ionen.

Zhao et al.l'%!

untersuchen SAMs amino-terminierter Dendrimere, welche in eine
Monoschicht eines Alkanthiols eingebettet waren. Die Dendrimere fungierten als
Ionenschleusen, die kationische Redoxspezies nur bei alkalischen pH-Werten durchliefen,
wihrend die Durchléssigkeit fiir Anionen pH-unabhéngig war.

Kuramatiz et al. %% 371

berichten von einer Proteinschicht, die als Elektronenschleuse
fungierte. Die Einfiihrung einer Avidinschicht auf einem Biotin-SAM bewirkte eine

signifikante Anderung des Elektronentransfers von Fe(CN)¢” und zeigte eine starke pH-
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Abhidngigkeit der Elektronenschleusen-Funktion gegeniiber der Redoxspezies. Bei pH-
Werten, die grofler waren als der isoelektrische Punkt des Proteins, war die Durchléssigkeit
fir Fe(CN)¢~ aufgrund der elektrostatischen Abstossung zu der negativ geladenen
Avidinschicht stark reduziert. Bei Verwendung von NutrAvidin - einem deglykosylierten
Avidin mit einem isoelektrischen Punkt von 6.3 anstelle von Avidin mit einem isoelektrischen
Punkt von 10.5 zeigte sich, dass die Permeabilitit der Redoxspezies durch die Proteinladung

bestimmt wurde.

3.3.2 Vergleichende Untersuchung verschiedener Proteine

Die pH-Abhédngigkeiten der Redoxstréme von Fe(CN)s" und Ru(NH3)s®" wurden an
Schichten weiterer 15 Proteine mit verschiedenen isoelektrischen Punkten untersucht.

In Tab. 3-2 sind die erhaltenen Resultate zusammengestellt.
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Tabelle 3-2: Ubersicht der untersuchten Proteine mit Messwerten aus den Titrationskurven

Protein Masse/ pI° pHi,¢ pHyp' ApH® ApHY Inn® DLun” Toma' Do’
kD a
A B A B A A B B

Cytochrom C 124 93 6 Jkk 3 23 1344 0.73 1226 3.64
Myoglobin 172 7.15 48! --- 3.0 --- 8.0 0 10.05 -
Trypsin 23.8  10.5 S5.0%** 0 3 - 1025 083 1045 ---
Avidin 10.5 5.8 3 104  0.84
Amyloglucosidase 97 35 4.3 - 4 - 7.9 0.36 10.1 ---
Concanavalin A 104 5 5.1 33 2 2 9.56 0 9.83 1.38
Alkohol- 54 5.2 2 3 16.667 0.67 737 2.54
Dehydrogenase
Aldolase 161 6.1 481N 4.2 2 3 10.67 0 8.8 1.04
Glucoseoxidase 186 42 6.5%* 33 5 2.5 13.77  2.65 1246 5.93
Catalase " 240 54 5.1 4 2 3 13.32 0 12.06 0.97
EF-ATPase 360 5 54 4.2 2 4 10 1 12
Catalase " 385 5.5
Urease * 480 0 --- -—- -—- --- 11 - -—- -—-
Thyroglobulin * 660 45 4.6 34 2.5 2 9.1 0.1 10.7 1.44
Thyroglobulin ’ 660 4.5 5 5.3 3.2 3.5 9.58 0.2 10.56 3.33
Ferritin 900 s 0 3 11.15 0.1 10.68
B-Glucoronidase 5 0 3 10.06 0 10.74

Die Messungen wurden mit je 1 mM Redoxspezies (A: Fe(CN)¢"; B: Ru(NH3)s*") in x ml 0.1 M Na,HPO, + y
ml 0.1 M Citronensdure durchgefiihrt (durch entsprechendes Volumen-Verhéltnis auf pH-Wert eingestellt),
ausser /: gemessen in 0.1 M KCI, pH-Wert eingestellt mit verd. KOH- bzw. verd. HCI-Ldsung

a: Molekulare Masse [kD] und b: isoelektrischer Punkt gemiss Literatur [111, 137]; ¢: pH-Wert bei
halbmaximalem Strom fiir A: Fe(CN)s"; d: pH-Wert bei halbmaximalem Strom fir B: Ru(NH;),"; e: pH-
Intervall, iiber das sich die Stromkurve fiir Fe(CN)" erstreckt; /* pH-Intervall, iiber das sich die Stromkurve fiir
Ru(NH;)s'" erstreckt; g: maximaler gemessener Strom fiir Fe(CN)¢"; /4: minimaler gemessener Strom fiir
Fe(CN)s"; i: maximaler gemessener Strom fiir Ru(NH;)¢*"; J: minimaler gemessener Strom fiir Ru(NH;)¢’"; k: in
Citronenséure-Phosphatpuffer gemessen; /: ohne Puffer; m: aus Rinderleber; m: aus Spargel; p: auffdllig grosser
Wert; g¢: einziges Protein, welches keine Strom-pH-Kurve fiir Fe(CN)¢" liefert, sondern einenkonstanten
maximalen Wert, moglicherweise nicht adsorbiert; ,,!'!“: sehr gut ausgebildete Titrationskurve; ,,****“ = cher

madssig ausgebildete Titrationskurve; “leere Zelle“: Messung nicht durchgefiihrt;



Elektronentransfer an Protein-modifizierten Elektroden 59

Die Ergebnisse der angestellten Untersuchungen sind durch 1.) die pHi»-Werte bei
halbmaximalen Stromen, die jeweils flir Fe(CN)64' und Ru(NH3)63 " an den verschiedenen
Proteinschichten ermittelt wurden, 2.) die maximalen und minimalen Strome (Ijax , Imin) und

3.) den pH-Bereich fiir die Verdnderung I, .x — Imin charakterisiert.

Die pH;,-Werte fiir die Halbwertsstome von Fe(CN)64' streuen bei sdmtlichen Proteinen
relativ eng um einen Mittelwert von 5.2, d.h. die den Halbwertsstromen zugehorigen pHix
korrelieren nicht mit den isoelektrischen Punkten der Proteine. Mitunter treten Abweichungen
von mehr als 5 pH-Einheiten zwischen pHi, und dem isoelektrischen Punkt eines Proteins
auf.

Im Falle des Ru(NH;)™" zeigt sich bei einer geringen Zahl der untersuchten Proteine keine
pH-abhéngige Stromantwort, die Strome sind im gesamten untersuchten pH-Intervall konstant

maximal.
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3.3.3 pH-Schaltung des Elektronentransfers an Proteinschichten

Im Hinblick auf die Untersuchung einer schnellen, pH-induzierten Schaltung einer Protein-
modifizierten Goldelektrode, flihrte man Messungen an einer rotierenden Gold-
Scheibenelektrode durch. Zusitzlich wurde die Messlosung mit einem Magnetriihrer geriihrt,
so dass sich der pH-Wert durch Zugabe von einem Tropfen 1 M HCI bzw. 1 M KOH-L6sung
sofort (t < 1 s) auf Werte zwischen 2-3 bzw. 9-10 einstellte.

Abb. 3-8 zeigt den Oxidationsstrom von Fe(CN)e" wihrend einiger Schaltzyklen an der

Thyroglobulin-modifizierten rotierenden Scheibenelektrode als Funktion der Zeit.
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Abb. 3-8: pH-Abhingigkeit des Oxidationsstromes von Fe(CN)s" an einer Thyroglobulin-modifizierten
rotierenden Gold-Scheibenelektrode (A = 0.07cm?) ; RPM = 1640 U'min™ ; E=+ 0.2 V vs Ag/AgCl (KCI, ges.);
1 mM Fe(CN)¢" in 0.1 M KCl bei x: pH=9-10 und y : pH = 2-3; pH-Wert eingestellt durch tropfenweise Zugabe
von 1 M HCl bzw. 1 M KOH; Inset: Vergrosserung des letzten Schaltzyklus in x-Richtung
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Die Strom-Zeit-Kurve in Abb. 3-8 zeigt eine schnelle Antwort der Thyroglobulin-
modifizierten Elektrode auf sprunghafte pH-Anderungen in der Messlésung. Bei alkalischen
pH-Werten sind die Strome minimal. Wird der pH-Wert abrupt von basich nach sauer gestellt,
erfolgt ein sprunghafter Anstieg auf einen Maximalstrom und unmittelbarer Abfall auf einen
kleineren Wert, der mit der Zeit langsam abklingt. Riickstellen des pH-Werts ins Alkalische
bewirkt zundchst einen unerwarteten Anstieg auf den Maximalstrom, dann erfolgt rascher
Abfall auf den Minimalwert. Der Minimalwert erweist sich als reproduzierbar, hingegen
werden die Strome bei sauren pH-Werten von Schaltzyklus zu Schaltzyklus kleiner, ein
Hinweis auf irreversible Prozesse in der Schicht, wie z.B. Denaturierung des Proteins.

Das Experiment zeigt die pH-Schaltbarkeit der Elektronenschleusenfunktion der
Thyroglobulinschicht fiir Fe(CN)s" in Losung.

Bei alkalischen pH-Werten stellt die negativ geladene Proteinschicht eine elektrostatische
Barriere fiir das Fe(CN)s" dar. Durch Austausch mit der sauren Probeldsung erfolgt,
einhergehend mit der Durchmischung, die Umpolung der Proteinschicht. Es resultiert eine
positive Nettoladung, die zur Anziehung des Fe(CN)¢" fiihrt. Dies bewirkt einen drastischen
Anstieg des Oxidationsstromes. Riickstellen des pH —Werts ins Alkalische fiihrt wieder zu
negativer Nettoladung der Proteinschicht und verursacht eine Expulsion der zuvor
angereicherten Redoxspezies. Durch Deprotonierung der Proteinmolekiile erhdlt die Schicht
wieder eine negative Nettoladung und damit ihre Barrierefunktion gegeniiber der negativ
geladenen Redoxspezies. Demzufolge kehrt der Strom wieder auf den Ausgangswert zuriick.
Offensichtlich werden bei pH-Schalten zusdtzliche Ladungstriger aktiviert. Dies erklart die
Stromspikes und den unerwarteten Stromanstieg bei Stellen des pH-Werts von sauer nach

alkalisch.
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3.4 Elektrostatische Akkumulation der Redoxspezies an der Proteinschicht

3.4.1 Akkumulation von Fe(CN)s*

Bei kleinen Konzentrationen weist der Fe(CN)e'-Oxidationsstrom (CV) an einer
Thyroglobulin-modifizierten Goldelektrode eine lineare Abhédngigkeit von der Konzentration
der Redoxspezies auf, gemdll Abb.3-9. Extrapolation liefert einen positiven
Y-Achsenabschnitt von 0.6 uA. Dies deutet auf eine Oberflichenakkumulation der
Redoxspezies hin, die schon bei sehr kleinen Konzentrationen im unteren mikromolaren
Bereich festzustellen ist, denn ein ,,normaler* diffusionskontrollierter Strom igq ist fir cox=0

ebenfalls null.

1.6
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Abb. 3-9: Konzentrationsabhingigkeit des CV-Oxidationsstroms von Fe(CN)," an einer Thyroglobulin-
modifizierten Goldelektrode (A=0.07 cm®) in 0.1 M Citronensiure-Losung; pH=2.5; Einschub: zum
markierten Punkt zugehoriges cyclisches Voltammogramm (¢ = 4.0 pM); v=0.1 V/s
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Das eingefiigte Cyclovoltammogramm in Abb. 3-9 weist eine geringe Peakseparation auf, ein
Charakteristikum fiir eine oberflichenfixierte Redoxspezies.!®”! Zudem ist an einer blanken
Goldelektrode in diesem Konzentrationsbereich kein Signal zu beobachten. Integration der
anodischen Welle liefert eine Ladung, die einer Oberflichenkonzentration von
20-10"* mol / cm® entspricht, unter Annahme einer Ein-Elektronen-Oxidation —der
akkumulierten Redoxspezies.

Der Oxidationsstrom ist bei einer Losungskonzentration von 10.6 uM linear von der
Vorschubgeschwindigkeit abhéngig, was ebenfalls auf eine an der Oberfliche absorbierende

Redoxspezies hindeutet (Abb. 3-10).
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Abb. 3-10: Abhingigkeit des CV-Peakstroms der Hexacyanoferrat-Oxidation von der Vorschubgeschwindigkeit
an einer Thyroglobulin-modifizierten Gold-Scheibenelektrode (A =0.07 cm®); c¢(Fe(CN)¢")=10.6 puM in
10 mM KCI ; pH = 2.85, eingestellt mit verdiinnter HCI-Losung

Mit steigender Konzentration der Redoxspezies erfolgt die Zunahme der
cyclovoltammetrischen Peakseparation des Fe(Il) / Fe(Ill)-Redoxpaares (Abb. 3-11, nichste
Seite). Bei kleinsten Konzentrationen sind geringfiigige Peakseparationen von 10 mV zu
beobachten. Mit zunehmender Konzentration ist im Bereich ¢ <75 uM ein gleichmissiges

Anwachsen der Peakseparation festzustellen, bei ¢ = 1 mM betrégt diese 70 mV.
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Abb. 3-11: Separation der cyclovoltammetrischen Reduktions- und Oxidationspeaks des Fe(I)(CN)s"/
Fe(IIT)(CN)s> Redoxpaares als Funktion der Konzentration von Fe(CN)¢" an Thyroglobulin-modifzierter Gold-
Scheibenelektrode (A = 0.07 cm?®) in 0.1 M Citronensiurelosung, pH = 2.5

Sind die gemessenen Strome bzw. Redoxwellen zu Beginn der Messung iiberwiegend auf
oberflichenakkumulierte Redoxspezies zuriickzufiihren, so steigt mit Zunahme der
Konzentration der diffusive Strombeitrag.

Die pH-Abhingigkeit der cyclovoltammetrischen Oxidationsstrome ip, und der
Redoxpotentiale E” von Fe(CN)s*, wurde bei einer kleinen Konzentration von 10.6 uM
untersucht (Abb. 3-12, ndchste Seite). Man wihlte ebenfalls eine kleine Konzentration
(10 mM) des Leitelektrolyten, um eine eventuelle Kompetition um elektrostatische
Bindungsstellen an den Proteindoménen zu reduzieren. Bei pH-Werten > 6 konnten keine
Strome (Quadrate) detektiert werden. In Richtung kleinerer pH-Werte kam es bei pH =4.2
zum Einsetzen des Stromanstiegs, welcher dann innerhalb von 2 pH-Einheiten maximale

Werte annahm.
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Die Darstellung zeigt den sigmoidalen Verlauf der Titrationskurve, der halbmaximale Strom

1/ 2 ist bei pHj» = 3.5 zu beobachten.
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Abb. 3-12: ip, (Quadrate) und E” (Raute) von Fe(CN)s" (c=10.6'10° M) aus CV an Thyroglobulin-
modifizierter Goldelektrode (A = 0.07 cm?) in 0.1 M KCI, CV-Vorschubgeschwindigkeit: v=1 V/s, pH-Werte
mit verdiinnter HCl bzw. KOH eingestellt; Kreise: DPV-Redoxpotentiale bei ¢ (Fe(CN)s")=1mM an
Thyroglobulin-modifizierter Goldelektrode; Dreiecke: DPV-Redoxpotentiale bei c(Fe(CN)s") = ImM an blanker
Goldelektrode, DPV: v =5 mV/s, Amplitude: 25 mV

Bei einer Konzentration von 10.6 pM wird der groBte Teil der Stromantwort des Fe(CN)g*
auf die oberflachenfixierte Redoxspezies zuriickgefiihrt, wihrend Diffusionsbeitrige von
geloster Redoxspezies vernachldssigbar sind. Das Protein weist bei pH =6 eine negative
Nettoladung auf und repulsiert den Redoxmarker, welcher sich folglich nicht auf der
Oberfldche anreichern kann. Mit Abnahme des pH-Werts wird das Protein zunehmend
positiver und bindet damit Fe(CN)s* besser. Demnach spiegelt das Stromsignal die pH-
abhingige Oberflichenkonzentration der Redoxspezies wieder. Die pH-abhingigen
Redoxpotentiale E° (Rauten) sind bei ¢(Fe(CN)s" = 10.6 uM an der Protein-modifizierten

Elektrode um etwa 50 mV ins Negative gegeniiber den Redoxpotentialen bei 1 mM
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Konzentration (Kreise und Dreiecke (blanke Elektrode)) verschoben. Dies lésst sich iiber die
Stabilisierung des Fe(I[)(CN)¢" durch elektrostatische Bindung an die Proteinschicht
gegeniiber dem Fe(II)(CN)¢~ erkldren, d.h. K4 > Ks. . Die Oxidation liuft von Zustand 1
nach Zustand 4 (Abb. 3-13). Da das Produkt protoniert ist, wandert E’ mit sinkendem
pH-Wert in positiver Richtung (Interpretation gewagt). Die Protonierung von
Carboxylatfunktionen in den Protein-Seitenketten fiihrt zur Neutralisation negativer Ladungen
und verursacht eine grossere Stabilisierung (= kleinere Destabilisierung) der reduzierten
Redoxspezies Fe(II)(CN)¢" im Vergleich zur oxidierten Redoxspezies Fe(III)(CN)g, d.h.
Ks g+ > Ky pr (Abb. 3-13).

diss diss
- s
Fe(ll)(CN)s* Fe(ll)(CN)s*
coo +H’ COOH
1 E— 2
@ H’ ,ﬁ%\
pK, Fe'"
EY -e || +e e’ || +e g0~ H*
Fe(ll)(CN)s* . Fe(lll)(CN),*
+
(o{0]0) - COOH
== ===~
pKa Fe"'
o | | o
diss diss

Abb. 3-13: gekoppelter Elektronen- und Protonentransfer an der Proteinschicht fiir Fe(II) / Fe(II)
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Zusammenfassend wird festgehalten:

Die Akkumulation von Fe(CN)s* an der Proteinschicht wurde nachgewiesen, sie dussert sich

a)

b)

in dem positiven Y-Achsenabschnitt der Konzentrationsabhingigkeit des
Oxidationsstromes von Fe(CN)s* (Abb. 3-9)

in der linearen  Abhéngigkeit des Peakstroms im CV  von der
Potentialvorschubgeschwindigkeit (Abb. 3-10)

in den kleinen Peakseparationen bei kleinen Konzentrationen (Abb. 3-11)
(z.B.:AE, =10 mV fiir ¢ = 10.6 pM)

im Versatz des E” von freiem Fe(CN)g", verglichen mit Oberfldchen-koordiniertem
(Abb. 3-12)

in der pH-Abhingigkeit des beobachteten Halbstufenpotentials E;, von Fe(CN)s" fiir
einen bestimmten pH-Bereich (Abb. 3-12)
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3.4.2 Akkumulation von Ru(NH;)s*"

Wie fiir den Fall von Fe(CN)s" bereits beschrieben, wird auch fiir kleine Konzentrationen von
Ru(NH;3)s’" Oberflichenakkumulation an einer Thyroglobulin-modifizierten Elektrode
beobachtet. Die lineare Abhingigkeit des Ru(NH;)s’-Reduktionsstromes von der
Vorschubgeschwindigkeit bestétigt, dass bei alkalischen pH-Werten auch die positiv geladene
Redoxspezies an der Proteinoberfliche akkumuliert wird (Abb. 3-14).

3.5

3 | ¥=2.7108x +0.0403
R? = 0.9956

2.5
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-i [ JA
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-0.25 -0.05 0.15
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Abb. 3-14: Abhdngigkeit des  CV-Peakstroms der  Hexaminruthenium-Oxidation  von  der
Vorschubgeschwindigkeit an einer Thyroglobulin-modifizierten Gold-Scheibenelektrode (A =0.07 cm®);
¢(Ru(NH3)s*") = 6.6 uM in 10 mM KCI; pH = 7.47, eingestellt mit verdiinnter KOH-Losung; Inset: v=0.2 V/s

Die Coulometrie (Integration der anodischen Redoxwelle) des im Inset von Abb. 3-14

gezeigten CVs liefert eine Oberflichenkonzentration von 1-107'° mol / cm®.
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Abb. 3-15 zeigt die pH-Abhingigkeit des cyclovoltammetrischen Ru(NH3)s®™ -
Reduktionsstromes und der zugehorigen Redoxpotentiale E* bei einer Konzentration von

6.6 uM an der Thyroglobulin-modifizierten Goldelektrode.

1.6
1.4
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vi /i
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Abb. 3-15:. ip, (Quadrate) und E” (Rauten) aus CV von Ru(NH)¢"" (c=6.610°M) an Thyroglobulin-
modifizierter Goldelektrode (A = 0.07 cm?) in 0.1 M KCI, CV: v=0.5 V / s, pH-Werte mit verdiinnter HCI bzw.
KOH eingestellt; Kreise: DPV-Redoxpotentiale bei c(Ru(NH);")=1mM an Thyroglobulin-modifizierter
Goldelektrode; Dreiecke: DPV-Redoxpotentiale bei c(Ru(NH)s*") = 1 mM an blanker Goldelektrode; DPV: v =5
mV/s, Amplitude: 25 mV

Bei pH <6 konnen keine Redoxstrome (Quadrate) detektiert werden. Das Einsetzen des
Stromes wird bei pH = 6.5 beobachtet. Mit steigendem pH-Wert nehmen die Strome weiter zu
und erreichen bei pH > 7.5 maximale Werte. Der halbmaximale Strom i/ 2 ist bei pHj, = 6.8
zu beobachten. Man fiihrt den Strom auf die oberflichenakkumulierte Redoxspezies zuriick,
wihrend diffusive Beitrdge von Redoxspezies in Losung vernachldssigbar sind. Demnach
spiegelt auch hier das Stromsignal die pH-Abhingigkeit der Oberflichenkonzentration der
akkumulierten Redoxspezies wieder. Die pH-abhingigen Redoxpotentiale E” (Rauten) sind
bei c(Ru(NH3)63+)=6.6 uM an der Protein-modifizierten Elektrode um etwa 170 mV ins
Negative verschoben gegeniiber den Redoxpotentialen bei 1 mM Konzentration (Kreise und

Dreiecke (blanke Elektrode)). Dies ldsst sich durch die deutliche Stabilisierung des
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Ru(IIN)(NH3)s> " (Zustand 1) durch elektrostatische Bindung an der Proteinschicht gegeniiber
dem Ru(II)(NH3)s* " (Zustand 3) erkldren, d.h. K3, > Ky (Abb. 3-16). Die Reduktion luft von
Zustand 1 nach Zustand 4. Protonierung von Imidazolgruppen (pKa = 6.04) in den Protein-
Seitenketten generiert positive Ladungen und verursacht eine grofere Stabilisierung
(= kleinere Destabilisierung) der reduzierten Redoxspezies Ru(II)(CN)é2+ (Zustand 4) im
Vergleich zur oxidierten Redoxspezies Ru(IIN)(CN)s>* (Zustand 2), d.h. Ko+ i+ > K3+ g+ Daher
wandert E” mit fallendem pH-Wert ins Positive.

diss diss
K3+ WL WL K3+, H+
3+
Ru(lll)(NH,) 3 ) Ru(Il)(NHs)e
3 +H @
,Q\ H ,C—JQ\
pKa Ru"
E” +e’||-¢e +e ||-e E™M
Ru(1l)(NH3)e** Ru(Il)(NH;)6**
+H*
e @
3 QN H* NH
i 4
pK, Ru" /CJ‘-Q\
K2+ WL WL K2+,H+
diss diss

Abb. 3-16: gekoppelter Elektronen- und Protonentransfer fiir Ru(II)/Ru(IIl) an der Proteinschicht
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Zusammenfassend wird festgehalten:
Die Akkumulation von Ru(NH;)s" " an der Proteinschicht wurde nachgewiesen, sie dussert

sich

a) in der linearen  Abhingigkeit des Peakstroms im CV  von  der
Potentialvorschubgeschwindigkeit (Abb. 3-14)

b) in der kleinen Peakseparation AE, (=17 mV)(Abb. 3-14)

¢) im Versatz des E* von freiem Ru(NHs)s’", verglichen mit Oberflichen-koordiniertem
(Abb. 3-15)

d) in der pH-Abhéngigkeit des beobachteten Halbstufenpotentials E;, von Ru(NH;)e™" fiir
einen bestimmten pH-Bereich (Abb. 3-15)

Die Akkumulation von geladenen Redoxspezies an Polyelektrolytmembranen wurde erstmals

1211221 yntersucht. In frilhen Arbeiten verwendeten sie relativ dicke

von Anson et al. |
Schichten (einige um) der Polyelektrolytmembranen auf Graphitelektroden. So war es
moglich, die Akkumulation von hochgeladenen Redoxspezies in der Polyelektrolytmembran
mit CV zeitlich aufzuldsen.

Im Gegensatz zu Proteinschichten sind derartige Systeme nicht pH-schaltbar zwischen

anionischer und kationischer Form.

Humble et al.'**! beobachteten an Microcystinen - potentiell hepatotoxischer Heptapeptide -
Bindung von Cu** und Zn*". Mit steigender Microcystin-Konzentration fanden sie
Verschiebungen der DPV-Reduktionspotentiale von Cu*” und Zn*" und Abnahme der DPV-
Peakstrome. Sie fiihrten dies auf Chelatierung der Ubergangsmetallionen durch die
Microcystine zuriick.

La-Scalea et al.l'**

fanden an DNA-modifizierten GC Elektroden Verschiebungen des
Peakpotentials der Benznidazol-Reduktion zu negativeren Werten der im Vergleich zur
blanken GC -Elektrode. Dies fiihrten sie auf elektrostatische Wechselwirkung des

Benznidazols mit der DNA zuriick.
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3.4.2.1 Vergleich der Strom-pH-Abhingigkeiten bei pM und 1mM Konzentrationen

08

i [ imax

0.2

Abb. 3-17: pH-Abhingigkeiten der normierten Redoxstrome von Fe(CN)s" und Ru(NH;)¢" an einer
Thyroglobulin-modifizierten ~Goldelektrode (A =0.07 cm®) bei unterschiedlicher Konzentration der
Redoxspezies; weisse Dreiecke: 1 mM Fe(CN)s* in 0.1 M KCI (DPV), schwarze Dreiecke: 10.6 pM Fe(CN)g"
in 10 mM KCI (CV, v =1 V/s), weisse Kreise: 1 mM Ru(NH;)s’ " in 0.1 M KCI (DPV), schwarze Kreise: 6.6 uM
Ru(NH;)>"in 10 mM KCI (CV, v= 0.5 V/s); DPV: v=5 mV/s, Amplitude: 25 mV

Abb. 3-17 zeigt den Vergleich der normierten Strom-pH-Kurven bei 10.6 pM bzw. 6.6 uM
und ] mM  Konzentrationen von Fe(CN)s* und Ru(NH3)e". Im Vergleich zu der
entsprechenden Titrationskurve bei 1 mM Konzentration weist die Strom-pH-Kurve von
Fe(CN)s" bei 10.6 puM eine Verschiebung um etwa 1.5 Einheiten in Richtung sauren pH-
Werts auf und verlduft etwas steiler. Die Titrationskurve von Ru(NHs)s*" bei 6.6 UM ist um
etwa 1.5 Einheiten in Richtung alkalischen pH-Werts verschoben und zeigt ebenfalls einen
steileren Verlauf (Abb. 3-17).

Die pH-abhédngigen Stromsignale sind auch abhingig von der Konzentration der

Redoxspezies selbst.
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3.4.3 Akkumulation von Viologen 1 unter Verdringung von Ru(NH;3)e™"

Als weitere positiv geladene Redoxspezies wurde 1,1'-Bis(2-ammonioethyl)-4,4'-
bipyridinium 17, fortan als Viologen 1 bezeichnet, im fiinffachen bzw. zehnfachen

Uberschuss zur Messlosung (6.6 pM Ru(NH;)s>" in 10 mM KCl, siehe 3.4.2.) addiert.

17 +H3N—\_+NC\>_@N_/—NH3+

Es ist eine Abnahme des Ru(NH3)63+-Redukti0nsstr0mes um ca. 50% zu

beobachten (Abb. 3-18).
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Abb. 3-18: CV von Viologen 1 (17) in Gegenwart von Hexaminruthenium an Thyroglobulin-modifizierter
Goldelektrode (A = 0.07 cm?); ¢ (17) = 33 pM bzw. 66 uM, ¢ (Ru(NH;)*") = 6.6 uM in 10 mM KCI; pH = 7.47,

eingestellt mit verdiinnter KOH-Losung
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Auch Viologen 1 zeigt die Charakteristika einer oberflichenadsorbierten Spezies, d.h. geringe
Peakseparation der Viologen-Redoxwelle (10 mV) und lineare Abhéngigkeit des anodischen
Peakstromes von der Vorschubgeschwindigkeit (Abb. 3-19) in Gegenwart von Ru(NHz), "
Sind beide geladenen Redoxsysteme vorhanden, tritt zudem eine Konkurrenz um
Oberflachenplétze ein. Es zeigt sich eine deutliche Abnahme der Ru(NH3)63+-Redoxstr6me,
offensichtlich wird Ru(NHz)s*~ durch das Viologen von der Oberfliche verdringt. Nach der
ersten Zugabe von Viologen 1 (¢ =33 -10° M) zeigt die Coulometrie der Reduktionswellen
von Ru(NH3)s*" und Viologen 1 ein Verhiltnis der Oberflichenkonzentrationen von

30-10"? mol cm™ fiir RuNH3)s”" und 20-10™% mol cm™ fiir Viologen 1. Daraus ergibt sich

ein Verhiltnis der Bindungskonstanten Kryry/ Kvier von 7.5.

y = 2.8986x + 0.3825,

i/ pA
N w o (3, ] (o2} ~

0 1 1 1 1
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Abb. 3-19: Abhingigkeit des CV-Peakstroms der Viologen-Reduktion von der Vorschubgeschwindigkeit in
Gegenwart von Hexaminruthenium an einer Thyroglobulin-modifizierter ~ Gold-Scheibenelektrode
(A=0.07 cm?); ¢ (Viologen) =66 pM, ¢ (Ru(NH;)’")=6.6 uM in 10 mM KCIl; pH =7.47, eingestellt mit
verdiinnter KOH-Ldsung
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3.4.4 Abhingigkeit des Elektronentransfers von der Ladung der Redoxspezies

12

i/ pA
(=]

Fe(lll)(CN)s*

2 r Fe(ll)(CN)e*

Abb. 3-20: pH-Abhidngigkeit der DPV-Redoxstrome an einer Thyroglobulin-modifizierten Gold-
Scheibenelektrode (A =0.07 cm®) in 0.1 M KCI; schwarze Dreiecke: 1 mM Fe(I)(CN)s"; weisse Dreiecke:
1 mM Fe(IIT)(CN)s”, pH-Werte mit verdiinnter HCI bzw. KOH eingestellt;

v=>5mV/s, Amplitude: 25 mV

Die Tatsache, dass Hexacyanoferrat sowohl als Fe" als auch als Fe''-Verbindung zuggnglich
ist, erlaubt es, den Einfluss der Ladung der Redoxspezies auf die Strom-pH-Kurven zu
untersuchen.

Die Titrationskurve mit Fe(III(CN)s> verlduft deutlich flacher als diejenige mit dem
Fe(I)(CN)s"-Ion (Abb. 3-20). Zudem scheint die Blockade des Elektronentransfers bei
hohem pH fiir Fe(CN)g”™ deutlich schwiécher ausgepragt.
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Offensichtlich ist nicht nur die Ladung des Proteins, sondern genausosehr diejenige des
Redoxmarkers fiir die Unterbindung der Elektronenschleuse verantwortlich. Setzt man

Coulomb’sche Wechselwirkungen voraus, so ist dies auch zu erwarten.

3.4.4.1 Redoxspezies mit pH-abhingiger Ladung

Abb. 3-21: pH-Abhdngigkeit der DPV-Reduktionsstrome von Viologen 1 (Dreiecke) und Viologen 2
(Quadrate) an einer Thyroglobulin-modifizierten Gold-Scheibenelektrode; 1 mM Viologen 1 bzw. 1 mM
Viologen 2 in 0.1 M KCIl; der pH-Wert wurde eingestellt mit 0.1 M HCI oder 0.1 M KOH; v =35 mVJ/s,
Amplitude: 25 mV; gestrichelte Kurven sind hypothetische Strom-pH-Verldufe einer theoretisch pH-unabhéngig

vierfach und dreifach positiv geladenen Viologen-Spezies

Der in Kap. 3.4.4 Dbeobachtete Einfluss der Redoxmarkerladung konnte anhand des
Viologens 1 bestitigt werden (Abb. 3-21, Dreiecke). Wie zuvor gezeigt wurde, spielt dabei

sowohl die Ladung des Proteins, als auch die Ladung des Markers eine Rolle.
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Bei Viologen 1 handelt es sich um ein leicht protonierbares Viologenderivat, dessen
Aminfunktion durch die Anwesenheit des Viologen-Grundkorpers azidifiziert wird.

Eine elektrochemische Titration ergab fiir H;N*-Vio™"-NH;" einen pKa -Wert von 5.4 (siche
Kap. 5.6.1). Mit steigendem pH-Wert wird das Protein zunehmend negativ geladen, dadurch
erhoht sich kontinuierlich die generelle Affinitdt der Proteinschicht gegeniiber positiv
geladener Spezies in Losung. Der Verlauf der Strom-pH-Abhéngigkeit in Abb. 3-21 ist daher
nur mit einer Affinitdtsinderung der Redoxspezies, gegeniiber der Proteinschicht bzw. der
Verminderung seiner positiven Ladung zu erkldren, die durch Deprotonierung des Vio*
verursacht wird. Ausgehend von pH = 2.5 bewirkt das Anheben des pH-Wertes zunédchst die
Deprotonierung von Carboxylfunktionen in den Protein-Seitenketten. Das vierfach positiv
geladene Viologen weist eine hohe Affinitdt zu den negativen Doménen auf und reichert sich
rasch in hoher Konzentration auf der Oberfliche an, so dass die Reduktionsstrome
entsprechend schnell ansteigen. In Abb. 3-21 ist der pKa-Wert von H3N'-Vio -NH;"
(pKa = 5.4) eingezeichnet, den man aus dem E° — pH-Diagramm (siche Experimenteller Teil)
ermittelt hat. Bei pH > 4.5 wird das Viologen zunehmend deprotoniert, d.h. es verliert eine
positive Ladung. Folglich sinkt die Losungskonzentration der vierfach positiv geladenen
Spezies und sie verarmt zunehmend an der Oberfliche, so dass ein Sinken der
Reduktionsstrome verursacht wird. Wéhrenddessen sollten bei pH = 6 die Carboxylgruppen
der Protein-Seitenketten weitestgehend deprotoniert sein. Die dreifach geladene Viologen-
Spezies hat eine verminderte Affinitit zu negativen Protein-Doménen. Ebenfalls werden
Histidine in den Seitenketten deprotoniert, d.h. positive Ladungen in der Schicht werden
eliminiert. Die dreifach geladene Viologen-Spezies reichert sich zunehmend auf der
Oberflache an, die Reduktionsstrome steigen auf maximale Werte (pH > 8).

Die Strom-pH-Abhéngigkeit von 1,1'-Bis(2-hydroxyethyl)-4,4'-bipyridinium 18, fortan als
Viologen 2 bezeichnet, bestitigt die getroffenen Annahmen (Abb. 3-21, Quadrate).

HO + —\ + OH

Viologen 2 ist unabhingig vom pH-Wert zweifach positiv geladen. Der Reduktionsstrom ist
im pH-Intervall 5-10 konstant maximal. Bei pH < 5 ist Abnahme des Stromes festzustellen,
bei pH = 2 um etwa 50 %. Offensichtlich erfahrt Viologen 2 geringere Repulsion bei kleinen
pH-Werten als Viologen 1. Daher sind schon bei vergleichsweise kleinen pH-Werten

maximale Strome zu beobachten.
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Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die Strom-pH-Abhéngigkeiten die Affinititen
zwischen Redoxspezies und Proteinschicht als Funktion des pH-Werts reflektieren. Diese
wird sowohl durch das Attraktionspotential der Proteinschicht, d.h. der Nettoladung des
Proteins bedingt, als auch durch das Attraktionspotential der Redoxspezies, d.h. seiner
Nettoladung. Daher spielen im Falle einer Redoxspezies, die selber eine pH-abhingige
Verdnderung ihrer Gesamtladung erfihrt, das pH-Verhalten des Proteins und der

Redoxspezies eine Rolle.
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3.5 Modell des Elektronentransfers durch eine Proteinschicht

Aufgrund der bisher beobachteten Phinomene (Anreicherung geladener Redoxspezies an der
Proteinschicht, Konzentrations- und Ladungsabhéngigkeit des Elektronentransfers) wird ein
vereinfachtes Modell formuliert, welches den Elektronentransfer durch Proteinschichten

erklart.

A

positive Domane

negative Domane :

hydrophobe Domane

B
\ N
VAV AV AV /7
pH=2 pH=6 pH=10

Abb. 3-22: A: Modell eines globuldren Proteinmolekiils, bestehend aus zusammengefassten negativen
(schwarz), positiven (wei}) und ungeladenen (grau) Doménen; in wéssriger Losung sind geladene Doménen
vorzugsweise auf der Molekiiloberflache angeordnet, wihrend hydrophobe Bereiche ins Molekiilinnere gefaltet
sind;

B: Modell der pH-abhéngigen, schematischen Ladungsverteilung in einer Proteinschicht

Man betrachtet das Protein als ein fiir die Redoxspezies undurchdringliches globuléres
Molekiil, welches geladene funktionelle Gruppen bevorzugt auf der Aussenseite trigt,
wohingegen hydrophobe Dominen ins Molekiilinnere gerichtet sind. Die Elektrode ist mit

einer Monolage des ampholytischen Molekiils von mehren Nanometern Dicke bedeckt.
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Heterogener Elektronentransfer ist nur an Liicken zwischen benachbarten Proteinmolekiilen
moglich, an denen die Goldoberfliche weiterhin unbedeckt vorliegt. Befindet sich nur
Fe(CN)s" in der sauren KCIl-Losung, wird die Redoxspezies elektrostatisch an positiven
Proteindomanen gebunden, d.h. an Ammoniumfunktionen und/oder Histidinen der
Polypeptid-Seitenketten, die in vergleichbarer Weise wie saure Anionenaustauscher
funktionieren. Folglich wird das Fe(CN)¢" an der Oberfliche aufkonzentriert, d.h. es liegt
direkt an der Grenzflache in den positiven Proteindoménen in hoherer Konzentration vor als
in Losung.

Elektronen-Selbstaustausch zwischen den benachbarten, elektrostatisch gebundenen
Redoxzentren kann derart erfolgen, dass die Ladung von heran diffundierender Redoxspezies
an der dufleren Proteinsphire durch die akkumulierte Spezies aufgenommen wird und durch
eine Selbstaustausch-Kette zur Goldelektrode fliesst. Somit wird der heterogene
Elektronentransfer ermoglicht, ohne dass die Redoxspezies aus der Losung bis hin zur
blanken Goldelektrode an den zwischenmolekularen Spalten diffundiert. Dieser Mechanismus
des Ladungstransfers und der Aspekt der Priakonzentration der Redoxspezies erkldren die
hohen Oxidationstréme, die bei sauren pH-Werten fiir Fe(CN)", trotz voller Bedeckung mit
der Proteinschicht, beobachtet werden und vergleichbar mit denen sind, die unter ansonsten
gleichen Bedingungen an einer blanken Elektrode gemessen werden. In Abb. 3-23 ist diese

Vorstellung grafisch dargestellt.
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[Fe(CN) ] n

[Ru(NH,),]" *

.
Abb. 3-23: Schematische Darstellung des Elektronentransfers durch eine Proteinschicht:
Geladene Redoxmarker dringen in die gegensinnig geladenene Proteinschicht ein und reichern sich in
entgegengesetzt geladenen Domédnen an. Das Protein fungiert als lonenaustauscher. Innerhalb der
oberflachenakkumulierten Spezies kann der Elektronentransfer zur Elektrode durch Selbstaustausch erfolgen,

nach pH-Anderung repulsiert das Protein die Redoxspezies, das Eindringen in die Schicht und die

Anreicherung werden unterbunden und der Elektronentransfer unterdriickt.



Elektronentransfer an Protein-modifizierten Elektroden 82

Es ergeben sich folgende Konsequenzen bzw. Erklidrungen fiir die bisher beobachteten

Phinomene:

Heterogener Elektronentransfer ist nur an Liicken zwischen den adsorbierten Proteinen
moglich. Das Durchdringen der dichten und insbesondere hydrophoben inneren

Anteile der Proteine, ist fiir die hochgeladenen Redoxproben nicht moglich.

Der Anteil positiv bzw. negativ geladener Protein-Doménen ldsst sich durch pH-

Verdnderung einstellen.

An der Oberfliche der Proteine findet ein effizienter lonenaustausch durch die
hochgeladenen Redoxproben statt, wenn entsprechend umgekehrt geladene Protein-

Dominen zur Verfligung stehen.

Zwischen oberflachengebundener Redoxspezies untereinander, mit der Goldoberfléche
und mit ungebundener Redoxspezies in Losung findet ein effizienter

Elektronentransfer statt, wenn die Beladung der Proteinoberfldache gentigend groB ist.

Liegen pH-Verhiltnisse vor, die keinen Ionenaustausch zulassen, so gibt es zumindest
fiir hochgeladene Redoxspezies keinen diffusiven Weg durch die gleichgeladenen

Protein-Protein-Zwischenrdume.

Das Modell lasst sich weiter verifizieren:

II.

Wenn, wie in 4. behauptet, Elektronentransfer nur zwischen an der Proteinoberfldche
adsorbierten Redoxspezies und der Elektrodenoberfliche einerseits, und in Ldsung
befindlichen Redoxproben andererseits mdglich ist, miisste sich der Strom durch
Zugabe einer der Redoxprobe gleichgeladenen, aber redoxinaktiven Spezies

unterdricken lassen.

Aus den gleichen Griinden sollte es moglich sein, liber die Elektronentransferkette ein

anderes Redoxsystem in Losung anzukoppeln (Elektrokatalyse).
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3.6 Suppression des Elektronentransfers

Die vermutete Suppression des Stromes durch eine gleichgeladene, redoxinaktive Spezies
konnte wie folgt nachgewiesen werden: Abb. 3-24 zeigt die Abhingigkeit des Fe(CN)s -
Oxidationsstroms an der Thyroglobulin-modifizierten Gold-Scheibenelektrode von der
Konzentration von Trinatriumnaphthalintrisulfonat 19 als weitere mehrfach negativ geladene,
elektroinaktive Spezies. Die Messungen wurden bei pH = 2.5 durchgefiihrt, demzufolge hat

die Proteinschicht eine positive Nettoladung und Fe(CN)s" zeigt eine maximale

Stromantwort.
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Abb. 3-24: Abhingigkeit des differentiell-pulsvoltametrischen ~Fe(CN)s"-Oxidationsstroms an einer
Thyroglobulin-modifizierten Elektrode (A =0.07cm?) in 0.1 MKCI von der Naphthalintrisulfonat-
Konzentration in Losung; c(Fe(CN)s") = 1 mM, pH = 2.5, eingestellt durch Zufiigen von 0.1 M HCI; v =5 mV/s,
Amplitude: 25 mV
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Bei einer Konzentration von 0.8 mM Naphthalintrisulfonat ist der Oxidationsstrom des
Fe(CN)s* um nahezu 50 % reduziert und wird mit ansteigender Naphthalintrisulfonat-
Konzentration weiter verringert, um bei ¢ =20 mM einen Minimalwert anzunehmen, der etwa
15 % des Ausgangswertes entspricht. An einer blanken Goldelektrode zeigt sich kein Einfluss

des Naphthalintrisulfonats, der Oxidationsstrom bleibt unverindert (hier nicht gezeigt).

Offensichtlich verdringt das elektroinaktive Naphthalintrisulfonat Fe(CN)s"~ von den
elektrostatischen Bindungsstellen und unterbricht damit zunehmend die Elektronen-
Selbstaustauschkette, was sich in einer Abnahme des Oxidationsstroms duflert. Schliefllich
kollabiert die Selbstaustauschkette und der Strom nimmt einen konstanten Minimalwert an,
der eventuell durch Diffusion der Redoxspezies aus der Losung, bis hin zur blanken

Elektrodenoberfliche aufrecht erhalten wird (Abb. 3-25).

pH =2

Abb. 3-25: Schematische Darstellung, der Unterdriickung des Elektronentransfers von Hexacyanoferrat an einer
positiv geladenen Proteinschicht, durch Kompetition und Verdringung mit Naphthalintrisulfonat (schwarzer
Halbkreis), als negativ geladene, elektroinaktive Spezies, Zusammenbruch der Selbstaustausch-Kette,

Unterdriickung des Elektronentransfers

Es wird hier erstmals eine mechanistische Erkldrung der Unterdriickung der Stromantwort
einer Redoxspezies gegeben, obschon das Prinzip in der Literatur hdufig Verwendung fand,
elektroinaktive Spezies indirekt zu detektieren.

So detektierte man iiber die Suppression der Redoxantwort einer Spezies in Losung an

[83] [77]

modifizierten Elektroden anorganische Anionen und Kationen''”, organische

Polykationen'® und Nukleotide."
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3.7 Induktion des Elektronentransfers

3.7.1 Induktion durch elektroinaktive Spezies

3.7.1.1 Ca*" induziert Fe(CN)¢"-Strome

i/ hA
N

0 100 200 300 400
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Abb. 3-26: Abhingigkeit des Fe(CN)y' - Oxidationsstroms (DPV) an einer Thyroglobulin-modifizierten
Elektrode (A = 0.07 cm?) in 0.1 M KCI von der Ca®"-Konzentration in Lsung; ¢ (Fe(CN)s") =1 mM, pH ="7.8,
eingestellt durch Zufiigen von 0.1 M KOH; v=5 mV/s, Amplitude: 25 mV

Die Abhingigkeit des Fe(CN)s -Oxidationsstroms von der Konzentration Ca*™ an einer
Thyroglobulin-modifizierten Gold-Scheibenelektrode ist in Abb. 3-26 dargestellt.

Bei pH=7.8 ist unter Abwesenheit von Ca*" der Elektronentransfer zum Fe(CN)64'
vollstdndig blockiert. Nach der ersten Addition von Ca®" lag dieses 40 uM in Losung vor
und verursachte einen Stromanstieg auf etwa 3 pA.

Bei pH=7.8 liegen die Carboxylgruppen in den Aminosdure-Seitenketten bevorzugt
deprotoniert vor. Ca’" wird von den Carboxylaten stark gebunden. Bei Zugabe dieses
Erdalkaliions wird deshalb eine negativ geladene Doméne neutralisiert bzw. sogar umgepolt.
Auf diese umgepolte Domine scheint sich wiederum das Fe(CN)s" zu setzen und damit einen
,,Elektronen-Shuttle-Mechanismus®“ zu erdffnen. Das Modell sollte deshalb um den in

Abb. 3-27 (siehe nichste Seite) gezeichneten Fall erweitert werden.
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pH=9 pH=9

Abb. 3-27: Induktion des Elektronentransfers von negativ geladenem Hexacyanoferrat (Dreieck) durch die
negativ geladene Proteinschicht bewirkt durch Anreicherung von Ca®" (weisser Halbkreis) in negativ geladene
Proteindoménen (schwarz), die dadurch umgepolt werden; Hexacyanoferrat akkumuliert sich in zweiter Sphére

auf dem angereicherten Ca*"

Die Induktion der Redoxantwort einer geladenen Redoxspezies in Losung durch Bindung
einer elektroinaktiven Spezies an einer modifizierten Elektrode fand zahlreiche Anwendung
und wird hier erstmals mechanistisch erklért.

Takehara et al.'® bestimmten Ca®" durch Induktion der Redoxantwort von Fe(CN)s>™ an
Glutathion-modifizierten ~Goldelektroden. Bei einer Konzentration von 10 mM Ca*”
beobachteten sie an der zuvor vollstindig den Elektronentransfer blockierenden Elektrode
Redoxstrome, die mit denen an blanken Elektroden vergleichbar waren. Durch die
vergleichsweise hohe Dichte der Carboxylatgruppen in der Glutathionschicht wird Ca®**
entsprechend stirker gebunden als an der Thyroglobulinschicht. So ist die ,,Umpolungs-
Effizienz* grosser und damit die Induktion verstirkt. Ebenfalls konnten Takehara et al.”””!
nach dem gleichen Verfahren Lanthanid-lonen in Konzentrationen von wenigen uM
detektieren. Die hochgeladenen Kationen werden noch stirker an die Carboxylatgruppen

gebunden und bewirken so bei kleinen Lodsungskonzentrationen die Umpolung der

modifizierten Oberflache. Dies wird durch die Arbeit von Jiang et al.l’®l bestitigt.
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3.7.1.2 Citrat induziert Ru(NH;)s *-Strome
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Abb. 3-28: pH-Abhingigkeit der DPV-Reduktionsstrome von Ru(NH;)s’* an einer Thyroglobulin-modifizierten
Gold-Scheibenelektrode (A =0.07 cm?); weiBer Kreis: 1 mM Ru(NH;3),Cly in 0.1 M KCI, schwarzer Kreis:
I mM Ru(NH;)¢Cl; in Citronensdure / Natriumhydrogenphosphat-Puffer (¢ =0.1 M); der pH-Wert wurde
eingestellt durch Zufiigen von 0.1 M HClI oder 0.1 M KOH; v =5 mV/s, Amplitude: 25 mV

Bei den ersten Strom-pH-Messungen im Rahmen dieser Arbeit wurde ein
Natriumphosphat / Citronenséure-Gemisch (c=0.1 mol/1) als Puffer und Leitelektrolyt
verwendet (sieche Tab. 3-2). Erst zu einem spéteren Zeitpunkt erkannte man den signifikanten
Einfluss dieses Elektrolyten auf die pH-Abhéngigkeit des Reduktionsstromes von Ru(NH3)s> "
an einer Protein-modifizierten Elektrode. Abb. 3-28 zeigt die Strom-pH-Abhéngigkeiten, die
fir die Reduktion Ru(NH3)63+ an einer Protein-modifizierten Elektrode gemessen wurden in
1.) einem Natiumphosphat/ Citronensdure-Gemisch (schwarzer Kreis) und 2.) einer
ungepufferten 0.1 M KCI-Losung (weisser Kreis), deren pH-Wert durch Zugabe von
verdiinnter HCI-Losung oder KOH-Losung eingestellt wurde. Es zeigt sich eine deutliche
Parallelverschiebung der dem Puffer zugehdrigen Messkurve um ganze 2 pH-Einheiten ins

Saure. Die ebenfalls zu beobachtende Reduktion der Maximalstrome im alkalischen Bereich
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liegt im Streubereich des Messverfahrens. Vergleichbare Messungen mit Fe(CN)s* liefern
identische Strom-pH-Kurven fiir beide Elektrolyte, gemaf3 Abb. 3-29.

Der Effekt der Parallelverschiebung der Kurven in Abbildung 3-28 wird auf die Citronensdure
zuriickgefiihrt.

Weil die Citronensédure (pKa's: 3.0, 4.4 und 5.8)') azider ist als die Protein-Domine, lagert
sich das Citration bei saurerem pH-Wert an die positivierte Protein-Domédne an und
negativiert diese. Demzufolge ist der frithe Anstieg der Stromantwort des Ru(NH;)s' ™ auf
Induktion durch das Citrat-Anion zurlickzufiihren (Induktion durch eine elektroinaktive
Spezies). Die Differenz der Strome beider Messkurven in Abbildung 3-28 kann demnach als
der Citrat-induzierte Anteil des Redoxstroms interpretiert werden.

Nimmt man an, dass vierfach negativ geladenes Fe(CN)q" eine deutlich groBere Affinitit zu
positiven Protein-Doménen hat als das Citrat-Anion, so wird es trotz geringerer
Losungskonzentration bevorzugt an der Oberfliche akkumuliert und nicht durch das
Citrat-Anion verdrangt. Demzufolge wird die Anreicherung und damit die Strom-pH-Kurve

des Fe(CN)¢" nicht beeintrichtigt (Abb. 3-29).
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Abb. 3-29: pH-Abhingigkeit der Reduktionsstrome von Fe(CN)s* an einer Thyroglobulin-modifizierten Gold-
Scheibenelektrode (A = 0.07 cm?); weiBes Dreieck: 1 mM Fe(CN)g" in 0.1 M KCI; schwarzes Dreieck: 1 mM
Fe(CN)" in Citronensiure / Natriumhydrogenphosphat-Puffer (c = 0.1 M); der pH-Wert wurde durch Zufiigen
von 0.1 M HCl oder 0.1 M KOH ecingestellt; v =5 mV/s, Amplitude: 25 mV
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3.7.2 Induktion durch elektroaktive Spezies

3.7.2.1 Viologen 1 induziert Fe(CN)s"-Strome

Die Abhingigkeit des Fe(CN)¢-Oxidationsstroms von der Viologen 1 - Konzentration an
einer Thyroglobulin-modifizierten Gold-Scheibenelektrode ist in Abb. 3-30 dargestellt.

Bei pH=7.7 ist unter Abwesenheit von Viologen 1 der Elektronentransfer zum Fe(CN)g"
vollstdndig blockiert. Nach der ersten Addition von Viologen 1 lag dieses 2.5 uM in Losung

vor und verursachte einen Stromanstieg auf etwa 2 pA.
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Abb. 3-30: Abhingigkeit des differentiell-pulsvoltametrischen ~ Fe(CN)¢"-Oxidationsstroms an  einer
Thyroglobulin-modifizierten Elektrode (A =0.07 c¢cm?) in 0.1 M KCl von der Viologen 1 -Konzentration in
Losung; ¢(Fe(CN)s") = 1 mM, pH = 7.7, eingestellt durch Zufiigen von 0.1 M KOH,

v=>5mV/s, Amplitude: 25 mV
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Weitere Erhohung der kationischen Spezies bewirkte zunéchst einen raschen Anstieg bis zum
halbmaximalen Strom bei ¢ = 15 pM. Die folgende schwichere Stromzunahme mit steigender
Viologen-Konzentration fiihrte schlieBlich zu maximalen Strdmen bei ¢ > 0.4 mM.

Positiv geladenes Viologen 1 reichert sich analog zum Ca”" auf negativ geladenen Protein-
Doménen an und polt diese um (Abb. 3-31). F e(CN)s" akkumuliert in zweiter Sphire auf dem
angereicherten Viologen. Der Elektronentransfer des Fe(CN)s" erfolgt nach dem
Selbstaustausch-Mechanismus und wiéchst weiter mit steigender Viologen 1-Konzentration,
bis dieses die Sittigung an der Oberfldche erreicht. Die maximalen Viologen 1-induzierten
Strome sind identisch mit den maximalen pH-induzierten Strémen, die sich fiir Fe(CN)64' an
Thyroglobulin-modifizierten Elektroden bei pH <3 beobachten lassen. Vermutlich ist die
Konzentration von Viologen1 bei Sittigung groBer als die von Ca®’, so dass groBere

Oxidationsstrome induziert werden.
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Abb. 3-31: Schematische Darstellung der Induktion des Elektronentransfers von negativ geladenem
Hexacyanoferrat (Dreieck) durch die negativ geladene Proteinschicht, bewirkt durch Anreicherung von positiv
geladenem Viologen 1 (Quadrat) in negativ geladene Proteindoménen (schwarz), die dadurch umgepolt werden;

Hexacyanoferrat akkumuliert sich in zweiter Sphére auf dem angereicherten Viologen 1.
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3.7.2.2 Fe(CN)64' induziert Viologen 1-Strome

Abbildung 3-32 zeigt die Abhingigkeit des Viologen 1-Reduktionsstroms von der Fe(CN),* -
Konzentration in Losung bei pH = 2.8.

Unter diesen Bedingungen ist an der Thyroglobulin-modifizierten Goldelektrode der
Elektronentransfer zum Viologen 1 in Losung blockiert. Zugabe von Fe(CN)¢" (10 pM)
bewirkte einen kleinen Anstieg des Reduktionsstroms von Viologen1. Zunehmende
Fe(CN)s"-Konzentration fithrte zu einem sigmoidalen Anstieg des Reduktionsstroms mit

halbmaximalem Wert bei ¢ = 60 uM. Ab ¢ > 170 mM beobachtete man maximale Strome.
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Abb. 3-32: Abhingigkeit des differentiell-pulsvoltametrischen Viologen 1-Reduktionsstroms an einer
Thyroglobulin-modifizierten Elektrode (A =0.07 c¢cm?®) in 0.1 M KCI von der Fe(CN)s"-Konzentration in
Losung; ¢ (Viologen 1) = 1 mM , pH = 2.8, eingestellt durch Zufiigen von 0.1 M HCl;

v=>5mV/s, Amplitude: 25 mV
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Bei pH=2.8 ist der Elektronentransfer auf Viologen1 aufgrund der elektrostatischen
AbstoBung durch die Proteinschicht blockiert. Negativ geladenes Fe(CN)s* hingegen reichert
sich auf positiv geladenen Protein-Doménen an und polt diese um. Nun kann das Viologen in
zweiter Sphire auf dem akkumulierten Fe(CN)¢" in den umgepolten Protein-Dominen
adsorbieren. Der Elektronentransfer des Viologens kann jetzt nach dem vorgeschlagenen
Selbstaustausch-Mechanismus ~ erfolgen = und  widchst  weiter mit  steigender
Fe(CN)s"- Konzentration, bis dieses Sattigung an der Oberfliche erreicht.

Die maximalen Fe(CN)s"- induzierten Viologen 1-Strdme betragen nur etwa die Halfte der
maximalen pH-induzierten  Viologen-Strome. Dies wird auf eine  geringere
Oberfichenkonzentration des Fe(CN)s" bei Sittigung zuriickgefiihrt, als fiir Viologen 1 im
vorausgehenden Induktions-Experiment. Demnach ist die Effizienz des Umpolens geringer
und damit auch die Oberflichenkonzentration des in zweiter Sphire angereicherten Fe(CN)g".
Folglich nimmt der Reduktionsstrom nicht absolut maximale Werte an (wie an blanken

Elektroden).
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Abb. 3-33: Schematische Darstellung der Induktion des Elektronentransfers von positiv geladenem Viologen 1
(Quadrat) durch die positiv geladene Proteinschicht bewirkt durch Anreicherung von negativ geladenem
Hexacyanoferrat (Dreieck ) in positiv geladene Proteindoméinen (weil3), die dadurch umgepolt werden; Viologen

1 akkumuliert sich in zweiter Sphére auf dem angereicherten Hexacyanoferrat.
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3.7.3 Gegenseitige Induktion der Viologen 1- und Fe(CN)s*-Strome

Es wurden DPV-Messungen in Gegenwart von Fe(CN)s" und Viologen1 in gleichen
Konzentrationen in 0.1 M KCI durchgefiihrt. Eine erniedrigte Konzentration von 0.2 mM
wurde gewéhlt, um die Bildung eines Niederschlags zu vermeiden. Man erhielt die in

Abb. 3-34 gezeigten Strom-pH-Abhéngigkeiten.
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Abb. 3-34: Abhingigkeiten der Redoxstrdme von Fe(CN)¢" (Dreieck) und Viologen 1 (Quadrat) als Funktion
des pH-Wertes an einer Thyroglobulin-modifizierten Goldelektrode (A = 0.07 cm?) in 0.1 M KCI;

¢ (Redoxmarker) = 0.2 mM; der pH-Wert der ungepufferten Losung wurde eingestellt durch Zufiigen von 0.1 M
HCL v =5 mV/s, Amplitude: 25 mV.

Der Oxidationsstrom des Fe(CN)¢" ist iiber den gesamten pH-Bereich konstant, mit
Ausnahme der leichten Abnahme in Richtung alkalischer pH-Werte, die jedoch auch
tendenziell an blanken Goldelektroden beobachtet wird und daher nicht auf die

Elektrodenmodifikation oder das Viologen 1 zuriickgefiihrt wird. Offensichtlich ist der
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Viologenstrom bei pH < 7 gegeniiber dem Fe(CN)"-Strom deutlich reduziert, steigt aber bei
pH > 7 auf vergleichbare Werte an.

Im sauren pH-Bereich sind die Fe(CN)s"-Strome pH-induziert, die Viologen-Strome
hingegen Fe(CN)s"-induziert. Daher sind die Viologenstrdme im Vergleich zu den
Fe(CN)s* -Strémen vermindert, gemaB Kapitel 3.7.2.2. Bei pH = 7 findet ein mechanistischer
Wechsel der Induktion statt. Oberhalb pH =7 sind die Viologenstrome pH-induziert und
wachsen auf maximale Werte an. Die Fe(CN)s " -Strome werden durch das Viologen induziert

und bleiben maximal, gemal} Kapitel 3.7.2.1 (Abb. 3-35).
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Abb. 3-35: Modellhafte Veranschaulichung der gegenseitigen Induktion: Elektronentransfer von negativ
geladenem Hexacyanoferrat (schwarzes Dreieck) und positiv geladenem Viologen 1 (weifle Quadrat), Austausch
der Akkumulationssphiren beim Ubergang von sauren zu alkalischen pH-Werten;

Strome flieBen in 2 parallelen Austauschketten: Viologen-Reduktionsstrome in reduktiver, Fe(CN)¢" in
oxidativer Elektronentransferkette; A: Viologen-induzierter Fe(CN),"—Oxidationsstrom; B: pH-induzierter
Viologen-Reduktionsstrom; C: pH-induzierter Fe(CN)¢" -Oxidationsstrom; D: Fe(CN)q* -induzierter Viologen-

Reduktionsstrom.
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3.7.4 Suppression des induzierten Elektronentransfers

Der Fe(CN)g"—Oxidationsstrom wird bei pH=7.7 mit zunchmender Konzentration von
Viologen 1 an der Protein-modifizierten Elektrode induziert. Zufiigen von elektroinaktivem

Naphthalintrisulfonat fiihrt zur Abnahme des induzierten Oxidationsstromes, gemal

Abb. 3-36.
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Abb. 3-36: Oxidationsstrom von Fe(CN),"" an einer Thyroglobulin-modifizierten Goldelektrode (A = 0.07 cm®)
in 0.1 M KCI mit steigender Konzentration von Naphthalintrisulfonat, in Gegenwart von 0.4 mM
Viologen 1, ¢(Fe(CN)s") =1 mM, pH = 7.7; der pH-Wert wurde eingestellt durch Zufiigen von 0.1 KOH;
v=>5mV/s, Amplitude: 25 mV.

Die Messungen wurden in Gegenwart von 0.4 mM Viologen 1 durchgefiihrt, um maximale
Redoxstrome zu induzieren. Bei einer Konzentration von etwa 4 mM Naphthalintrisulfonat ist
der Oxidationsstrom des Fe(CN)s" um nahezu ein Drittel des Ausgangswerts reduziert und
wird mit ansteigender Naphthalintrisulfonat-Konzentration weiter unterdriickt, um bei

Konzentration c¢>60mM einen Endwert anzunehmen, der etwa ein Drittel des
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Ausgangswerts entspricht. An einer blanken Goldelektrode zeigt sich kein Einfluss des

Naphthalintrisulfonats, der Oxidationsstrom bleibt unveréndert.
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Abb. 3-37: Schematische Darstellung der Suppression des Viologen 1 (Quadrat)-induzierten
Elektronentransfers von Hexacyanoferrat (Dreieck) an einer negativ geladenen Proteinschicht, durch
Kompetition und Verdringung mit Naphthalintrisulfonat (Halbkreis) als negativ geladene, elektroinaktive

Spezies, Zusammenbruch der Selbstaustausch-Kette, Unterdriickung des Elektronentransfers
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Abb. 3-38: Vergleich der Suppressions-Effizienz: Abhingigkeit der normierten Fe(CN)¢"- Oxidationsstrome
von der Naphthalintrisulfonat-Konzentration; Raute: pH-induzierter Oxidationsstrom;

Dreieck: Viologen-induzierter Oxidationsstrom; v =5 mV/s, Amplitude: 25 mV
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Die Effizienz der Suppression des Viologen-induzierten Fe(CN)s -Oxidationsstroms ist
gegeniiber der Suppression des pH-induzierten Fe(CN)s"-Oxidationsstroms (Abb. 3-38)
deutlich verringert. Das Fe(CN)s" bindet deutlich stirker in zweiter Sphire an das
oberflichenakkumulierte Viologen 1 bei alkalischem pH-Wert als das Naphthalintrisulfonat.
Hingegen bindet bei sauren pH-Werten das Naphthalintrisulfonat besser an positiv geladene
Protein-Doménen und verdringt Fe(CN)s" in deutlich groBerem Mafe von der Oberfliche, so

dass die Strome entsprechend stérker vermindert werden.

3.8 Katalytischer Elektronentransfer durch eine Proteinschicht

Wie bereits in Kapitel 3.5 formuliert, sollte es nach dem postulierten Modell des
Elektronentransfers moglich sein, iiber die Elektronentransferkette ein anderes Redoxsystem
in Losung anzukoppeln (Elektrokatalyse). Konkret wurde der Fe(CN)s’-Oxidationsstrom an
der Thyroglobulin-modifizierten Goldelektrode, als Funktion der Konzentration von

Viologen 2 bei pH = 10.3, untersucht. Bei diesem pH-Wert ist Fe(CN)s> selbst elektroinaktiv
an der Protein-modifizierten Elektrode.

Der Nachweis der elektrokatalytischen Reduktion des Hexacyanoferrat(Ill) durch Viologen 2

wird im Folgenden erlédutert.
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Aufgrund der komplexen beobachteten Phinomene wird die gesamte Messung in einer Folge
von 5 Abbildungen (3-39 bis 3-43) dargestellt. In jeder Abbildung sind die
Cyclovoltammogramme von 3 aufeinanderfolgenden Konzentrations-Messpunkten iiberlagert.
Der besseren Ubersicht halber wird das jeweils der hochsten Konzentration zugehdrige
Cyclovoltammogramm auch in die darauffolgende Abbildung ibernommen und représentiert

dort den niedrigsten Konzentrationswert der Messfolge.
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Abb. 3-39: Ubereinandergelagerte Cyclovoltammogramme von 1 mM Fe(CN)s in 0.1 M KCI bei pH = 10.3
(eingestellt mit verd. KOH) in Gegenwart von 0, 1 und 2 uM Viologen 2 an Thyroglobulin-modifizierter Gold-
Scheibenelektrode (A = 0.07 cm?), v="0.1 V/s

In Abwesenheit von Viologen 2 wird eine effiziente Unterdriickung des Elektronentransfers
des Fe(CN)¢” beobachtet. Bereits nach erster Zugabe von Viologen 2 (¢ =1 uM) tritt bei —
475 mV ein definierter Reduktionspeak RO in der Gegend der Viologen-Reduktion auf. Der
zugehorige Peakstrom wichst mit Verdopplung der Viologen-Konzentration (¢ =2 uM)
weiter an (Abb. 3-39).

Interessanterweise bewirkt die darauffolgende Konzentrationserhdhung (c =6 uM) (siehe

Abb. 3-40) eine signifikante Verminderung des Peakstromes von RO und es ist ein weiterer
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Reduktionspeak R1 bei —711 mV zu beobachten. Wihrenddessen wichst der direkte
Reduktionsstrom des Fe(CN)s> kontinuierlich mit steigender Viologen-Konzentration und

duBert sich zunéchst in einem wachsenden, sehr breiten kathodischen ,,Bauch* (B).

-1.2 -0.8 -0.4 0 0.4 0.8

Abb. 3-40: Ubereinandergelagerte Cyclovoltammogramme von 1 mM Fe(CN)s in 0.1 M KCI bei pH = 10.3
(eingestellt mit verd. KOH) in Gegenwart von 2, 6 und 9 uM Viologen 2 an Thyroglobulin-modifizierter Gold-
Scheibenelektrode (A = 0.07 cm?); v= 0.1 V/s

In anodischer Richtung treten bis zu dieser Viologen-Konzentration (¢ =6 uM) keine Peaks
im negativen Potentialbereich auf. Das ist ein Hinweis auf die elektrokatalytische Natur der
kathodischen Peakstrome. Bei positiven Potentialen ist der Anstieg des Fe(CN)s"
-Oxidationsstromes zu beobachten. Dieser wird der direkten elektrochemischen Oxidation der
Redoxspezies zugeordnet. Die anschlieBende Konzentrationserhohung (c =9 uM) bewirkt
eine deutliche Verschiebung des Peakpotentials von R1 um ca. +60 mV in positiver
Richtung. Desweiteren verdreifacht sich der zugehdrige Peakstrom von R1. In anodischer
Richtung wird erstmals ein Oxidationspeak O1 bei —556 mV beobachtet. Bei ¢ =13 uM
(siehe Abb. 3-41) ist eine deutliche Abnahme vom Reduktionspeak RO zu beobachten,

wihrend weitere Verschiebung des Peakpotentials von R1 um +30mV in positiver
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Potentialrichtung festzustellen ist. Der korrespondierende Peakstrom hat um ca. 50 %
zugenommen. Ein minimales Anwachsen des Oxidationspeaks O1 ist ebenfalls zu
verzeichnen, der aulerdem ein um + 30 mV positiveres Peakpotential als zuvor aufweist. Die
folgende Verdopplung der Viologenkonzentration (¢ =26 puM) hat zur Folge, dass der
Reduktionspeak RO nahezu verschwindet, wihrend R1 abermals um +40 mV ins Positive

wandert und der Peakstrom leicht zunimmt.

Fe(ll) 9 Fe(lll)

5 A

Fe(lll) 3 Fe(ll)
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Abb. 3-41: Ubereinandergelagerte Cyclovoltammogramme von 1 mM Fe(CN)¢ in 0.1 M KCI bei pH=10.3
(eingestellt mit verd. KOH) in Gegenwart von 9, 13 und 26 pM Viologen 2 an Thyroglobulin-modifizierter
Gold-Scheibenelektrode (A = 0.07 cm?); v= 0.1 V/s
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Es tritt erstmals ein zweiter Oxidationspeak O2 bei negativerem Potential von E =- 638 mV
auf, gleichzeitig wird der Oxidationspeak Ol weiter ins Positive verschoben und der
Peakstrom nimmt leicht ab.

Die darauffolgende Viologen-Zugabe (c = 54uM) bewirkt eine weitere Verschiebung von R1
um + 25 mV, der Strom nimmt leicht ab. Ein weiterer, dritter Reduktionspeak R2 zeigt sich in
der Schulter von R1 bei —640 mV. Die anodischen Peaks O1 und O2 sind beide um ca.
+ 20 mV verschoben. Der Peakstrom von O2 hat sich etwa verdoppelt, wihrend der von Ol

um ca. 30 % vermindert wurde.

Fe(lll) 3> Fe(ll)

5 uA

Fe(lll) 9 Fe(ll)
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Abb. 3-42: Ubereinandergelagerte Cyclovoltammogramme von 1 mM Fe(CN)s™ in 0.1 M KCI bei pH =10.3
(eingestellt mit verd. KOH) in Gegenwart von 26, 54 und 97 pM Viologen 2 an Thyroglobulin-modifizierter
Gold-Scheibenelektrode (A = 0.07 cm?); v=0.1 V/s
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Im Folgenden bewirken die weiteren Konzentrationserhbhungen das gleichmaissige
Anwachsen sowohl von Reduktionspeak R2 als auch Oxidationspeak O2, die der direkten
elektrochemischen Reduktion bzw. Oxidation von Viologen 2

zugeordnet werden. Gleichermaflen werden sowohl der Reduktionspeak R1, als auch der
Oxidationspeak O1 vermindert. Verschiebungen der Peakpotentiale sind nicht mehr zu
beobachten. Am Ende der Messreihe ist der Oxidationspeak O1 vollstindig verschwunden,

wiéhrend der kathodische Peak R1 deutlich vermindert beobachtet wird (Abb. 3-43).

Fe(ll) 5 Fe(lll)

Fe(lll) 9 Fe(ll)
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Abb. 3-43: Ubereinandergelagerte Cyclovoltammogramme von 1 mM Fe(CN)g® in 0.1 M KCl bei pH=10.3
(eingestellt mit verd. KOH) in Gegenwart von 97, 190 und 380 uM Viologen 2 an Thyroglobulin-modifizierter
Gold-Scheibenelektrode (A = 0.07 cm®); v=0.1 V/s
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Abb. 3-44: Ubereinandergelagerte Cyclovoltammogramme von 1,2 und 4 mM Fe(CN)s” in 0.1 M KCI bei
pH =10.3 (eingestellt mit verd. KOH) in Gegenwart von 10 uM Viologen 2 an Thyroglobulin-modifizierter
Gold-Scheibenelektrode (A = 0.07 cm?); v=0.1 V/s

In einem weiteren Experiment wurde bei konstanter Viologen- die Fe(CN)¢ -Konzentration
erhoht. Verdopplung der Fe(CN)g”-Konzentration bewirkte einen signifikanten Zuwachs des
Stromes von Peak R1 um etwa 50 %, weitere Fe(CN)s>-Verdopplung verursachte erneute
Zunahme um etwa 25 % (Abb. 3-44). Da die Viologen-Konzentration konstant war, deutet die
wurzelabhingige Zunahme des Stromes auf elektrokatalytische Reduktion des Fe(CN)g™
durch reduziertes Viologen 2 hin. Interessanterweise nahm der Oxidationsstrom gleichsinnig
zu, war jedoch in jedem Fall gegeniiber dem Reduktionsstrom deutlich vermindert. Dies ist

ebenfalls ein Hinweis auf Elektrokatalyse.

Fe(CN)s> ist an der Thyroglobulin-modifizierten Elektrode bei pH = 10.3 elektroinaktiv. Ein
Elektronentransfer auf das Fe(CN)s> kann elektrokatalytisch erfolgen. Die Elektronen flieBen
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von der Goldelektrode zum oberflaichenakkumulierten Viologen 2 und werden dann von
Fe(CN)¢”™ in Losung aufgenommen. Demnach ist die Reduktion des Fe(CN)s®~ chemischer
Natur, sie lduft gemidss der elektrochemischer Spannungsreihe derart ab, dass die an der
Elektrodenoberfliche generierte reduzierte Form des einen Halbelements — in diesem Falle
reduziertes Viologen — die oxidierte Form des anderen Halbelements mit groferem
Normalpotential — in diesem Falle Fe(CN)s>™ — reduziert. Dies ist gleichbedeutend mit der
Oxidation des Viologenradikalkations zur Ausgangsverbindung, so dass Viologen fiir einen

weiteren Katalysezyklus zur Verfligung steht (Abb. 3-45).

Abb. 3-45: Schematische Darstellung des katalytischen Reduktionsstroms: angereichertes, elektrochemisch

reduziertes Viologen 2 reduziert Fe(CN)g” in Losung

Elektrokatalytische Strome wurden kiirzlich von Barton et al.l'?* 127] an DNA-modifizierten
Elektroden beobachtet. Methylenblau interkalierte in doppelstrdngige DNA und katalysierte
die Reduktion von Fe(CN)¢” in Losung. Mit diesem Verfahren war es den Autoren ebenfalls
moglich, Fehlbasenpaarungen zu detektieren. Diese bewirkten, dass Methylenblau weniger

gut bis garnicht interkalierte, so dass die elektrokatalytischen Stroéme abnahmen.
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3.9 Kovalente Immobilisierung eines Proteins
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Abb. 3-46: Immobilisierung eines Proteins mittels EDC/NHSS-Kupplung; A: Bildung eines SAMs
derDithiodipropionséure; B: Aktivierung zu NHSS-Funktionen; C: Kupplung des Proteins an aktivierte NHSS-
Funktionen; D: Quenching der iiberschiissigen aktivierten NHSS-Funktionen
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Proteine konnen durch kovalente Kupplung mit aktivierten Funktionen auf einer modifizierten
Substratoberfliche immobilisiert werden. Eine héufig angewandte Technik ist die
Carbodiimid-Kupplung, welche die Verkniipfung von Aminen mit Carbonsduren in wéssrigen
Lésungen unter physiologischen Bedingungen erméglicht. 2> 125 111

Durch Selbstassemblierung von Dithiodipropionsdure auf Gold ist das Substrat mit
Carboxylgruppen funktionalisiert, die im nichsten Schritt mit einem Gemisch aus Sulfo-N-
Hydroxysuccinimid (NHSS) und N-Ethyl-N-[dimethylaminopropyl]carbodiimid (EDC) in
NHSS-Funktionen konvertiert (B) werden. Damit ist die Oberfliche gegeniiber dem
nukleophilen Angriff von zugdnglichen primédren Aminofunktionen des zu immobilisierenden

Proteins (C) aktiviert. Uberschiissige NHSS-Funktionen werden nach kovalenter Kupplung

des Proteins mit Ethanolamin umgesetzt und so in inerte Amidfunktionen iiberfiihrt (D).

14

Abb. 3-47: pH-Abhingigkeit der Oxidationsstrome von Fe(CN)s" an modifizierten Gold-Scheibenelektroden
(A=0.07 cm®) in 0.1 M KCl; SAM von Mercaptopropionsiure (Dreieck); kovalent immobilisierte Aldolase
(weiler Kreis); aktivierte und direkt gequenchte Oberfliche (ohne Proteinschicht) (Quadrat); unspezifisch
adsorbierte Aldolase (schwarzer Kreis); v=15 mV/s, Amplitude: 25 mV
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Mit Hilfe der Carbodiimid-Kupplung wurde Aldolase kovalent auf einer Gold-
Scheibenelektrode immobilisiert und mittels pH-Titration in Gegenwart von Redoxmarkern
untersucht, im Vergleich zu weiteren modifizierten Oberflachen, die jeweilige Stufen des
Kupplungsschemas repriasentieren: 1.die mit der selbstassemblierenden Monoschicht
modifizierte Goldoberflidche (II) und 2. die aktivierte und direkt mit Ethanolamin umgesetzte
Oberfldache (ohne Inkubation in Proteinlosung, ,,Blank*). Die Abbildungen 3-47 und 3-48
zeigen die erhaltenen Strom pH-Abhingigkeiten fiir Fe(CN)s™ und Ru(NH3)s’". Es sind
jeweils die Strom-pH-Abhédngigkeiten gegeniibergestellt, welche zuvor an der unspezifisch

mit Aldolase modifizierten Goldelektrode beobachtet wurden (siehe auch Tab. 3-2).

12
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Abb. 3-48: pH-Abhingigkeit der Reduktionsstrome von Ru(NH;)s** an modifizierten Gold-Scheibenelektroden
(A=0.07 cm?®) in 0.1 M KCI; SAM von Mercaptopropionsdure (Dreieck); kovalent immobilisierte Aldolase
gemil Schema (weiller Kreis); aktivierte und direkt gequenchte Oberfliache (ohne Proteininkubation) (Quadrat);
unspezifisch adsorbierte Aldolase (schwarzer Kreis); v =15 mV/s, Amplitude: 25 mV

Die Carboxylgruppen der selbstassemblierten Monoschicht der Dithiodipropionsdure sind bei

niedrigen pH-Werten protoniert, und die Stromantwort ist vergleichbar mit der einer blanken
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Elektrode. Mit zunehmendem pH-Wert erfolgt Deprotonierung. Fe(CN)s" wird durch die
negativ geladene Oberfliche repulsiert und der Elektronentransfer unterdriickt. Die
Stromabnahme setzt etwa bei pH = 4 ein und erstreckt sich liber 4 pH-Einheiten, ein zwei pH-
Einheiten grofleres Intervall als bei den Signalspriingen der Protein-Titrationen beobachtet
wird. Der Halbwertsstrom i/ 2 ist bei pH;, = 5.3 festzustellen.

Es ist davon auszugehen, dass aufgrund der hohen molekularen Packungsdichte innerhalb der
Monoschicht, bei alkalischen pH-Werten ebenfalls eine hohe negative Ladungsdichte
resultiert. Diese sollte vergleichsweise grofler sein, als die negative Ladungsdichte bei
gleichem pH-Wert an einer Schicht negativ geladener Proteinmolekiile. Die Stromantworten
an der aktivierten und direkt mit Ethanolamin gequenchten Oberfldche, zeigen eine deutlich
verminderte Blockade des Elektronentransfers im alkalischen pH-Bereich. Dies ist auf die
Umsetzung der Carboxylfunktionen in Amide zuriickzufiihren, welche dadurch als Triager
negativer Ladungen im Alkalischen eliminiert werden. Verbleibende, nicht umgesetzte
Carboxylgruppen verursachen die Stromabnahme zwischen 6 < pH < 8. Bei pHj, = 6.5 ist der
Halbwertsstrom 1/2 festzustellen, der demnach im Vergleich zur SAM-modifizierten
Elektrode um mehr als eine ganze pH-FEinheit ins Alkalische verschoben ist.

Die aktivierte und direkt mit Ethanolamin umgesetzte Oberfliche weist eine gemischte
Modifikation von Mercaptocarboxylat und Mercaptoamid auf, welche auch als lateral
verdiinnter Dithiodipropionsdure-SAM beschrieben werden kann. Hierbei sind die sauren
Gruppen in aprotische Amidfunktionen eingebettet und weisen daher eine verminderte
Tendenz zur Deprotonierung auf. Die laterale Verdiinnung der Carboxylfunktionen geht mit
der Verminderung der negativen Ladungsdichte und der Abnahme der Repulsion des
Fe(CN)¢" im Alkalischen einher. Dies erklart die deutlich verminderte Elektronentransfer-
Blockade.

Die beiden Strom-pH-Abhédngigkeiten der Protein-modifizierten Elektroden zeigen einen
vergleichbaren Kurvenverlauf, wobei eine Verschiebung der mit Carbodiimid-Kupplung
modifizierten Elektrode um ca. 0.5 pH-Einheiten ins Alkalische festzustellen ist. Man geht
davon aus, dass auch hier eine gemischt-modifzierte Oberfldche vorliegt, in erster Linie aus
dem immobilisierten Protein bestehend. Weiterhin sollten nicht mit Protein bedeckte Flichen
vorliegen, an denen Carboxylat- und Amidfunktionen exponiert sind. Letztere konnten die
Verschiebung der Strom-pH-Abhdngigkeit gegeniliber der wunspezifisch modifizierten
Elektrode verursachen.

Fir den Reduktionsstrom des Ru(NH3)63+ sind iiber den gesamten pH-Bereich maximale

konstante Werte an der SAM-modifizierten und der aktivierten/ gequenchten Elektrode
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festzustellen. Bei kleinsten pH-Werten zeigt sich eine Abnahme um ca. 20 %. Man beobachtet
bei den Protein-modifizierten Elektroden vergleichbare Kurvenverldufe der Strom-pH-
Abhéngigkeiten, wobei eine Verschiebung der mit Carbodiimid-Kupplung modifizierten
Elektrode um ca. 0.5 pH-Einheiten ins Saure festzustellen ist, verursacht durch die gemischte

Modifikation der Oberfliche.

Das Protein wurde kovalent auf der Oberfliche immobilisiert und beeinflusste im
Wesentlichen die Stromantwort an der modifizierten Elektrode. Verschiebungen der Strom-
pH-Abhingigkeiten im Vergleich zu unspezifisch modifizierten Elektroden werden auf nicht
Protein-bedeckte Restflichen zuriickgefiihrt, an denen Carboxylat- und Amidfunktionen
exponiert sind, die ebenfalls die Stromantwort beeinflussen. Man geht davon aus, dass die

Oberflache eine geringere Protein-Bedeckung aufweist als die unspezifisch modifizierte.

Die Methode eignet sich zur Qualitéts-Kontrolle schrittweiser Oberflichenmodifikationen.
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3.10 Persistente Bindung eines Viologen-Dendrimers an eine Proteinschicht

Heinen, Meier und Walder!' B! fiihrten kiirzlich elektroaktive Dendrimere mit
Viologengeriist ein. Es handelt sich um hoch positiv geladene, sphédroide Molekiile mit
verzweigter Struktur. Das fiir Messungen im Rahmen dieser Arbeit verwendete Dendrimer
G2 enthélt 21 Viologen-Redoxzentren und ist entsprechend 42fach positiv geladen,
Gegenionen sind 42 Bromid-lonen pro G2-Dendrimer. Die Verzweigungen werden durch
Mesitylen-Briicken bewerkstelligt, an der Peripherie ist das Dendrimer mit Ethylgruppen
terminiert.

Die Autoren fanden durch elektrochemische Messungen an der rotierenden Scheibenelektrode

einen hydrodynamischen Durchmesser von etwa 5 nm fiir G2.

©) HoC~cp,

Es wurde der Einfluss von G2 auf den Elektronentransfer von Fe(CN)¢" in Losung an einer

EF,-ATPase-modifizierten Gold-Scheibenelektrode untersucht (vgl. Kap. 2.3).

Der Elektronentransfer des Fe(CN)s~ war an der EF;-ATPase modifizierten Gold-
Scheibenelektroden bei pH=9 effizient unterdriickt, wihrend sich fir Ru(NHs)g "
Reduktionsstrome wie an blanken Elektroden zeigten (Abb. 3-49, nichste Seite).

Nach flinfminiitigem Eintauchen in einer wissrigen Losung des elektroaktiven Viologen-
Dendrimers G2 (10 mg/ ml) und Spiilen mit bidestilliertem Wasser wurden fiir Fe(CN)* in
der Messlosung bei pH=9 Oxidationsstrome wie an blanken Elektroden beobachtet

(Abb. 3-49 u. 3-50, beide nichste Seite).
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Abb. 3-49: DPV-Stromantwort von a.) Fe(CN)s" und b.) Ru(NH;)¢’" an einer EF,-ATPase-modifizierten Gold-
Scheibenelektrode (A = 0.07 cm?) in 0.1 M Na,HPO, (pH = 9) vor (x) und nach (y) 5 miniitigem Eintauchen in
einer Losung von G2 (10 mg/ml in bidestilliertem Wasser); v =5 mV/s, Amplitude: 25 mV

Ebenfalls wurden im CV die Redoxwellen des Dendrimers im negativen Potentialbereich
detektiert (Abb. 3-50). Die Fe(CN),"-Oxidationsstrome zeigen eine lineare Abhéngigkeit von

der Quadratwurzel von v, die Viologenstrome sind jedoch direkt linear abhéngig (hier nicht

gezeigt).
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Abb. 3-50: CVs in Gegenwart von 1 mM Fe(CN)¢" an einer EF,-ATPase-modifizierten Gold-Scheibenelektrode
vor (x) und nach (y) Inkubation in einer Losung von G2, gemessen in 0.1 M Na,HPO,, pH=9; v=0.1 V/s
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Fir Ru(NH3)63+ wurden nach Dendrimer-Inkubation im DPV weiterhin Strome wie an

blanken Elektroden (Abb. 3-49) beobachtet.

Nach Eintauchen der Dendrimer-Protein-modifizierten Elektrode in einer wéssrigen Losung
bei pH =2 iiber Nacht zeigten sich fiir Fe(CN)s" weiterhin die Stromsignale wie unmittelbar
nach Eintauchen in die Dendrimer-Losung.

Bei pH =9 ist EF,-ATPase negativ geladen und repulsiert Fe(CN)¢", welches daher nicht an
die Elektrodenoberfldche diffundieren kann. Der Elektronentransfer ist effizient blockiert. Das
hoch positiv geladene Dendrimer G2 wird an gegensinnig geladenen Protein-Doménen stark
elektrostatisch gebunden. Die lineare Abhidngigkeit des Reduktionsstroms mit der
Vorschubgeschwindigkeit indiziert die Oberflichenfixierung des Dendrimers. Die Adsorption
ist irreversibel. Das Dendrimer adsorbiert ebenfalls spontan auf blanken Goldoberflachen,
daher kann auch ein gewisser Anteil direkt an die Metalloberfliche gebunden sein, die nach
Proteinadsorption noch unbedeckt war. Ebenfalls kann Verdringung von schwach
gebundenem Protein erfolgt sein. Integration der Reduktionswelle des Dendrimers bei -0.6 V
liefert eine Ladungsdichte von 14.3 uC cm™. Unter Annahme einer Ein-Elektronen-Reduktion
aller 21 Redoxzentren gelangt man zu einer Oberflichenkonzentration von
7-10% mol / cm®. Dies entspricht in etwa einer Monoschicht dicht gepackter Dendrimer-
Molekiile (siehe Kap. 3-2). Die Elektrode ist demnach mit einem Hybridlayer modifiziert. Die
Dendrimerschicht bildet die duBlere Schicht und sollte demnach auch weitestgehend die
Elektronenschleusen-Funktion der Schicht bestimmen und so den dramatischen Anstieg der

Oxidationsstrome des Fe(CN)e" bewirken.

Darunter befindliches Protein wird an der Kontaktfliche zum Dendrimer elektrostatisch
neutralisiert und verliert so die Repulsionseigenschaften gegeniiber Fe(CN)¢". Die
Dendrimer-Schicht deckt das Potein vermutlich nicht vollstindig ab. Dies erklart die
bleibenden hohen Reduktionsstrome des Ru(NH;)g "

An dieser Stelle sei auf eine Arbeit von Pardo-Yissar et al.l'*?!

hingewiesen, die
Polyelektrolyt-Multischichten auf Goldelektroden untersuchten. War eine solche Multischicht
mit einem negativen Polyelektrolyten terminiert, so wurde eine deutliche Unterdriickung des
Elektronentransfers zum negativ geladenen Fe(CN)s’ in Losung festgestellt. Multischichten
mit positivem Polyelektrolyt-Terminus zeigten einen Elektronentransfer, vergleichbar mit

dem an einer blanken Goldelektrode, welcher zudem unabhingig von der Gesamtzahl der
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einzelnen Polyelektrolyt-Schichten war. Dies wurde mit einer in sich neutralen, pordsen
Struktur der Multischicht erkldrt. Die irreversible Adsorption des Dendrimers auf der
Proteinoberfldche ist durch die starke intermolekulare ionische Bindung zu erkldren. An der
Kontaktfliche der beiden Molekiile kommt es gewissermassen zu einer elektrostatischen
Neutralisation (bereits erwdhnt). Die Carboxylatgruppen des Proteins werden im sauren
Milieu eventuell nicht protoniert und das Dendrimer bleibt weiterhin an der Oberfldche

gebunden.

A A
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Abb. 3-51: Schematische Darstellung der Induktion des Fe(CN)¢"- Oxidationsstroms durch elektrostatische

Bindung des Dendrimers an der bei pH = 9 negativ geladenen Protein-Oberfliche; Fe(CN)¢" wird angereichert;

Das Experiment kann als Modell einer -elektrostatischen Ligandbindung durch ein
immobilisiertes Biomolekiil betrachtet werden. Hierbei stellt das Dendrimer ein Modell-
Substrat / -Liganden dar, dessen Bindung die Oberfliche elektrostatisch umpolt und so die
Stromantwort des Redoxmarkers induziert. Es finden sich zahlreiche Beispiele in der
Literatur, in denen man sich dieses Prinzip zur Detektion biochemischer Wechselwirkungen

zunutze macht (siehe Einleitung, Kap. 3-1).

Wiederholtes (hier 6faches) abwechselndes Einlegen der Elektrode in Proteinldsung und
Dendrimer-Losung bewirkte einen signifikanten Anstieg der Redoxwellen des Dendrimers
und auch der Stromantwort des Fe(CN)¢* (Abb. 3-52, nichste Seite). Dies indiziert den
Aufbau von weiteren Schichten, ausserdem zeigt sich die Funktion des Dendrimers als

Tonenaustauscher.
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ImpA

0.0 0.2 0.4
E/V

Abb. 3-52: iibereinandergelegte CVs in Gegenwart von 1 mM Fe(CN)¢" an einer EF,-ATPase-modifizierten
Gold-Scheibenelektrode (A =0.07 cm®) vor (x), nach einfacher (y) und nach 6facher abwechselnder (z)
Inkubation in einer Losung von G2 und EF|-ATPase , gemessen in 0.1 M Na,HPO, , pH=9;v=0.1 V/s

Messungen mit der Quarzmikrowaage (Kleinst-Volumen-Messzelle) bestitigten den Aufbau
von Multischichten (hier nicht gezeigt). So adsorbierte das Dendrimer irreversibel auf einer
Proteinschicht. AnschlieBend adsorbierte wieder das Protein an der Dendrimer-terminierten
Oberfliche, jedoch in reduziertem MaBle im Vergleich zu einer blanken Gold-Oberfliche.
Abgesehen von der blanken Goldoberfliche, adsorbierte das Dendrimer nur an der Protein-
terminierten bzw. das Protein nur an der Dendrimer-terminierten Oberfléche.

So konnen durch elektrostatische Wechselwirkungen Schichtstrukturen aufgebaut werden, die
stark vereinfacht als sich abwechselnde Packungen negativ (Protein) und positiv (Dendrimer)
geladener, kugelformiger Molekiile betrachtet werden konnen. Offensichtlich werden
allerdings unvollstindige, d.h. ,16chrige” Multischichten ausgebildet, die elektrostatische
Eigenschaften sowohl der reinen Proteinschicht, als auch der Dendrimerschicht aufweisen.
Das globuldre Molekiil mit hoher positiver Ladungsdichte reichert negativ geladenes
Fe(CN)s" an und verstirkt so dessen Oxidationsstrom auf doppelt so grosse Werte, wie sie fiir

die Strome an blanken Goldelektroden beobachtet werden.

Im Vergleich zu Violgen 1-induzierten Fe(CN)¢" -Strémen zeigen sich in etwa etwa doppelt

so grosse Stome an der mit der Dendrimer-Protein-Mulitschicht modifizierten Elektrode.
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4 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neuartige Modifikationen von Elektrodenoberfldchen zur
spezifischen und unspezifischen Immobilisierung von Proteinen im Hinblick auf die

massenspezifische und voltammetrische Erfassung von Proteinwechselwirkungen untersucht.

Im Zusammenhang mit der massenspezifischen Erfassung von Proteinwechselwirkungen
wurde eine Kleinst-Volumen-Messzelle (V; = 80 ul) entwickelt, die, mit einem 5 MHz-Quarz
ausgestattet, ein Rauschen von Af =+ 0.1 Hz und eine Langzeitstabilitit in wéssrigem Milieu
von etwa 1-2 Hz / h aufweist. Die Zelle wurde in einer Weiterentwicklung mit Referenz- und
Gegenelektrode ausgestattet, die simultane elektrochemische und mikrogravimetrische
Messungen ermoglichte. Es wurde ein vollstindiger Messplatz eingerichtet, bestehend aus

thermostatisierter Kleinst-Volumen-QCM-Messzelle und digitaler Datenerfassung.

Die unspezifische Adsorption von Proteinen auf Goldoberflichen ergab mit der
Quarzmikrowaage typischerweise Frequenzabnahmen von 10-80 Hz bei Messzeiten von
10 bis 60 min. Durch Modifikation der Goldoberfliche mit einem in der Literatur
beschriebenen Oligoethylenoxid-terminierten Alkylthiol konnte die unspezifische Adsorption

von Proteinen auch auf modifizierten Quarzmikrowaagen deutlich herabgesetzt werden.

Zur reversiblen, spezifischen Modifikation der QCM-Goldoberfliche wurde eine von
Whitesides et al. () eingefiihrte Modifikationsmatrix auf die QCM-Oberfliche iibertragen.

His-TAG modifizierte EF;-ATPase wurde stabil und reversibel an der modifizierten
Oberflache gebunden, die spezifische Proteinbindung an der Oberfldche konnte chemisch ein-
und ausgeschaltet werden. Die Dichte der Proteinbindungsstellen in der Immobilisierungs-
Matrix liess sich durch einen molekularen Verdiinner kontrollieren. Die prinzipielle Eignung
der verwendeten Kombination von Sensortechnik (QCM) und Oberflaichenmodifikation fiir

biochemische Affinitatsstudien wurde demonstriert.

Im Zusammenhang mit Modifikationen von ITO-Substraten wurde ein neuartiger
Redoxindikator eingefiihrt, der es prinzipiell ermdglicht, die Ni-NTA-modifizierten
Oberflichen zu charakterisieren und beziiglich der Dichte spezifischer Protein-

Bindungsstellen zu quantifizieren.
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Die Synthese weiterer Redoxindikatoren mit Thiol-Funktion wird beschrieben.

Von besonderer Bedeutung sind elektrochemische Studien an unspezifisch auf Gold
adsorbierten Proteinschichten mit hochgeladenen Redoxindikatoren in Ldsung. Diese
Untersuchungen wurden an 15 verschiedenen Proteinen mit unterschiedlichem isoelektrischen
Punkten durchgefiihrt.

Nur wenn Protein und Redoxmarker gegensinnig geladen waren, wurden Redoxstrome
beobachtet (wie bereits in der Literatur beschrieben). Es konnte nun allerdings erstmals
gezeigt werden, dass die geladene Redoxspezies an gegensinnig geladenen Protein-Doménen
bindet und dass der Elektronentransfer durch die Proteinschichten in Form einer
Elektronentransfer- bzw. Selbstaustausch-Kette zwischen Redoxspezies in Ldsung und
oberflachenakkumlierter Redoxspezies ablduft. Sogenannte ,,Analyten, d.h. (Molekiil-)lonen,
die mit dem Protein eine elektrostatische Wechselwirkung eingehen, konnen diese
Elektronentransferkette positiv oder negativ beeinflussen. Sie konnen deshalb an einer

Modulation der Stromstérke erkannt werden.

A
l Der ET wird beeinflusst

durch pH-abhingige Ladungen an Protein-

Doménen,
*  durch die Ladung der Redoxmarker,
Va4 / durch die Ladung des Analyten,
pH=2

Der Elektronentransfer wird durch die beeinflussenden Parameter verstarkt (Induktion) oder
vermindert (Suppression).
Damit wurde erstmals das in der Literatur beschriebene ,,lon-Channel-Sensing* generell

mechanistisch aufgeklart.

Die Ergebnisse wurden verschiedentlich vorgetragen, eine Publikation hierzu ist in

Vorbereitung.
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S5 Experimenteller Teil

5.1 Spezielle Messtechniken

5.1.1 (Elektrochemische) Quarzmikrowaage ((E)QCM))

5.1.1.1 Elektronische Oszillatoren und Frequenzzihler

* PLO-10 “Phase Lock Oscillator”, Maxtek Incorporation, Santa Fe Springs, USA

* Elektronik aus der kommerziell erhiltlichen elektrochemischen Quarzmikrowaage
EQCM Typ 230, Institut fiir Physikalische Chemie, Warschau, Polen

* Frequenzzihler Fluke PM6680B / 016

5.1.1.2 Schwingquarze

Sdmtliche quarzmikrogravimetrischen Messungen wurden mit 5 MHz AT-geschnittenen
plano-plano Schwingquarzen (KVG Neckarbischofsheim) mit einem Durchmesser von
14 mm und einer Dicke von dyq =330 um durchgefiihrt. Die Quarze waren auf beiden Seiten
mit Goldelektroden (Schliisselloch-Muster, 180° zueinander verdreht) von 100 nm Dicke auf

5 nm Chrom als Adhisionsvermittler versehen ((A = 0.34 cm?®) (Ssens, Niederlande). [ 134

C

2.0

Abb. 5-1: Frontalansicht eines 5 MHz-Quarz, bedampft mit zwei Goldelektroden (vorder-und riickseitig)
(100 nm Au auf 5 nm Chrom als Adhésionsvermittler) in Schliisselloch-Muster; A: Messseite (A = 0.34 cm’) ,
B, C: Leiterbahnen fiir elektrische Kontaktierung (B: Messseite, C: Riickseite); Mafie in mm
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5.1.1.3 Kleinst-Volumen-Messzelle

Messung von geringen Mengen Biomaterial bedingt den Einsatz einer Kleinst-Volumen-
Messzelle (V = 80 ul), die im Rahmen dieser Arbeit entwickelt wurde (Abb. 5-2 (I)). Eine in
der Literatur beschriebene Teflon-Messzelle mit einem inneren Volumen von etwa 1 ml

diente als Basis. [*> ¥

Dort ist die Quarzmikrowaage zwischen zwei Teflon-Stiicken
eingebaut und dient gleichzeitig als Boden der Messzelle. So ist eine Seite der
Quarzmikrowaage zur Messlosung und die andere zur Umgebungs-Luft exponiert.

Es wurde ein neuartiger Stopfen19 aus Teflon entwickelt (Abb. 5-2, (II+II)), der es
ermoglichte, Proben aus einem Vorratsgefdl (5 ml Spritzenzylinder) unter vollstindigem
Volumenaustausch der Messzelle zuzufiihren, durch Regulierung des Hohenunterschiedes

zwischen externem Reservoir und Probenauslass.

v

Abb. 5-2: QCM-Messzelle mit radialem Durchfluss (I), der durch den hydrodynamischen Druck kontrolliert

y 10.0

wird; Zellvolumen: V; =80 ul; Schlauchvolumen: V,= 60 ul; minimal bendtigtes Volumen fiir vollstandigen
Austausch: V; = 800 pl; minimale Gesamtvolumen-Austauschzeit: ca. 30 s;

Schlauche aus Tygon, innerer Schlauchdurchmesser d; = 0.89 mm;

I: Schematische Darstellung der Messzellen-Anordnung; II: Querschnitt durch den Stopfen der Messzelle; I11:
Frontalansicht des Stopfens;

a: Vorratsgefdll (Spritzenzylinder); b: Schlauch-Einlass; c: Schwingquarz; d: inneres Messzellen-Volumen; e:
Schlauch-Auslass; f: Sammelgefal fiir Auslass; g: Verteiler-Rinne ; h: Einlass-Kanéle (d = 0.5 mm); i: Schlauch-

Auslass; Malle in mm

' Konstruktion durch Holger Heine und Johannes Dreyer, Feinmechanische Werkstatt (Fachbereich Physik) der

Universitidt Osnabriick
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Die Probeldsung flieBt von dem Vorratsgefal (5 ml Spritzenzylinder) (sieche Abb. 5-2, (a))
durch den Einlass-Schlauch (b) in eine Verteiler-Rinne, wird auf die 12 Einlass-Kanile (h)
weitergeleitet und stromt radial von auBBen auf die Schwingquarzoberfldche (c). Der Auslass-
Schlauch (e) befindet sich in der Mitte des Stopfens, iiber welchen die Probeldsung in ein
Sammelgeféss (f) fliesst. Durch Regulierung der Hohe des Proben-Ausflusses relativ zum
Niveau im Vorratsgefdss wird die Messzelle mit der Probe gefiillt. Anheben des Ausflusses
iiber das Vorratsgefdss-Niveau stoppt den Durchfluss. Frequenzsignale werden bei Stillstand
der Probeldsung festgehalten. Alternativ kann die Probeldsung unter stindigem Durchfluss
gehalten werden und muss dann im Vorratsgefdl fortwdhrend erneuert werden. Ein mit
Wasser durchstromtes Mantelgefdl aus Messing, welches an ein externes Wasserbad-

Thermostat angeschlossen ist und Styropor-Isolierungen dienen der Thermostatisierung der

Messzelle (Abb. 5-3).

~
n

//B

\
./
7
E

Abb. 5-3: Schematische Darstellung der Messzellen-Anordnung: A: Messzelle, B: Styropor-Isolierung,

C: VorratsgefdB fiir Auslass, D: Anschluss an Wasserbad-Thermostat, E: Mantelgefda3 zur Thermostatisierung
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5.1.1.4 Simultane Frequenz- und Resonanzwiderstandsmessung

Fir die simultanen Frequenz- und Resonanzwiderstandsmessungen[135]

in Kapitel 2
verwendete man den PLO-10 “Phase Lock Oscillator”, Maxtek Incorporation, Santa Fe
Springs, USA.

Hierzu war ein Spannungs-Frequenzwandler™ erforderlich, der das Resonanzwiderstandsignal
des elektronischen Oszillators, welches in Form einer elektrischen Spannung ausgegeben
wurde, in eine Frequenz umwandelte. So speiste man gleichzeitig 2 Frequenzsignale in den
Frequenzzéhler (PM6680B / 016 (Fluke)) ein. Anzeige und Auswertung wurden mit einem
PC durchgefiihrt, der mit HP-Vee Software®® programmiert wurde.

Frequenz- und Resonanzwiderstandsignal wurden simultan auf dem Monitor angezeigt. Die
weitere Verarbeitung der Messdaten erfolgte mit MS-Excel.

Abb. 5-4 zeigt den vollstdndigen, eigens eingerichteten QCM-Messstand filir simultane

Frequenz- und Resonanzwiderstandsmessungen .

C

Abb. 5-4: vollstindige QCM-Messanordnung; A: Frequenzzéhler, B: PC mit HP Vee Software, C: Monitor, D:
Spannungs-Frequenz-Wandler, E: Styropor-Gefa3 mit Oszillator (PLO 10), F: Styropor-Gefal mit Messzelle

20 Dirk Rathmann, Elektronikwerkstatt (Fachbereich Physik) der Universitit Osnabriick
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5.1.1.4.1 Signalrauschen und Drift

Nach Einbau der assemblierten und Elektrolyt-gefiillten Kleinst-Volumen-Messzelle in die
QCM-Messanordnung und Anschluss an den elektronischen Oszillator, wartete man zunéchst
ein stabiles Frequenzsignal ab, welches sich in der Regel nach etwa 30 min einstellte.

Das Frequenzsignal nach der Einschwingphase war mit einem Rauschen von etwa
Af=40.1 Hz behaftet, das Resonanzwiderstandssignal mit AR=+0.2 Q. Mitunter
zeigten modifizierte Quarzresonatoren einen Frequenz-Drift von +1-2Hz/h. Die
zugehorigen Gesamtfrequenzdnderungen wurden in solchen Féllen entsprechend korrigiert
oder mit einer entsprechenden Unsicherheit angegeben.

Blanke Gold-Quarzmikrowaagen zeigten vergleichbares Rauschen wie modifizierte

Resonatoren und waren oft mit einem gro3eren schwankenden Drift behaftet.
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5.1.1.5 Elektrochemische Quarzmikrowaage (EQCM)

Fir die EQCM-Messungen in Kapitel 3 verwendete man die Kleinst-Volumen-Messzelle,
ausgestattet mit einem eigens entwickelten Stopfen21 (Abb. 5-5), der mit einem Platindraht
(als Gegenelektrode) und einem Silberdraht (als Referenzelektrode) versehen war, die an den
AUTOLAB PGSTAT 20 (siehe Kap. 5.1.2 Elektrochemie) angeschlossen wurden.

Die Elektronik der kommerziell erhéltlichen, elektrochemischen Quarzmikrowaage EQCM
Typ 230 (Institut fiir Physikalische Chemie, Warschau, Polen) wurde als Oszillator fiir die
EQCM-Messungen in Kapitel 3 verwendet. Das Frequenzsignal wurde iiber einen
Frequenzzéhler (PM6680B/016 (Fluke)) ausgelesen und iiber dessen Analog-Ausgang in den
Potentiostaten AUTOLAB PGSTAT 20 eingespeist. Anzeige und Auswertung erfolgte iiber
GPES for Windows, Version 4.5 (eco-chemie 1998) und MS-Excel.

_T___
-

Abb. 5-5: Stopfen der Messzelle fir EQCM-Messungen; I: Querschnitt durch den Stopfen der EQCM-
Messzelle; 1I: Frontalansicht des Stopfens;
b: Schlauch-Einlass; e: Schlauch-Auslass; g: Verteiler-Kanal; h: Einlass-Kandle; i: Schlauch-Auslass;

m: Referenzelektrode (Silberdraht); k: Gegenelektrode (Platindraht);

2! Konstruktion durch Holger Heine und Johannes Dreyer, Feinmechanische Werkstatt (Fachbereich Physik)

der Universitdt Osnabriick
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5.1.1.6 Bestimmung der integralen Schichtwigeempfindlichkeit

Unter der sog. integralen Schichtwdgeempfindlichkeit ¢, versteht man den
Proportionalitdtsfaktor zwischen der Resonanzfrequenzinderung Af eines Schwingquarzes
und der Anderung der arealen Massendichte A7, auf der Schwingquarz-Oberfliche durch ein

[110

Adsorbat. GemiB Sauerbrey!''”! gilt folgender linearer Zusammenhang:

Af=-c¢p - AT, (5-1)

mit Af : Frequenzinderung [Hz]; c,:integrale Schichtwigeempfindlichkeit (5 MHz-
Resonator) [56.6 pg cm” Hz™']; AT, : Anderung der arealen Massendichte [pg cm?]

Die Bestimmung der integralen Schichtwigeempfindlichkeit der verwendeten 5 MHz
Schwingquarze  erfolgte durch  amperometrische ~ Abscheidung von  Silber!*®!
(1 mM AgNOsin 0.1 M HCIO4) auf der QCM-Goldelektrode bei simultaner Erfassung der
Frequenzénderung. Die Quarze wurden in die Teflon-Messzelle (sieche Kap. 5.1) montiert, als
Referenz diente eine Ag / AgCl-Elektrode, ein platinierter Platindraht als Gegenelektrode. Die
QCM-Goldelektrode wurde mit einem Potential von + 0.05 V beaufschlagt. Durch Variation
der Elektrolysezeit wurden Reduktionsladung und simultane Frequenzidnderung als
Funktionen der Zeit ermittelt. Man regenerierte zwischen den einzelnen Messungen die
Arbeitselektrode durch Positivieren auf ein Potential von + 1.0 V, so dass abgeschiedenes
Silber wieder vollstindig oxidiert wurde. Hierbei stellte sich die wurspriingliche
Resonanzfrequenz”> wieder ein. Auftragen der gemessenen Frequenzinderung gegen die
zugehorige Reduktionsladung lieferte die in Abb. 5-6 gezeigte Darstellung (ndchste Seite).
Regressionsanalyse liefert die Geradengleichung: y = 182.16x .

Unter Beriicksichtigung der Oberfliche der Schwingquarzelektrode (A = 0.34 cm?) gelangt
man mit der Steigung der Regressionsgeraden zur integralen Schichtwigeempfindlichkeit cy.

Umformulieren und Auflosen der Sauerbrey-Gleichung (5-1) nach ¢ liefert:

C =mGemde'AElektr0de .FX lg (5-2)
4 M4, 10° g

mit m: Steigung der Regressionsgeraden; A: Fliche der Elektrode [A = 0.34 cm’];
F: Faraday-Konstante [96485 C mol']; M: Molare Masse von Silber [107.9 g mol']

2 f, =4.988095 MHz
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Einsetzen der Zahlenwerte liefert:

_182160 Hz-C™'-0.34cm*-96485C-mol ™ 1g (5-3)
Cr 107.9g-mol ™ 106 ug

cr=155.51 ],Lg-crnz-Hz'1

Die ermittelte Schichtwigeempfindlichkeit ¢ ist in sehr guter Ubereinstimmung mit der

"1 fiir einen 5 MHz Schwingquarz. Dies

Sauerbrey-Konstanten (Sy= 56.6 ng-em>Hz ™!
bestitigt die einwandfreie Funktionstiichtigkeit des verwendeten elektronischen Oszillators
(aus der EQCM, Typ 230, Institut fiir Physikalische Chemie, Warschau, Polen), einschliellich

der verwendeten Schwingquarze und Messzellen-Anordnung.

160
140 F y =182.16x
2 _
120 L R” = 0.9967
100 |
T
= 80
<
60
40
20 F
0 1 1 1 1
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

Q/mC

Abb. 5-6: Frequenzabnahme in Abhdngigkeit der Reduktionsladung bei Abscheidung von Silber auf der QCM-
Goldelektrode ( A = 0.34 cm?); | mM AgNO;in 0.1 M HCIO, ; Ey, =+ 5 mV vs Ag/ AgCl
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5.1.1.7 AFM-Aufnahme und Rauhigkeitsanalyse einer QCM-Goldoberfliche

Die verwendeten 5 MHz-Quarze wurden mit dem AFM untersucht und beziiglich ihrer
Rauhigkeit analysiert. Die AFM-Messungen wurden mit dem UHV STM/AFM der
Fa. Omicron (Taunusstein) durchgefiihrt.” Es wurden Contact Mode Bilder an Luft
aufgenommen. (Non-Contact Mode) Linescan.

Die Rauhigkeitsanalyse (Scan-Bereich (1 pm)z) des Quarzes ergab:

geometrische Oberfliche: Age, = 1.0000 umz
mikroskopische Oberfliche: Apy = 1.0302 pm?
Rauhigkeit: r = (Ageo/ Amik) = 1.03

RMS (Root Mean Square) =2.215 nm

RA (Arithmetic Mean) = 1.546 nm

* durchgefiithrt von Martin Gorlich, Fachbereich Physik, Universitit Osnabriick
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5.1.2 Elektrochemie

Cyclovoltammetrie (CV) und Differentielle Pulsvoltammetrie (DPV)

* Potentiostat: AUTOLAB /PGSTAT 20
* Software: GPES for Windows, Version 4.2 (eco-chemie 1995)
 Arbeitselektroden: Gold-Scheibenelektrode (Metrohm 6.1204.140)
(aktive Elektrodenfliche 0.07 cm?)
Glassy Carbon Elektrode (GC), (Metrohm 6.0804.010),
(aktive Elektrodenfliche 0.07 cm?)
» Referenzelektrode: Ag/AgCl-Elektrode, (Metrohm 6.0724.140), mit zwei Salzbriicken
(die innere: 3 M KCI-Losung, die dullere: Leitsalz und Losungsmittel)

* Gegenelektrode: Platindraht (d = 1 mm)

Die Messungen mit diesem Dreielektrodensystem wurden in Standard-Messzellen (V =5 ml

oder 25 ml) unter Argonatmosphire und bei RT durchgefiihrt.

Fiir die DPV gilt:
Vorschubgeschwindigkeit: v=5mV /s
Modulationsamplitude: A =25 mV

5.1.3 Impedanzsspektroskopie

Zur Qualititskontrolle der selbstassemblierten Monoschichten (Kapitel 2) wurden in der
Kleinst-Volumen-Messzelle eingebaute QCM-Elektroden mit einem platinierten Platindraht
(I=ca. 1 cm, d = 0.5 mm) als Gegenelektrode impedanzspektroskopisch charakterisiert.!®”!

Die Impedanzspektren wurden mit dem Potentiostat AUTOLAB / PGSTAT 20 (ausgestattet
mit dem FRA-Modul (Frequency Response Analyzer) (siche Kap. 5.1.2 Elektrochemie) unter
Zuhilfenahme der FRA-Steuer- und Auswerte-Software durchgefiihrt. Der gemessene
Frequenzbereich erstreckte sich von 0.1 Hz bis 50 kHz. Bei einer Basisspannung von 0 mV

wurde die Zwei-Elektrodenanordnung mit einer sinusformigen Wechselspannung von

+ 40 mV beaufschlagt.



Experimenteller Teil 128

5.2 Reinigung und Modifikation von Goldelektroden

Gold-Scheibenelektroden (Metrohm, 6.1204.140; 3 mm Durchmesser, 0.07 cm’

geometrische Flache) wurden mit Alox poliert, ausgiebig mit bidestilliertem Wasser
gespiilt und 30 s in frisch hergestellte, sprudelnde Piranha-Saure (30 % H,O;: H,SOy; v/v
=1:3) getaucht. Nach intensiven Spiilen mit bidestilliertem Wasser tauchte man die
Elektroden fiir 10 min Ethanol, p.A. spiilte mit bidestilliertem Wasser und modifizierte die
Elektroden (s.u.).l'*"

QCM-Goldelektroden wurden fiir 30s in frisch hergestellte, sprudelnde Piranha-

Saure (30 % H,0,:H,SO4; v/v = 1:3) getaucht. Nach intensivem Spiilen mit bidestilliertem
Wasser legte man die Resonatoren fiir 10 min in Ethanol, spiilte erneut mit bidestilliertem
Wasser und trocknete im Argonstrom. Die frisch gereinigten und getrockneten

Schwingquarze wurden entweder direkt modifiziert oder in die Messzelle eingebaut.

Zur Modifikation von QCM-Goldelektroden mit Matrix-Thiol-Monoschichten (SAMs)

legte man die frisch gereinigten Substrate fiir 12 h in frisch hergestellte I mM (Summe der
Konzentrationen) ethanolische Losungen der Matrix-Thiole (im entsprechenden molaren
Verhiltnis).!” Nach intensivem Spiilen mit Ethanol und Trocknen mit Argon baute man
die modifizierten Schwingquarze in die Kleinst-Volumen-QCM-Messzelle ein. Man fiillte
die offene Messzelle fur 10 min mit 10 mM NaOH und dann fir 1 h mit 50 mM N1,SOq4

und spiilte anschliessend intensiv mit bidestilliertem Wasser.

Zur Modifikation von Gold-Scheibenelektroden mit Proteinschichten legte man die frisch

gereinigten Substrate fiir 1 h in frisch hergestellte Losungen der Proteine (f = 0.5 mg/ ml
in 0.1 M KCI). Nach intensivem Spiilen mit bidestilliertem Wasser verwendete man die
Elektroden entweder direkt fiir die Messungen, oder bewahrte sie in bidestilliertem

Wasser auf.
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5.3 Chemikalien und Proteine

Kaliumhexacyanoferrat(Il)trihydrat
Kaliumhexacyanoferrat(III)
Hexaminruthenium(IIl)trichloride
Citronensdure-Monohydrat
Kaliumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Trinatriumnaphthalintrisulfonat
Schwefelsdure
Wasserstoffperoxid
Natriumsulfat wasserfrei
Ferrocenylethanol

Losungsmittel

Chloroform
Diethylether
N,N-Dimethylformamid
Ethanol

Petrolether

Ethylacetat

Isopropanol

Wasser

Proteine

Concanavalin A

Cytochrom c aus Pferdeherz
Glucoseoxidase aus Spargel
Lysozym aus Hiihnereiweiss
Thyroglobulin aus Schweineschilddriise
Alkohol Dehydrogenase aus Weizen
Ferritin aus Pferdemilz

Catalase aus Spargel
B-Glucoronidase

Myoglobin aus Pferdeherz

Trypsin aus Rinderpankreas
Catalase aus Rinderleber
Amyloglucosidase aus Spargel
Catalase aus Rinderleber

Aldolase aus Hasenmuskel

Merck, p.A.

Fluka, p.A.

Strem chemicals,> 99 %
Fluka, p.A.

Fluka, p.A.

Fluka, p.A.

Sigma

Fluka, p.A.>98 %
Fluka, p.A.>30 %
Fluka, puriss, p.a. > 99 %
Fluka, p.A.

Prac. Destilliert

Prac. Destilliert

Fluka, puriss, > 99.5 %
Merck, p.a.

Prac. Destilliert

Prac. Destilliert

Fluka, p.a.

Bidestilliert

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
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5.4 Analytische Messtechniken zur Charakterisierung von Verbindungen

'H-.NMR Spektroskopie

Bruker AC-250 (250 MHz) und Bruker AMX-500 (500 MHz); Chemische Verschiebung o in
ppm sind bezogen bezogen auf TMS (6 = 0) als interner Standard; die Kopplungskonstanten J
sind in Hz (Absolutbetrag) angegeben; Multiplizitit: s = singulett, d = dublett, dt = dublett
von tripletts, t = triplett, q = quartett, qu = quintett, m = multiplett, b = breites Signal

BC.NMR Spektroskopie

Bruker AMX-500 (125 MHz) und Bruker AC-250 (63 MHz) mit s sind C, mit d CH-, mit t
CH>- und mit q CH;- Fragmente bezeichnet; Multiplizitét: d = dublett, in Zusammenhang mit
den Phosphorkopplungen

Massenspektroskopie

HP 1100 mit HP Chemstation Software (MS Mod. 1946 A)
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5.5 Synthesen

5.5.1 Techniken

Diinnschichtchromatographie

DC-Fertigfolien Alugram von Macherey-Nagel (40 x 80 mm); Schicht: 0.25 mm Kieselgel

mit Fluoreszensindikator. UV-inaktive Substanzen wurden in der lodkammer entwickelt.

Saulenchromatographie

Es wurde Silicagel fiir Flash-Chromatographie 60 von Baker (Korngrésse: 30-60um)

verwendet.

Schmelzpunkt

Apotec (Wena); Es wurde in offener Glaskapillare dreimal gemessen und der Mittelwert

genommen.

Xenonlampe

500 XENON 688 68811 Oriel Instruments
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5.5.2 Synthese der Matrix-Thiole

N, , Ny—Bis[Carboxymethyl]-N,-[benzyloxycarbonyl]-L-lysin>*

COOH
0 NH, O HOOC N
2 M NaOH
7 8
C14H20N204 C18H24N208
280.32 396.39

72 g (0.51 mol) Bromessigséiure25 wurden in 262 ml (0.52 mol) 2 N NaOH gel6st und auf
0°C gekiihlt. Man tropfte eine Losung von 50 g (0.18 mol) Z-(e)—Lysin26 in 225 ml 2 N NaOH
langsam bei 0 °C hinzu. Nach weiteren 2 h entfernte man die Kiihlung und riihrte iiber Nacht
weiter. Das Reaktionsgemisch wurde bei 50 °C 2 h geriihrt. Nach Abkiihlen fligte man 450 ml
1 M HCI hinzu und nutschte den satten, weissen Niederschlag ab. Das Rohprodukt 16ste man
in 200 ml 1 M NaOH auf und fallte anschliessend wieder mit dem gleichen Volumen an 1 M
HCI und nutschte ab. Es wurde viermal mit 25 ml 1 M HCI gewaschen. Nach Trocknen im

Trockenschrank bei 70 °C iiber Nacht erhielt man 36.3 g (91.6 mmol) 8 als weissen Festsoff.
Ausbeute: 36.3 g (91.6 mmol) ( 51 %)

'H-NMR (250 MHz, D,0): § = 1.1-1.3 (m, 2H), 1.4-1.5 (m, 4H), 2.9-3.2 (m, 7H),
5.0 (s, 2H), 7.3 (m, 5H)

MS (API-ES Negative, C;gH24N,Os): M-H'=395.5 g/mol

F,=172.0°C

** In Abweichung zur Literatur-Vorschrift [24] verwendete man einen dreifachen Uberschuss an Bromessigsiure
zur Steigerung der Ausbeute.
* Merck, pract.

%% Fluka, purum
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Ng-{11-[(Methylcarbonylthio)undecyl-1]triethylenglykolcarbonyl}-Ng,N,

methylcarboxyl-L-lysine

o 0

)

(0]
6 9
CoH3gN206S C1oH1gN20¢
472.64 262.26

o 0
H,0 / DMF, pH=10.3 SWOV >JL MI OH

-~ o[ "N N

o E 5 3 H 0 /ﬁ(
OH
10
C30H54N2012S
666.82

}(SMS/OVO%NQN + HzN\/\/IN\)kOH

10 g (38.1 mmol) Ny, N,—Methylcarboxy-L-lysin 9 wurden in 90 ml bidestilliertem Wasser

gelost und der pH-Wert mit 50% iger Natronlauge auf 10.3 eingestellt. Dann tropfte man

unter Riithren eine Losung von 3.8 g (8.0 mmol) [11-[(Methylcarbonylthio)undecyl]-

triethylenglykolcarbonlyimidazolid 6 in 100 ml DMF hinzu und riihrte iiber Nacht bei RT.

Das Reaktionsgemisch wurde in 500 ml Wasser gegossen. Man extrahierte zunéchst einmal

mit 150 ml Diethylether und verwarf die Etherphase. Dann stellte man den pH-Wert auf 1.5

ein und extrahierte drei mal mit 150 ml Ethylacetat. Die vereinigten Ethylacetatphasen

wurden einmal mit gesdttigter Natriumchloridlosung gewaschen und iiber wasserfreiem

Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer abgezogen.

Man erhielt 1.9 g (2.8 mmol) eines weissen Feststoffes.

Ausbeute: 1.9 g (2.8 mmol) 35 %

'H-NMR (250 MHz, CD;0D): 6 = 1.2-1.4 (br m, 14H), 1.4-1.6 (br m, 8H), 1.6-1.8 (br m,

2H), 2.3 (s, 3H), 2.9 (t, 2H), 3.1 (t, 2H), 3.48 (m, 3H), 3.5-3.8 (m, 14H), 4.18 (t, 2H)

MS (APCI Positive, C30Hs4N,01,S): M+H" = 667.5 g/mol
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Ny-(11-Mercaptoundecyl-1)triethylenglykolcarbonyl-N,,N, -methylcarboxyl-L-lysine

7 /\/\OIOH
YSWOVO%N N OF MeOH, pH=12,4h _
o) 5 3 H Oﬁ) o)

OH
10
C3oH54N2012S
666.82
HOW/\N N)%O/\}O\NSSM\/OQ/\O}MN NWOH
0 Kfo H 3 5 5 3 H Oﬁ) 0
OH OH
11
Cs6H102N40225;
1247.58
i /\/\OIOH
+ HSWOMO}MN N OH
5 3 H 0 /ﬁof
OH
12
CogH52N2044S
624.79

500 mg (0.75 mmol) Ng-[11-[(Methylcarbonylthio)undecyl-1]triethylenglykolcarbonyl-Ng, N,
-methylcarboxyl-L-lysin 10 wurden in 10 ml Methanol geldst. Man stellte den pH-Wert der
Losung mit 1 M methanolischer NaOH auf 12 (pH-Papier) ein und rithrte 4 h bei RT.
Anschliessend stellte man den pH-Wert mit 1 M HCI auf 5 ein und rotierte das Losungsmittel
ab. Den Riickstand nahm man in Wasser auf und stellte den pH-Wert mit 1 M HCI auf 1.5 ein,
worauthin ein weisser Niederschlag ausfiel. Die Suspension wurde 3 mal mit Ethylacetat
ausgeschiittelt, die vereinigten organischen Phasen mit Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel abrotiert. Man erhielt 380 mg (0.61 mmol) eines weissen Feststoffes.
'H-NMR-Analyse des erhaltenen Feststoffes zeigte, dass es sich um ein Disulfid / Thiol-
Gemisch handelte mit etwa 25 % Anteil an Disulfid (geméss Integration 'H-NMR).
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Ausbeute: 380 mg (0.61 mmol, entsprechend Thiol-Molmasse) 81%

'H-NMR (250MHz, CD;OD): 5 = 1.34 (br m, 17H), 1.51 (br m, 5H), 1.6-1.8 (br m, 2H), 2.48
(t, 2H) , 2.75 (t, 2H), 3.1 (t, 2H), 3.32 (m, 3H), 3.5-3.8 (m, 14H), 4.17 (t, 2H)

MS (API-ES Negative, C,sHs5;N,0,,S ): M-H'= 623.8 g/mol
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5.5.3 Synthese von Ferrocenmonocarbonsiurehistamid

DMF, DMAP,
40°C, 1h
NH ’ NH (0]
1+ ¢ —— |
N NH; NJ\ANHJ\Q
F
<
15 16
C5H9N3 C16H17FeN3O
111.15 323.17

1.3 g (5.6 mmol) Fluorocarbonylferrocen 14 und 0.68 g (5.6 mmol) 4-Dimethylaminopyridin
wurden in 60 ml DMF geldst. Man suspendierte 240 mg (2.2 mmol) Histamin 15’ in dieser
Losung und erwdrmte auf 45 °C, wobei das Histamin ebenfalls in Losung ging. Die Reaktion
wurde fiir 12 h bei 50 °C gehalten. Das Reaktionsgemisch wurde anschliessend am
Rotationsverdampfer eingeengt und sdulenchromatographisch aufgereinigt
(Kieselgel / MeOH). Nach Abrotieren des Laufmittels am Rotationsverdampfer und Trocknen
am HV erhielt man 1.0 g (3.1 mmol) der Verbindung 16 in Form gelber Kristalle.

Ausbeute: 1.0 g (3.1 mmol) 55%

'H-NMR: (250 MHz, CD;0D): & (ppm) = 7.6 (s, 1H), 6.9 (s, 1H), 4.8(t, T =1.9, 2H), 4.4 (t,
3J=1.9, 2H), 4,15 (s, 5H), 3,6 (t, T = 7.1, 2H), 2.9 (t, *’T = 7.1, 2H)

BC-NMR: (63 MHz, CD;OD): & (ppm)=172.5(C,), 135.1 (CH), 117.0(Cy), 75.7 (Cy),
70.7 (CH), 69.8 (CH), 49.0 (CH), 48.7 (CH), 48.3 (CH), 48.0 (CH), 47.7 (CH), 47.32 (CH),
47.0 (CH), 39.4 (CH,), 27.0 (CH,)

R¢ = 0.5-0.6 (CH;0H)

MS (API-ES, Positive, CiH;7FeN30): M+H" = 324.0 g/mol

E1n (GC; 0.1 KCl) =+ 431 mV vs Ag/ AgCl

*7 Fluka, puriss
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5.5.4 Synthese Mercaptoalkyl-modifizierter Viologenderivate

Thioessigsiure-S-(5-bromo-pentyl)ester

0]

B g AcOSK NN N
MeOH
26 27
C5H1oBr2 C7H13BI"OS
229.94 225.15

5.7 g (50 mmol) Kaliumthioacetat wurden in 50 ml Methanol gel6st. Man fiigte 7.5 ml
(55 mmol) 1, 5-Dibrompentan 26 hinzu und kochte das Reaktionsgemisch 2 h unter
Riickfluss. Nach Abfiltrieren des weissen Niederschlags reinigte man das Filtrat destillativ auf
und erhielt 225 g (11 mmol) Thioessigsdure-S-(5-bromo-pentyl)ester 27 in der Hauptfraktion

als farblose, klare Fliissigkeit.

Ausbeute: 4.2 g (18.7 mmol) 34 %

I<pl6 mbar = 127 °C

'H-NMR (250 MHz, CD;0D): 6 = 1.4-2.7 (m, 4H), 1.8-1.9 (qu, *J(H, H) = 7.0 Hz, 2H),
2.3 (s, 3H), 2.9 (t, *J(H, H) = 7.0 Hz, 2H), 2.4 (t, *J(H, H) = 7.0 Hz, 2H)
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N-Thioacetylpentyl-4,4'-bipyridinium-bromid

o Br o
— —\ +
e~ WY \ MeCN/EIOH 7\ N/\/\/\SJ\
Br S _ N\ / : — N\ /
28 29

27
C7H13BrOS C10H8N2 C17H21 NzoSBr
225.15 156.18 381.33

3.2 g (14 mmol) 1-Brompentylthioacetat 27 und 1.7 g (11 mmol) 4,4'-Bipyridin 28 wurden in
50 ml Aceton 24 h unter Riickfluss gekocht. Man lieB auf RT abkiihlen und stellte die
Reaktionsmischung iiber Nacht in den Kiihlschrank. Der ausgefallene Feststoft wurde filtriert
und mit Diethylether gewaschen. Nach Trocknen am HV erhielt man 1.1 g (2.9 mmol) 29 in

Form eines gelben Feststoffs.

Ausbeute: 1.1 g (2.9 mmol) 26 %

Fp,: 188 °C (Zers.)

'H-NMR (250 MHz, CD;0D): = 1.4 (m, 2H), 1.6 (m, 2H), 2.0 (m, 2H), 2.3 (s, 3H), 2.8 (t,
*J(H, H) = 7.0 Hz, 2H), 4.7 (t, *J(H, H) = 7.0 Hz, 2H), 8.8 (d, *J(H, H) = 5.3 Hz, 4H),
9.4 (d, *J(H, H) = 5.3 Hz, 4H)
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N-1-(5-Mercaptopentyl)- 4,4'-bipyridiniumbromid

Br Br
O
— AcOSK 7 —\ *
N/ \ N-'-/\/\/\S —»C N \ \ /N/\/\/\SH
—/ N\ EtOH —
29 30
C17H21NZOSBr C15H19N2SBF

Es wurden 14g (4mmol) 29 in 50 ml Methanol gelost. Die Losung wurde durch
wiederholtes (dreimal) Einfrieren und Auftauen am HV entgast. Unter Eis-Kiihlung und
Argon fligte man 8.3 ml (120 mmol) Acetylchlorid vorsichtig mit einer Spritze hinzu. Man
entfernte die Kiithlung und riihrte weitere 48 h bei RT unter Argon. Das Losungsmittel wurde
am RV abgezogen. Aufreinigung des Riickstandes erfolgte durch Ausfillen aus
methanolischer Losung nach Zugabe von Diethylether. Der Niederschlag wurde mit
Diethylether gewaschen und am HV getrocknet. Man erhielt 1.3 g (3.8 mmol) 30 in Form

eines schwach gelben Feststoffs.

Ausbeute: 1.3 g (3.8 mmol) 95 %

'H-NMR (250 MHz, DMSO): § =14 (m,2H), 1.6(m, 2H), 2.0(m,2H), 2.7(t,
3J(H, H) = 6.9 Hz, 2H), 2.7 (m, 1H), 4.7 (m, 2H), 8.4 (d, 2H), 8.8. (d, *J(H, H) = 5.6 Hz, 2H ),
9.0 (d, *J(H, H) = 5.6 Hz, 2H), 9.4. (d, *J(H, H) = 5.6 Hz, 2H)
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Thioessigsiure-S-(3-chloro-propyl)ester

O
B "¢ PO As~a
EtOH
20 21
C3HGBrCI CngClOS
157.44 152.64

5.7 g (50 mmol) Kaliumthioacetat wurden in 50 ml Ethanol gelost. Man fiigte 5.4 ml
(55 mmol) 1-Brom-3-chlorpropan 20 hinzu und kochte das Reaktionsgemisch 2 h unter
Riickfluss. Nach Abfiltrieren des weissen Niederschlags reinigte man das Filtrat destillativ auf
und erhielt 5,6 g (37 mmol) Thioessigsdure-S-(3-chloro-propyl)ester 21 in der Hauptfraktion
(Kpi6mbar = 70 °C) als farblose, klare Fliissigkeit.

Ausbeute: 5,6 g (37 mmol) 67 %

'H-NMR (250 MHz, CD;0D): 6 = 2.0-2.1 (qu, *J(H, H) = 6.7 Hz, 2H), 2.3 (s, 3H),
3.0 (t, *J(H, H) = 6.7 Hz, 2H), 3.0 (t, *J(H, H) = 6.7 Hz, 2H)
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Thioessigsidure-S-(3-iodo-propyl)ester

O
)]\ MeCN
S/\/\CI + Na|
149.89
21
CsHoCIOS
152.64

PN

22
CsHolOS
244.09

5.6 g (37 mmol) Thioessigsdure-S-(3-chloro-propyl)ester 21 wurden in 80 ml Acetonitril

gelost. Man fiigte 6.9 g (46 mmol) Natriumiodid hinzu und kochte das Reaktionsgemisch

1 h unter Riickfluss. Nach Abfiltrieren des weissen Niederschlags und Einengen des Filtrats

erhielt man 7.1 g (29 mmol) Thioessigsdure-S-(3-iodo-propyl)ester 22 als farblose, klare

Fliissigkeit.

Ausbeute: 7.1 g (29 mmol) 78 %

N-Methyl-N'-1-(3-S-thioacetyl-propyl)-4,4'-bipyridinium-dijodid

e} I I

—\ t MeCN / EtOH * —\*

0 |
_ Al
22 23
CsHolOS Cq1Hq4N2l
244.09 298.12

24
542.21

4.39 g (18 mmol) 1-Jod-3-S-thioacetyl-propan 22 und 5,66 g (19 mmol) Methylbipyridin 23

wurden in einem Gemisch aus 100 ml Acetonitril und 30 ml Ethanol gelost und fiir ca.
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70 h riickflussiert. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und zweimal mit 25 ml Ether
gewaschen und am HV getrocknet. Man erhielt 2.8 g (5§ mM) 24 in Form eines orangenen

Feststoffs.

Ausbeute: 2.8 g (5 mM) 26 % .

Fp: ca.253°C

'H-NMR (250 MHz, D,0): d =2.2 (t, *J(H, H) = 6.9 Hz, 2H), 2.3 (s, 3H),
2.8 (t,°J(H, H)= 6.9 Hz, 2H), 4.4 (s, 3H), 4.6 (t,°J(H, H)=6.9 Hz, 2H), 8.4-8.5 (m, 4H),
8.9 (d, *J(H, H) = 5.8 Hz, 2H), 9.0 (d, *J(H, H) = 5.8 Hz, 2H)

N-Methyl-N'-1-(3-mercaptopropyl)-4,4'-bipyridinium-dijodid

I I’ I I
(0]
+ — + AcOCI + =\ +
J S I TN e
S N\ MeOH e —/ \
24 25
C16H20N20SI; C14H1gN5SI,
542.21 500.17

Es wurden 2.11g (3.9 mmol) 24 in 50 ml Methanol gelost. Die Losung wurde durch
dreimaliges Einfrieren und Auftauen am HV entgast. Unter Eis-Kiihlung und Argon fiigte
man 8 ml (120 mmol) Acetylchlorid vorsichtig mit einer Spritze hinzu. Man entfernte die
Kiihlung und riihrte weitere 48 h bei RT unter Argon. Das Losungsmittel wurde am RV
abgezogen. Aufreinigung des Riickstandes erfolgte durch Ausfillen aus methanolischer
Losung nach Zugabe von Diethylether. Der Niederschlag wurde mit Diethylether gewaschen
und am HV getrocknet. Man erhielt 1.25 g (2.5 mmol) 25 in Form eines roten Feststoffs.

Ausbeute: 1.25 g (2.5 mmol) 64 %
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'H-NMR (250 MHz, D,0): 6 =2.3 (qu, *J(H, H) = 6.8 Hz, 2H), 2.5-2.6 (t, *J(H, H) = 6.8 Hz,
2H), 4.4 (s, 3H), 4.8 (t, *J(H, H) = 6.8 Hz, 2H), 8.4-8.5 (t, “J(H, H) = 6.4 Hz, 4H),
8.9 (d, *J(H, H) = 7.0 Hz, 2H), 9.0 (d, *J(H, H) = 7.0 Hz, 2H)
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5.5.5 Synthese Thiolmodifizierter Rotaxan-Elemente

Thioessigsiure-S-(2-{2-[2-(4-{2-[2-(2-{4-[tris-(4-tert-butyl-phenyl)-methyl]-phenoxy}-
ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-phenoxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethyl) ester

A

/

o)
ISV YA 7N,
% }ﬁ @ Pand, | _ACOSK
o Ej Aceton
=

31
CsgH7008S
927.24

//_\\
\—/

)

)K/—\/—\O/—\ —

32
Cs3Hgs06S N
831.15

g

Y,

140 mg (0,151 mmol) 31 wurden in 15 ml Aceton®® geldst und eine Losung von 31 mg (0,27
mmol) Kaliumthioacetat”” in 2-3 ml Aceton hinzugefiigt. Das Gemisch wurde fiir 2 h unter
Riickfluss gekocht. Nach Abkiilen auf RT wurde ein weisser Niederschlag abfiltriert. Das
Filtrat wurde am RV eingeengt, der Riickstand in Methanol suspendiert und im Wasserbad
erwarmt. Man lie8 auf RT abkiihlen, filtrierte den weissen Niederschlag ab und wusch mit
Methanol. Nach Trocknen des Riickstands am HV erhielt man 100 mg (0,12 mmol) 32 in

Form eines weissen Feststoffs.

% Merck, p.A.

** Fluka, puriss.
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Ausbeute: 100 mg (0,12 mmol) 79 %

' H-.NMR (250 MHz, CDCl;): 1.4 (s, 27 H), 2.4 (s, 3H), 3.1 (t, 2H), 3.7 (t, *J(H, H) = 6.9 Hz
2H), 3.8 (m, 2H), 3.9 (m, 4H), 4.2 (m, 6H), 6.9 (s, 4H), 7.1 (d, *J(H, H) = 7.0 Hz 8H),
7.3 (d, *J(H, H) = 7.0 Hz, 8H)

2-(2-{4-[2-(2-{4-[Tris-(4-tert-butyl-phenyl)-methyl]-phenoxy}-ethoxy)-ethoxy]-phenoxy}-
ethoxy)-ethanethiol

)k/_\/_\4©7/_\ o \ ) \ I LiAH,

THF

32
Cs3Hpe06S
831.15

o9 Yan®a

| X
_
33
Cs51He405S
789.12

0.026 g (0.69 mmol) LiAlHs wurden in 15 ml frisch destilliertem Tetrahydrofuran
suspendiert. Man fiigte eine Losung von 191 mg (0.23 mmol) 32 in 15 ml frisch destilliertem
THF hinzu und riihrte 1 h bei RT unter Argon. Unter Kiihlung im Eisbad fligte man zunichst

1 ml bidest. Wasser zum Reaktionsgemisch, anschliessend einige Tropfen 10 %ige H,SOs.
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Man trennte die wéssrige Phase ab und rotierte die Etherphase ein. Den Riickstand nahm man
in Ethylacetat auf und reinigte sdulenchromatographisch auf (Kieselgel / Ethylacetat). Nach
Abrotieren des Laufmittels und Trocknen am HV erhielt man 80 mg (0.1 mmol) 33 in Form
eines weissen Feststoffs.

Ausbeute: 80 mg (0.1 mmol) 43 %

' H-NMR (250 MHz, CDCls): 1.4 (s, 27 H), 1.7 (t, *J(H, H) = 6.9 Hz, 1H),
2.8 (q, 2H), 3.7 (t, *J(H, H) = 7.2 Hz, 2H)), 3.8 (m, 2H), 3.9 (m, 4H), 4.2 (m, 6H),
6.9 (s, 4H), 7.1 (d, *J(H, H) = 5.9 Hz, 8H), 7.3 (d, *J(H, H) = 5.9 Hz, 8H)

Thioessigsiure-S-[2-(2-{4-[2-(2-{4-[tris-(4-tert-butyl-phenyl)-methyl]-phenoxy}-ethoxy)-
ethoxy|-phenoxy}-ethoxy)-ethyl] ester

NS
C AR VanVans VAR VanVan 7N | AOSK
6 \ / N— | Aceton
| X
=
34
Cg2H78010S
1015.34
=
g
)k/_\/ Y % ARV 7N\ _|
Van®a
®
=
35 I
Cs7H7408S

919.26
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470 mg (0,463 mmol) 34 wurden in 15 ml Aceton®® geldst und eine Losung von 95 mg (0,83
mmol) Kaliumthioacetat’' in 2-3 ml Aceton hinzugefiigt. Das Gemisch wurde fiir 2 h unter
Riickfluss gekocht. Nach Abkiilen auf RT wurde ein weisser Niederschlag abfiltriert.

Das Filtrat wurde am RV eingeengt, der Riickstand in Methanol suspendiert und im
Wasserbad erwédrmt. Man liel auf RT abkiihlen, filtrierte den weissen Niederschlag ab und
wusch mit MeOH. Nach Trocknen des Riickstands am HV erhielt man 380 mg (0,406 mmol)

35 in Form eines weissen Festsoffs.

Ausbeute: 380 mg (0,406 mmol) 88 %

' H-.NMR (250 MHz, CDCLy): 1.4 (s, 27 H), 2.4 (s, 3H), 3.1 (t, *J(H, H) = 6.9 Hz 2H),
3.7-4.2 (m, 22H), 6.9 (s, 4H), 7.1 (d, *J(H, H) = 8.4 Hz, 8H), 7.3 (d, *J(H, H) = 8.4 Hz, 8H)

% Merck, p.A.

*! Fluka, puriss.
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5.6 Erginzende Messungen

5.6.1 Bestimmung der pKa-Werte von H;N"-Vio"-NH;" und H3;N*-Vio"-NH;"

H;N"-Vio -NH;" wurde mittels Cyclovoltammetrie bei einer Vorschubgeschwindigkeit
v=>50 mV-s" bei RT in 0.1 M KCI im Bereich von 0 bis- 0.7 V gegen Ag/AgCl an der
Goldscheibenelektrode und der GC-Elektrode vermessen. Der pH-Wert der Losung wurde
durch Zugabe von verdiinnter KOH-Losung bzw. HCI-Losung im Bereich 2.3 bis 9.7 variiert.
Die Cyclovoltammogramme an der Goldelektrode zeigten eine kleinere Peakseparation
(60 -70 mV) als diejenigen an der GC-Elektrode. Aus den Peakpotentialen der
Cyclovoltammogramme an der Goldelektrode wurden die Halbstufenpotentiale E;;, bei den
verschiedenen pH-Werten berechnet. Diese Werte wurden gegen den pH-Wert der Losung
aufgetragen (Abb. 5-8) .

pK, (H,N"-Vio"-NH,")

=54 A
E°[mV] ;
H,N-Vio -NH,
E0 (H3N+-Vi0++-NH3+) 4500 ................... PR e PP ..“
= -505 mV %o
H,N-Vio™-NH,"
-540 . : :
+_ . +._ + "-“ 3
_580 H,N"-Vio"-NH, e %
e %
-620 -
0“:.’.* ...... ’...5 ................... .’ EO (HZN-ViOﬁ'NH;)
660 H,N-Vio"-NH," =-635 mV
| | | | |
2 4 6 8 10 pH
pK, (H,N"-Vio"-NH,)
=7.6

Abb. 5-8: E’-pH-Diagramm von H;N"-Vio™"-NH;" (ImM in 0.1 KCl) an einer GC-Elektrode, pH eingestellt mit
verdiinnter HCI- bzw. KOH-Losung
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Fiir einen an den Elektronentransfer gekoppelten Protonentransfer angewandt auf das System

H;N"-Vio "-NH;" gilt:

[H,N-Vio*™ =NH,"]
[H,N* —Vio™ —NH, "]

E= E° + 0.06 Vlog + 0.06V log[H"] (5-4)

Experimentell konnen drei Bereiche unterschieden werden:

a. 2<pH<5.4: keine Abhéngigkeit des E° vom pH

b. 54<pH<7.6: negative Verschiebung von E°mit basisch werdendem pH
(59 +/- 5 mV / pH-Einheit)

c. 7.6<pH<9.5: keine Abhingigkeit des E° vom pH

Die entsprechenden Ausgleichsgeraden werden interpretiert als Grenzen der Existenzbereiche

der 4 Spezies HsN"-Vio'-NH;", HsN"-Vio "-NH;", H,N-Vio -NH;" und HoN-Vio "-NHj3".

Entsprechend werden die pKa-Werte von H;N"-Vio™™-NH;" und H;3;N'-Vio™-NH;"

herausgelesen:
pKa, vier+= 5.4
pKa’ Vio+e — 7.6

, sowie die Halbstufenpotentiale E® von H3N"-Vio™"-NH;" und H,N-Vio" -NH;":

E° _NH3+ = - 505 mV
EO _NH2 — - 635 mV.
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5.6.2 pH-abhingige Stromantworten an blanken Goldelektroden

14

12 B “\‘\%W\A

lil / uA

pH

Abb. 5-9: pH-Abhingigkeit der DPV-Redoxstrome (betragsméssig aufgetragen) an einer blanken Gold-
Scheibenelektrode (A =0.07 cm®); Dreieck: 1 mM Fe(CN)s" in 0.1 M KCI; Kreis: 1 mM Ru(NH;)s"" in
0.1 M KCI; Quadrat: 1 mM Ferrocenylethanol in 0.1 M KCI; der pH-Wert wurde eingestellt durch Zufligen von
verdiinnter HCI- bzw. KOH-Losung; v =5 mV / s; Amplitude: 25 mV

Sowohl die Reduktionsstrome von Ru(NH3)63+ als auch die Oxidationsstrome des
Ferrocenylethanols weisen iiber den gesamten untersuchten pH-Bereich konstante, maximale
Werte auf (Abb. 5-9). Der Oxidationsstrom von Fe(CN)s* nimmt in dem Intervall von pH = 2
bis pH =9 gleichméssig um etwa 20 % ab und fillt dann innerhalb weiterer 2 pH-Einheiten
auf nahezu 0. Kontaminationen an der Oberfliche als Ursache fiir die Blockade des
Elektronentransfers werden ausgeschlossen, da die Elektrode vor jeder Messung frisch poliert
wurde. Man geht davon aus, dass OH  Ionen aus der alkalischen Losung an der
Goldoberfliche adsorbieren, so dass Fe(CN)s" repulsiert und der Elektronentransfer blockiert
wird. Konsequenterweise wihlte man pH = 9 als basische Grenze fiir weitere Messungen mit

Fe(CN)s" an Protein-modifizierten Elektroden.
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5.6.3 Cyclovoltammetrie von Ferrocenylethanol

2.E-05
1605 b | D
< >-E-08 / C
T 0.E+00 = B
. A
-5.E-06 |
1.E-05 ' ' L !

-3.E-06 . . . .
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

E/V

Abb. 5-10: Ubereinandergelagerte Cyclovoltammogramme von 5 uM Ferrocenylethanol in 0.1 M KCl an
I: blanker und II: Thyroglobulin-modifizierter Gold-Scheibenelektrode ( A =0.07 cm”) bei unterschiedlichen
Vorschubgeschwindigkeiten: A: v=0.05 V/s,B: v=0.1V/s,C:v=02 V/s,D: v=0.5V /s; E vs Ag/ AgCl
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Vergleicht man die CVs der Thyroglobulin-modifizierten Goldelektrode in 0.1 M KCI und
5:10° M Ferrocenylethanol mit denjenigen der unmodifizierten Goldelektrode unter
ansonsten gleichen Bedingungen, so fillt insbesondere der ca. zehnmal grossere kapazitive

Strom bei der nicht modifizierten Elektrode auf.

Sichere Hinweise auf eine Akkumulation der neutralen Redoxspezies an der Oberflidche sind

nicht gegeben.
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7 Abkiirzungen

Abb. Abbildung

ca. circa

bzw. beziehungsweise

z.B. zum Beispiel

Kap. Kapitel

vgl. vergleiche

engl. englisch

NMR Nuclear Magnetic Resonance
DPV Differentielle Pulsvoltammetrie
Cv Cyclovoltammogramm

(E)QCM  (Elektrochemische) Quarzkristallmikrowaage
DC Diinnschichtchromatographie

DMF N,N-Dimethylformamid

EtOH Ethanol

h Stunde

HV Hochvakuum

MeOH Methanol

p.a. pro analysis

puriss purissimum

RT Raumtemperatur

RV Rotationsverdampfer
MS Massenspektroskopie
API Atmospheric Pressure lonization
ES Elektrospray

Cl Chemical Ionization

SAM Selbstassemblierte Monoschicht
LC Liquid Chromatography
Singulett

o w

Duplett
Triplett
breites Signal
Multiplett
Quartett

e 53 o

qu Quintett
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