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Die Herstellung von Sensoren und bioelektronischen Bau-
elementen kann von der Verwendung biologischer Redox-
und Erkennungsprozesse profitieren.[1] Ein geeignetes
Modellredoxprotein mit bekannter Funktion und hoher
Stabilit&t ist Cytochrom c.[2–4] Zahlreiche Versuche zur Immo-
bilisierung dieses Proteins auf Elektrodenoberfl&chen
wurden bereits beschrieben,[5–9] jedoch muss z. B. zur Her-
stellung empfindlicherer Sensoren eine Bedeckung erreicht
werden, die 3ber eine Monoschicht hinausgeht. In dickeren
Filmen oder Multischichten sind aber generell nur die
Molek3le in der N&he der Elektrodenoberfl&che elektroaktiv.
Daher ist es wichtig, Proteine so zu immobilisieren, dass sie
ohne Mediator effektiv Elektronen mit einer Elektrode
austauschen k5nnen. Dies wurde in dieser Arbeit durch die
Schicht-f3r-Schicht-Technik erreicht, deren N3tzlichkeit bei
der Konstruktion molekularer Architekturen bereits demon-
striert worden war.[10–15]

Zun&chst wurde durch Bindung von gemischten Alkan-
thiolderivaten mit OH- und COO�-Endgruppen auf einer
Goldoberfl&che und anschließende elektrostatische Adsorp-
tion von Cytochrom c (Cyt.c) auf dieser Promotorschicht eine
Monoschichtelektrode hergestellt. Vollst&ndig elektroaktive
Multischichten wurden durch abwechselnde Inkubation
dieser Cyt.c-Monoschichtelektrode in L5sungen von anioni-
schem sulfoniertem Polyanilin (PASA) und kationischem
Cyt.c gebildet. Diese Monoschichtanordnung erlaubt eine
effiziente Wechselwirkung zwischen Protein und Elek-
trode.[16, 17] In Abbildung 1 ist die resultierende Proteinan-
ordnung mit PASA als Polyelektrolytbaustein dargestellt. Die
schrittweise Adsorption von PASA und Cyt.c wurde durch
Oberfl&chenplasmonenresonanz-Spektroskopie best&tigt.
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Diese Technik wurde auch zur Bestimmung der optimalen
experimentellen Bedingungen f3r den Selbstorganisations-
prozess genutzt.

Cyclovoltammetrische Untersuchungen zeigten, dass die
Zunahme an Proteinbeladung auf der Elektrode der
Zunahme an elektrochemisch adressierbaren Cyt.c-Molek3-
len entspricht. Wiederholte Inkubationsschritte f3hrten zu
einer Vergr5ßerung der voltammetrischen Peakfl&chen, die
eine Quantifizierung der elektroaktiven Proteinmenge erlau-
ben (Abbildung 2). Ein quasireversibler Elektronentransfer
zur Elektrode wurde bei einer Schichtdicke von bis zu 15
Proteinmonoschichten beobachtet. Kontrollexperimente, bei
denen entweder die PASA- oder die Cyt.c-L5sung durch
Puffer ersetzt wurden, zeigten nur das Signal einer Mono-
schichtelektrode. Offensichtlich sind beide Komponenten f3r
einen erfolgreichen Schichtaufbau notwendig.

Das formale Potential des Proteins betr&gt �15� 7 mV
(gegen Ag/AgCl/1m KCl) und liegt somit innerhalb des
Fehlerbereichs f3r das Potential einer Cyt.c-Monoschicht-
elektrode (�19� 5 mV). Eine Vergr5ßerung der Peakbreite
bei halber H5he best&tigt das Vorhandensein unterschiedli-
cher Zust&nde von Cyt.c innerhalb des Schichtsystems (180�
9 mV Peakbreite f3r die Multischicht- und 130� 5 mV f3r die
Monoschichtelektrode), wie es f3r Proteine in leicht unter-
schiedlichen Mikroumgebungen in einer Polyelektrolytmatrix
zu erwarten ist.

Der Mechanismus des Elektronentransfers 3ber gr5ßere
Distanzen ist eine Besonderheit des untersuchten Systems.
Mehrere Experimente weisen darauf hin, dass der Elektro-
nentransfer im Multischichtsystem haupts&chlich von Protein
zu Protein stattfindet. Zun&chst wurde die Reaktion einer
Monoschichtelektrode mit Cyt.c in L5sung untersucht: Die
Monoschichtelektrode kann Elektronen mit Cyt.c-Molek3len
in der L5sung austauschen. Cyclovoltammogramme einer
solchen Elektrode zeigten einen verst&rkten Reduktionspeak
in Gegenwart von gel5stem Cyt.c (5 mm Phosphatpuffer,
pH 7.0; 50 mVs�1; siehe Hintergrundinformationen). Da
Cyt.c in L5sung gr5ßtenteils oxidiert vorliegt, m3ssen die
zus&tzlichen Elektronen im Reduktionszyklus auf das gel5ste
Protein 3bertragen worden sein. Eine Erh5hung der Vor-
schubgeschwindigkeit eliminierte diesen Effekt, d.h., die
elektroaktive Cyt.c-Menge nahm ab, da die Vorschubge-
schwindigkeit die Reaktionsgeschwindigkeit zwischen den
Proteinmolek3len 3berstieg (ab ca. 1 V s�1).

Eine Cyt.c-Monoschichtelektrode, die sich nicht in einer
Cyt.c-L5sung befindet, weist dagegen einen quasireversiblen
Elektronentransfer mit einem ks-Wert von 75� 5 s�1 auf, und
die Menge an elektroaktivem Cyt.c bleibt von der Vorschub-
geschwindigkeit unabh&ngig. Auch die Multischichtelektrode
zeigte eine starke Abnahme der elektroaktiven Cyt.c-Menge
mit zunehmender Vorschubgeschwindigkeit (w&hrend die
Zunahme der Peakseparation bei der Knderung der Vor-
schubgeschwindigkeit &hnlich wie bei der Monoschichtelek-
trode verlief). Bei 10 V s�1 sank die von der Elektrode
reduzierte Proteinmenge auf etwa 10 % der Menge bei
0.1 V s�1, d.h., die Vorschubgeschwindigkeit war h5her als
die Elektronentransfergeschwindigkeit zwischen den Pro-
teinmolek3len (siehe Einschub in Abbildung 2b). Offensicht-
lich ist die Elektronentransfergeschwindigkeit zwischen den
Proteinen im Netzwerk deutlich langsamer (ks = 1.5� 0.3 s�1

Abbildung 1. Die Multischichtelektrode. Kugeln: Cyt.c ; schwarze
F*den: PASA; Rechteck: promotormodifizierte Goldelektrode; Pfeile
symbolisieren den postulierten Elektronentransfermechanismus mit
flexibler Rotation von Cyt.c.

Abbildung 2. a) Cyclovoltammogramme von Multischichtelektroden
aus PASA und Cyt.c. ; in zunehmender Reihenfolge: Monoschicht, 4, 6,
8, 12 und 15 Schichten Cyt.c. ; b) Oberfl*chendichte von elektroaktivem
immobilisiertem Cyt.c in 2–15 Schichten aus Polyelektrolyt und Cyt.c.
Einschub: Oberfl*chendichte von elektroaktivem Cyt.c bei unterschied-
lichen Vorschubgeschwindigkeiten. Angabe in Prozent der Cyt.c-Dichte
bei 100 mVs�1 f&r eine 8-Schichten-Elektrode; v=Vorschubgeschwin-
digkeit; n=Zahl der Doppelschichten.
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f3r 3–15 Schichten) als die Geschwindigkeit des Elektronen-
austausches der Cyt.c-Monoschicht mit der Elektrode.

Die Zugabe des Vernetzungsreagens EDC (1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid) zu einer Multischicht-
elektrode verringerte die elektroaktive Cyt.c-Menge deutlich,
w&hrend die Peakseparation stark zunahm. So zeigten 6-
Schichten-Elektroden eine Peakseparation von 280 mV nach
EDC-Zugabe gegen3ber 80 mV ohne Quervernetzung
(0.1 V s�1). Dies weist darauf hin, dass die Flexibilit&t der
Proteinmolek3le f3r den effizienten und schnellen Elektro-
nentransfer eine entscheidende Rolle spielt.

Ein weiteres Argument f3r einen Protein-Protein-Elek-
tronentransfer ist, dass PASA zwischen �0.5 und + 0.5 V
(gegen Ag/AgCl/1m KCl) keine eigene Redoxaktivit&t an
einer Cyt.c-Monoschichtelektrode zeigt. Dies legt nahe, dass
der Polyelektrolyt im Multischichtsystem ausschließlich f3r
die Strukturstabilisierung und nicht f3r den Elektronentrans-
fer zur Goldoberfl&che verantwortlich ist. Ersetzt man PASA
durch st&rkere Polyanionen wie Polystyrolsulfons&ure oder
Polyacryls&ure, wird der Aufbau der Multischichten gest5rt
und so die Bildung einer elektroaktiven Multischichtanord-
nung verhindert (siehe Hintergrundinformationen).

Um die Theorie des Protein-Protein-Elektronentransfers
zu untermauern, wurden Multischichtelektroden mit Apo-
Cyt.c hergestellt. Da im Apo-Cyt.c die H&mgruppe entfernt
wurde, sollte es den Interprotein-Elektronentransfer unter-
binden. Oberfl&chenplasmonenresonanz-Experimente beleg-
ten die Bildung von Apo-Cyt.c/PASA-Multischichten.
Tabelle 1 zeigt drei Elektrodenvarianten. System 1 ist eine

Monoschichtelektrode, bei der das Cyt.c durch Apo-Cyt.c
ersetzt wurde. Diese Elektrode war wegen der fehlenden
H&mgruppe von Apo-Cyt.c nicht elektroaktiv (der Verlust
der H&mgruppe wurde spektroskopisch verifiziert). System 2
enth&lt eine aktive Cyt.c-Monoschicht, vier Schichten aus
Apo-Cyt.c und vier weitere Schichten aus Cyt.c. Cyclovol-
tammogramme zeigten, dass die h&mhaltigen Proteine der
&ußeren vier Schichten noch mit der Elektrode wechselwirk-
ten. Die Zugabe von EDC zu diesem System f3hrte zum
v5lligen Verlust der Elektroaktivit&t. Die Barriere aus vier
Apo-Cyt.c-Schichten in Verbindung mit der eingeschr&nkten
Mobilit&t der Proteine verhinderte also den Elektronentrans-
fer zwischen Elektrode und Cyt.c. System 3 schließlich enth&lt
zw5lf Schichten aus Apo-Cyt.c zwischen der elektroaktiven
Monoschicht und den &ußeren Schichten aus h&mhaltigem
Cyt.c. Cyclovoltammogramme dieses Systems zeigten keine
Peaks. Die verbreiterte, elektrochemisch inaktive Barriere
blockierte jeglichen Elektronentransfer. Abbildung 3 zeigt
die Cyclovoltammogramme der Systeme 2 und 3.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass ein Protein-Protein-
Elektronentransfer den Hauptbeitrag zur elektrochemischen

Wechselwirkung zwischen der Elektrode und den Cyt.c-
Schichten leistet – w3rden die Elektronen 3ber den Poly-
elektrolyt transportiert, d3rfte der Elektronentransfer durch
den Einbau des elektrochemisch inaktiven Apo-Cyt.c nicht
vollst&ndig unterbunden werden. Der Elektronentransfer
3ber vier Schichten Apo-Cyt.c kann durch eine Multischicht-
struktur in Form eines komplexen, durch Polyelektrolytket-
ten stabilisierten Proteinnetzwerks[10,18] erkl&rt werden. Der
isolierende Effekt von zw5lf Apo-Cyt.c-Schichten zwischen
der Elektrode und den &ußeren Cyt.c-Schichten blieb
mehrere Stunden stabil. Daher ist nicht anzunehmen, dass
das Cyt.c w&hrend der voltammetrischen Messungen zur
Elektrodenoberfl&che diffundieren kann und der Elektro-
nentransfer auf diese Weise erm5glicht wird.

Der plausibelste Mechanismus des Elektronentransports
in der Multischichtanordnung ist eine Redoxreaktion zwi-
schen Cyt.c-Molek3len mit zwei gegen3berliegenden expo-
nierten H&mgruppen. Dieser Mechanismus erfordert eine
hohe Flexibilit&t der Molek3le bei der Neuausrichtung zum
jeweils n&chsten Reaktionspartner. Eine solche Rotations-
flexibilit&t wurde bei Cyt.c-Adsorptionsschichten bereits
beobachtet[19] und k5nnte auch ein Grund f3r die erh5hte
Elektronentransfergeschwindigkeit sein, wenn die Mobilit&t
von Cyt.c durch Komplexbildung an einer modifizierten
Elektrode eingeschr&nkt wurde.[20]

Wir haben hier eine neue Methode zur Immobilisierung
von Cyt.c auf Elektroden in einer Polyelektrolyt-Protein-
Architektur vorgestellt. Die elektroaktive Proteinmenge
nimmt mit steigender Zahl der Cyt.c-Schichten (1–15 Schich-
ten) fast linear zu. Eine so signifikante Zunahme an
elektroaktivem Protein wurde – nach unserem Wissen – in
einem System mit dem Protein als integralem Bestandteil der
Multischichtarchitektur sowie mediatorfreiem Elektronen-
transfer noch nicht gezeigt. Bisher beschriebene Multi-
schichtsysteme mit Myoglobin sind auf raue Oberfl&chen,
Nanopartikel und eine nicht nat3rliche Funktionsweise dieses

Tabelle 1: Aufbau von drei Multischichtelektroden mit Apo-Cyt.c (Apo)
zur Untersuchung des Elektronentransfermechanismus.

System 1 MUA/MU-Apo
System 2 MUA/MU-Cyt.c–(PASA/Apo)I4–(PASA/Cytc)I4
System 3 MUA/MU-Cyt.c–(PASA/Apo)I12–(PASA/Cytc)I4

MUA=11-Sulfanyl-1-undecans*ure; MU=11-Sulfanyl-1-undecanol

Abbildung 3. Cyclovoltammogramme von Multischichtelektroden mit
Apo-Cyt.c (Apo). Durchgezogene Linie: MUA/MU-Cyt.c-(PASA/Apo)4-
(PASA/Cyt.c)4, gestrichelt: MUA/MU-Cyt.c-(PASA/Apo)4-(PASA/Cyt.c)4
kovalent durch EDC immobilisiert, gepunktet: MUA/MU-Cyt.c-(PASA/
Apo)12-(PASA/Cyt.c)4.
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Proteins (Elektronentransfer anstelle von Transportfunktion)
angewiesen.[21,22] In der Biosensorik,[17] wo Cyt.c-Elektroden
bereits erfolgreich f3r die Quantifizierung von Sauerstoff-
radikalen verwendet werden, sollten Multischichtsensoren
mit einer gr5ßeren Menge an elektroaktivem Cyt.c eine
deutlich h5here Empfindlichkeit aufweisen. Mit dem effi-
zienten reproduzierbaren Elektronentransfer 3ber mehrere
Schichten k5nnte man außerdem biologische, 3ber Cyt.c
verlaufende Elektronentransfersysteme simulieren. Dies
k5nnte zu k3nstlichen Modellen f3r biologische Redoxsys-
teme und zur Entwicklung bioelektronischer Bauelemente
f3hren.

Eingegangen am 5. September 2003,
ver&nderte Fassung am 26. Mai 2004 [Z52804]
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