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Abstract: Die Assemblierung von Redoxproteinen auf Elek-
trodenoberflichen ist ein entscheidender Schritt fiir die Ent-
wicklung von biohybriden Systemen. Kiirzlich konnte gezeigt
werden, dass p-sulfoniertes Calix[4]aren als ,,molekularer
Klebstoff“ fiir die Assemblierung und Kristallbildung von
Cytochrom ¢ (Cytc) dient. Hier prisentieren wir die ersten
elektrochemischen Daten fiir Calixaren-Cyt-c-Kristalle im
Mikromafistab auf SAM-modifizierten Goldelektroden. Die
Elektrochemie der Kristalle wurde mittels Zyklovoltammetrie
charakterisiert. Hierbei konnten enorme Konzentrationen an
elektroaktivem Cytc nachgewiesen werden. Die erhaltenen
Peakstrome nahmen linear mit der Quadratwurzel der Vor-
schubgeschwindigkeit zu. Dadurch war es moglich, die
Selbstaustauschrate (k,.) der Cyt-c-Molekiile zu bestimmen.
Durch diese Studie kann nachgewiesen werden, dass auch
Proteinkristalle eine hohe Elektroaktivitit und einen schnellen
intermolekularen Elektronentransfer aufweisen konnen. Es
kann erwartet werden, dass diese Beobachtungen auch einen
signifikanten Einfluss auf die Entwicklung neuer bioelektro-
nischer Bauelemente haben.

Cytochrom ¢ (13kDa) ist ein gut charakterisiertes Redox-
protein,' das oft fiir den Aufbau von Biosensoren eingesetzt
wurde.”) Hiufig geschah dies durch eine Immobilisierung
des kationischen Cyt-c-Molekiils auf Goldelektroden, die
zuvor mittels einer selbstorganisierenden Monoschicht, be-
stehend aus dicht gepackten anionischen Alkanthiolen, mo-
difiziert wurde.®” Wihrend der Elektronentransfer inner-
halb einer Cyt-c-Monoschicht diffusionslos ablauft, ist jedoch
eine gewisse Mobilitdt des Molekiils im adsorbierten Zustand
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entscheidend fiir die Kommunikation mit weiteren Reakti-
onspartnern bzw. Enzymen.""! Hierbei ist zu beachten, dass
schon kleine Anderungen der relativen Orientierung der
Proteine einen Einfluss auf den Elektronentransfer haben
konnen. 1%

Die in der Regel relativ kleinen Cyt-c-Konzentrationen
einer Monoschicht (ca. 10 pmolcm?) konnen die Empfind-
lichkeit der elektrochemischen Detektion begrenzen.' Fiir
eine verbesserte Empfindlichkeit sind Aufbauten mit einer
deutlich groBeren Menge an adressierbarem, elektroaktivem
Protein notwendig.'"*'®) Im Zuge dessen wurden heterogene
Cyt c-Multischicht-Assemblate  auf ~ SAM-modifizierten
Elektroden unter Verwendung von anionischen Molekiilen
und Partikeln wie Polyanilinsulfonsdure (PASA), DNA oder
Siliciumdioxid-Nanopartikeln ~aufgebaut.'"®”!  Durch die
Verwendung von PASA (Abbildung 1) konnten bis zu 15
elektroaktive Cyt-c-Multischichten realisiert werden, wobei
die elektroaktive Menge an Cytc als Folge des direkten in-
termolekularen Elektrontransfers mit steigender Schichtzahl
zunahm.['*!

Proteinkristalle konnen als Inbegriff fiir hochkonzen-
trierte und geordnete Protein-Assemblate mit potenzieller
biologischer Relevanz angesehen werden.'¥ Obwohl es der-
artigen Proteinaufbauten an rotations- und diffusionsgesteu-
erter Mobilitdt mangelt, gibt es doch deutliche Hinweise auf
einen moglichen Elektronentransfer innerhalb von Redox-
proteinkristallen.” ! Kenntnisse iiber den relevanten Ab-
stand zwischen einzelnen Redoxzentren sind fiir die Beur-
teilung des intermolekularen Elektrontransferprozesses sehr
niitzlich, so dass hierfiir Proteinkristalle ein exzellentes Mo-
dellsystem darstellen. Zu bemerken ist, dass bisher nur eine
Veroffentlichung hinsichtlich der direkten elektrochemischen
Charakterisierung von Proteinkristallen existiert.”! Hierbei

A)SO; SO5SO;  SOf B) SOy

SAM

Abbildung 1. Vergleich von A) Cyt-c-sclx,-Kristallen, die eine geordnete
Struktur mit definierten Abstinden der Him-Zentren aufweisen, und
B) Cyt-c-PASA-Multischichtstrukturen, die eine heterogene Mischung
von Protein-Polymer-Kontakten reprisentieren.
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handelt es sich um Cyt-c-Kristalle, die in einem Polypyrrol-
film immobilisiert wurden, wobei die erhaltenen Zyklovolt-
ammogramme nur dem Bild einer Cyt-c-Monoschicht ent-
sprachen.

p-Sulfoniertes-Calix[4]aren (sclx,) ist eine ringférmige
Verbindung, die bereits fiir die Assemblierung und Kristalli-
sation von Proteinen genutzt wurde (Abbildung 1).%>%! Das
Calixaren-Molekiil hat dhnliche chemische Eigenschaften wie
PASA. So steuert die gleichartige Ladungssituation (zwischen
dem Polyanion und dem kationischen Cytc) die Protein-
komplexierung bzw. Assemblierung.'*?? Der Unterschied
zwischen Calixaren-unterstiitzten Kristallen und PASA-hal-
tigen Multischichten besteht darin, dass die genaue Position
jedes einzelnen Proteins in den Kristallen definiert ist, wo-
hingegen die Multischichtanordnung eine Mischung aus he-
terogenen Protein-Polymer- und Protein-Protein-Kontakten
darstellt.

In der vorliegenden Arbeit wurde Cytc mit sclx, auf
Goldelektroden kokristallisiert. Fiir die elektrochemische
Charakterisierung mittels Zyklovoltammetrie war es not-
wendig, Bedingungen zu identifizieren, die eine ausreichende
Stabilitédt der Kristalle gewihrleisten. Die Kristallbedeckung
der Elektrodenoberflichen wurde mikroskopisch (Olympus-
Software) quantifiziert und mit den elektrochemischen Daten
verglichen (Abbildung 2). Fiir den Elektronentransfer im
Kristall ergab sich ein dhnliches Bild wie schon fiir die Cyt-c-
PASA-Multischichtelektroden.” Auf Basis dieser grundle-
genden Untersuchungen konnten zum ersten Mal Elektro-
nenselbstaustauscheigenschaften von Cytc in einem Fest-
korper auf Elektroden gezeigt werden.

Die Kiristallisation und elektrochemische Charakterisie-
rung von Cytc erfolgte auf planaren Goldelektroden. Hierfiir
wurden drei unterschiedliche Oberfldchen beziiglich der Cyt-
c-Kristallisation untersucht: nichtmodifiziertes und SAM-
beschichtetes Gold und SAM-modifizierte Goldelektroden
mit einer zusétzlichen Cyt-c-Monoschicht. Die Protein-sclx,-
Kristalle wurden direkt auf den verschiedenen Elektroden
mithilfe des Dampfdiffusionsverfahrens geziichtet (Abbil-
dung S1).”2! Ein Proteinkristallwachstum konnte auf allen
drei Elektrodenoberflichen beobachtet werden. Die ZV-
Messungen wurden anfédnglich in 5 mm Kaliumphosphat-
Puffer (pH 7) durchgefiihrt. Die auf einer Cyt-c-Monoschicht
gewachsenen Kristalle 16sten sich wihrend des Transfers von

Abbildung 2. Ausschnitt einer SAM-Kristall-Elektrode (A) vor und (B)
nach der Scanratenabhingigkeitsuntersuchung. Die hervorgehobene
Flache ist ein Beispiel fur Kristallauflésung/-ablésung. Zu beachten ist
auch die Farbverinderung, die einen Hinweis auf die Cyt-c-Oxidation
liefert (B). Die SAM-Schicht wurde aus Mercaptoundecanol/Mercapto-
undecansdure (3:1) hergestellt.
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der Kristallisationslosung in den Messpuffer von der Ober-
fliche und konnten daher nicht charakterisiert werden. Die
Kristalle, welche auf der ,,nackten* Goldelektrode geziichtet
wurden, erwiesen sich als stabiler, jedoch wurden keine cha-
rakteristischen Redoxsignale erhalten. AusschlieBlich die auf
der SAM-Oberfliche geziichteten Kristalle wiesen eine ent-
sprechende Elektroaktivitdt auf, wobei diese aber wihrend
wiederholten Messungen abnahm (Abbildung S2A). Dieser
Aktivitdtsverlust konnte mit einem Verlust der Kristalle
durch Auflosen/Ablosen von der Elektrodenoberfldche kor-
reliert werden, wie anhand der mikroskopischen Untersu-
chungen nachgewiesen wurde.

Um die Stabilitdt der Kristalle wihrend der elektroche-
mischen Untersuchung zu verbessern, wurde eine angepasste
Messlosung verwendet, die in der Zusammensetzung nahezu
der Kristallisationslosung entsprach® (24% PEG 4000,
50 mm NaCl, 100 mm MgCl,, pH 7.0). Die unter diesen Be-
dingungen untersuchten SAM-Kristall-Elektroden zeigten
ein ginzlich anderes Verhalten (Abbildung S2B). Die elek-
troaktive Menge auf der Elektrodenoberfliche verhielt sich
wihrend der Messung konstant oder nahm sogar noch nach
wiederholten Messungen zu. Diese Beobachtung legt zum
einen nahe, dass eine ausreichende Kristallstabilitit erreicht
wurde, und zum anderen, dass mehrere Redoxzyklen not-
wendig sind, um die gesamte Menge an Cytc in den Kristallen
elektrochemisch anzusprechen. Dies kann dadurch verstan-
den werden, dass die Oxidation/Reduktion von Cytc von
einer lonenaufnahme oder -abgabe des Kristalls begleitet
wird.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde eine umfassende
elektrochemische Untersuchung durchgefiihrt. Die SAM-
Kristall-Elektroden wurden dabei bei verschiedenen Scanra-
ten (10-1000 mV s™') untersucht. Vor den elektrochemischen
Messungen wurden Fotos von jeder einzelnen Elektrode
(Abbildung 2) aufgenommen und die Oberflichenbedeckung
der Elektrode durch die Kristalle bestimmt (Tabelle S1).
Zusitzlich wurden auch Bilder von den Kristallelektroden
nach den Experimenten aufgenommen, um die Kristallstabi-
litdt besser beurteilen zu konnen.

Die Zyklovoltammogramme der SAM-Kristall-Elektro-
den zeigten fiir jede untersuchte Scanrate ein charakteristi-
sches Redoxpaar, was fiir eine Redoxspezies auf der Elek-
trodenoberfliche spricht (Abbildung 3).

Das formale Potential (E;) des Cyt-c-Fe*"/Fe*"-Paares in
den Kristallen war bei 100 mVs™ (E;=(0.049 +0.006) V
gegen Ag/AgCl) geringfiigig groBer als der Potentialwert
einer Cyt-c-Monoschicht auf einer Gold-SAM-Elektrode
(E;=(0.025+0.005) V, Abbildung S3). Die Divergenz zwi-
schen den beiden Systemen weist auf eine geringfiigige An-
derung in der Umgebung des Proteins im Calixaren-Kris-
tallverbund hin. Das formale Potential (E;) dnderte sich nur
geringfiigig mit der Scanrate und verhielt sich stabil fiir die
gemessenen Elektroden (Tabelle S2).

Die anodischen und kathodischen Peakstrome des Re-
doxpaares nahmen linear mit der Quadratwurzel der Scanrate
zwischen 2-500 mVs™' zu (Abbildung 3). Ein solches Ver-
halten kann als Hinweis auf einen Elektronen-,,Hopping*-
Prozess zwischen definierten Positionen innerhalb des Kris-
talls verstanden werden. Die Randles-Sevcik-Gleichung®
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Abbildung 3. A) Zyklovoltammogramm einer SAM-Kristall-Elektrode bei
einer Scanrate von 100 mVs™". Der Messpuffer bestand aus 24 % PEG
4000, 50 mm NaCl, 100 mm MgCl,, pH 7. B) Auftragung der Peakstrs-
me gegen die Quadratwurzel der Scanrate.

(sieche die Hintergrundinformationen) wurde angewendet,
um den scheinbaren ,,Diffusions“-Koeffizient zu bestimmen
(fiir den Elektronen-,,Hopping“-Prozess zwischen definierten
Positionen im Kristall und nicht fiir die Cyt-c-Diffusion).
Dabei ergab sich ein Wertebereich von 107°-107"" cm*s™
(basierend auf den Oberfldchenbelegungen an Kristallen von
0.1-0.5% fiir die unterschiedlichen Elektroden, und einer
Cyt-c-Konzentration von 55 mM im Kristall). Diese Werte
sind ungefahr zwei Groenordnungen groBer als der fiir eine
Cyt-c-Siliciumdioxidnanopartikel-Multischicht ~ bestimmte
Diffusionskoeffizient (5x 1072 cm?s™").'! Diese Beobach-
tung legt nahe, dass sich die geordnete Ausrichtung der Him-
Zentren innerhalb des Kristalls giinstig fiir den Elektronen-
»Hopping“-Prozess erweist — im Vergleich zu einer hetero-
genen Multischichtarchitektur mit einer Verteilung der Cyt-c-
Orientierungen innerhalb einer Siliciumdioxidnanopartikel-
Matrix.

Die grofere Peakseparation im Fall der Kristallelektro-
den (Abbildung 3, Tabelle S2) im Vergleich zu einer Cyt-c-
Monoschicht (Abbildung S3) ldsst auf einen langsameren
Elektronentransfer schlieBen. Die zunehmende Peaksepara-
tion mit steigender Scanrate bei nahezu gleicher Verschie-
bung der Oxidations- und Reduktions-Peakpotentiale legt
eine dhnliche Kinetik fiir beide Prozesse in den Kristallen
nahe. Die Halbpeakbreiten sind auch bei kleinen Scanraten
groBer als in einem idealen reversiblen System, dies ist jedoch
typisch fiir zahlreiche Proteinelektroden.

Die elektroaktive Cyt-c-Menge wurde fiir jede Elektrode
bei unterschiedlichen Scanraten bestimmt, und obwohl nur
ein Bruchteil der Elektrodenoberfliche (< 1%) mit Kristal-
len in Kontakt war, wurde eine enorme Menge an Cytc
nachgewiesen (Tabelle 1).

Die elektroaktiven Mengen waren abhéngig von der
Scanrate; bei niedrigeren Geschwindigkeiten war eine deut-
lich groflere Menge an elektroaktivem Protein detektierbar.
Zum Beispiel wurde bei einer Scanrate von 1Vs™' eine
durchschnittliche elektroaktive Cyt-c-Menge von
1200 pmolcm* nachgewiesen, diese nahm aber noch um das

Tabelle 1: Durchschnittswerte der elektroaktiven Cyt-c-Konzentration
(I), des formalen Potentials (E) und der Peakseparation (AE,) als
Funktion der Scanrate fiir drei unterschiedliche SAM-Kristall-Elektroden.

v[mVs] 1000 100 10 2
I'[pmolcm™ 1200 2100 4500 9300
E¢[V gegen Ag/AgCl| 0.051 0.049 0.048 0.052
AE, V] 0.180 0.090 0.052 0.044
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8-fache zu, wenn die Scanrate auf 2 mVs™! verringert wurde,
was auf eine Limitierung des Elektronentransfer zwischen
den Proteinen im Kristall bei hoheren Vorschubgeschwin-
digkeiten hindeutet. Das System kann nicht vollstdndig dem
schnellen Wechsel des Elektrodenpotentials folgen, da der
Strom von vielen Elektronenselbstaustauschschritten zwi-
schen den einzelnen Cyt-c-Hdm-Zentren abhingt. Dieses
Verhalten ist dem von Cyt-c-Multischichtelektroden sehr
dhnlich, denn auch hier ist der Protein-Protein-Elektron-
transfer der dominierende Weg innerhalb der Schichtstruktur
und zugleich auch der limitierende Faktor bei grofleren
Scanraten.!'®!7-?

Nach den elektrochemischen Untersuchungen zeigte sich
in der mikroskopischen Nachuntersuchung der Elektroden
eine teilweise Ablosung/Auflosung der Kristalle (Abbil-
dung 2). Uberraschenderweise, wurden fiir die Elektroden
am Ende der Messung zum Teil groBere Strome und somit
auch groBere Mengen an elektroaktivem Cytc nachgewiesen
(Tabelle S1). Daher treten offensichtlich zwei unterschiedli-
che Prozesse auf, zum einen die partielle Auflosung der
Kristalle und zum anderen eine ,,Aktivierung® der Kristalle
fiir die elektrochemischen Prozesse. Ein wichtiger Aspekt ist
hierbei aber, dass die Kristallauflosung/-ablosung wéhrend
der Experimente nicht ausgepragt auftrat. Die ,,Aktivierung*
kann mit dem starken Eintritt von Elektronen in den Kristall
wihrend der voltammetrischen Analyse verstanden werden
(bzw. Austritt); dieser muss von einer Reorganisation der
Gegenionen begleitet werden (fiir die Aufrechterhaltung der
Elektroneutralitit).

In Anbetracht der beobachteten Kristallauflosung war es
aber erforderlich nachzuweisen, dass die entsprechenden
Redoxpeaks den Cyt-c-Molekiilen in den Kristallen zuzu-
ordnen sind und nicht dem vom Kiristall abgeldsten Protein-
anteil. Um diesem Problem nachzugehen, wurde eine zuvor
vermessene SAM-Kristall-Elektrode aus der elektrochemi-
schen Messzelle entfernt und mit einer reinen SAM-Elek-
trode (ohne Cytc) ersetzt, ohne die Pufferlosung in der Zelle
zu wechseln. In der nachfolgenden Messung konnten nur
minimale Redoxsignale fiir gelostes Cytc im Zyklovoltam-
mogramm nachgewiesen werden (Abbildung S5). Dies wie-
derum bestétigt eindeutig, dass die Cyt-c-Molekiile in den
Kristallen die Hauptursache fiir die enorme Redoxaktivitét
sind.

Redoxprozesse in Proteinkristallen konnte anhand ver-
schiedener spektroskopischer Methoden schon beobachtet
werden. Hierbei wurde gezeigt, dass ein Elektronentransfer
auftritt, wenn die entsprechenden Kofaktoren sich in einer
geeigneten Position zueinander befinden.""" In der vorlie-
genden Studie haben wir die Elektroaktivitidt der Cyt-c-sclx,-
Kristalle in Bezug zu den moglichen Him-Hadm-Entfernun-
gen in der Kristallstruktur gesetzt. Da die Wachstumsbedin-
gungen der Cyt-c-sclx,-Kristalle auf den Elektroden denen
der fiir die Rontgen-Kristallstrukturuntersuchung verwende-
ten entsprachen, wurde von einer identischen Ausrichtung
der elektroaktiven Cyt-c-Molekiile wie in der aufgekldrten
Kristallstruktur ausgegangen (PDB: 4n0k, 1 A Auflésung).
Die Proteinstrukturen im Kristall wurden mittels P2,2,2,-
Symmetrieoperationen auf die asymmetrische Einheit bezo-
gen (Abbildung 4).”?! Interessanterweise enthilt die Kris-
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Abbildung 4. A) Cyt-c-Anordnung in einem Calixaren-gestiitzten Kris-
tall® (PDB: 4n0k). Cytc ist als Molekil in grau mit dem Ham in rot
und das Calixaren sclx, als blaue Bander dargestellt. Der Kristall ist mit
der langen Achse parallel zur Elektrodenebene ausgerichtet. B) Der
kiirzeste Abstand zwischen den Fe-Zentren (23.7 A) wird durch die ge-
strichelte Linie angedeutet.

tallstruktur Ketten von Cyt-c-Molekiilen, die ,,face-to-face®
orientiert sind, mit einem Fe-Fe-Abstand von 23.7 A. Dieser
Abstand ist mit dem nach der Marcus-Theorie postulierten
Abstand fiir den Elektronentransfer <25 Al iibereinstim-
mend. Alle weiteren Fe-Fe-Abstdnde in der Kristallstruktur
waren >30 A.

Auf Grundlage des moglichen Elektronentransfers zwi-
schen definierten Him-Zentren und des mithilfe der Randles-
Sevcik-Gleichung bestimmten Diffusionskoeffizient (fiir das
Elektronen-,,Hopping“) nutzten wir eine abgewandelte
Dahms-Ruff-Gleichung (siche die Hintergrundinformatio-
nen), um die Selbstaustauschrate (k) zwischen den defi-
nierten Positionen der Cyt-c-Molekiile im Kristall abzu-
schitzen. Die berechneten Werte lagen im Bereich von 10°-
10°m~'s™!, was nochmals die enorme Effizienz des Elektro-
nentransports innerhalb der Kristallformation unterstreicht.

Abschliefend kann festgehalten werden, dass sehr grof3e
elektroaktive Cyt-c-Mengen in den Kristallen nachgewiesen
werden konnten, und dies obwohl nur ein geringer Bruchteil
der Kristalle mit der Elektrodenoberflidche (< 1%) in Kon-
takt waren. Dies spricht fiir einen Elektronentransport durch
aufeinanderfolgende Proteinschichten im Kristall. Es wurden
auch Ahnlichkeiten im elektrochemischen Verhalten zwi-
schen dem der Kristalle und dem von Multischicht-Archi-
tekturen identifiziert.'*!"! Die elektroaktive Cyt-c-Menge in
den Kristallen war abhéngig von der Scanrate, was darauf
hindeutet, dass der intermolekulare Elektronentransfer bei
hoheren Vorschubgeschwindigkeiten limitierend wirkt.['*1°]
Die iiber die Elektrode adressierbaren Cyt-c-Konzentratio-
nen waren GroBlenordnungen hoher als die zuvor fiir Cyt-c-
Multischichtelektroden bestimmten.!'®?! Diese Beobachtung
ist nachvollziehbar, wenn man die groere Schichtdicke der
Kristalle im Vergleich zu den Multischichtarchitekturen be-
riicksichtigt.

Zusitzlich zu den groBen Proteinkonzentrationen, kann
ein Vorteil der Kristallsysteme darin gesehen werden, dass die
genauen Positionen und Orientierungen der Redoxzentren
bekannt sind. ,,Molekulare Klebstoffe“ fiir die Kristallisati-
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on®%! und Assemblierung von Proteinen stellen eine neue
Methode zur Herstellung geordneter Proteinarchitekturen
auf Elektroden dar. Dieser Ansatz konnte der Entwicklung
von neuen Generationen bioelektronischer Bauelemente
Vorschub leisten, aber auch der Aufkldrung von Protein-
Ligand-Wechselwirkungen und der Nachahmung von Elek-
tronentransferprozessen in der Natur dienen.

Stichwérter: Calixarene - Him-Proteine - Kristallwachstum -
Molekularer Klebstoff - Redoxchemie

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 6356—6359
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