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Allgemeiner Uberblick 1. EINLEITUNG 1

1. Einleitung

1.1 Allgemeiner Uberblick

In vielen Bereichen des alltdglichen Lebens besteht ein Bedarf an der Bestimmung der
detaillierten Zusammensetzung, wie z.B. von Trink- oder Abwasser oder des Bodens, der
Lebensmittel oder des Bluts. Die Vielfalt der eingesetzten Methoden erstreckt sich von der
Chromatographie Uber mikrobiologische Tests bis hin zu Biosensoren. So vielseitig wie die
Einsatzbereiche sind, so verschieden sind auch die Anforderungen an diese Methoden.

Das Haupteinsatzgebiet von Biosensoren liegt in der Medizin. Die patientennahe Diagnostik
(Point-of-Care-Testing) fir die Diabetes-Kontrolle bestreitet dabei den groten Anteil. Aber
auch in der Biotechnologie, Umweltanalytik und Bioabwehr werden Biosensoren eingesetzt.
Die Hauptanforderungen an Biosensoren sind demnach: eine hohe Selektivitat sowie
Sensitivitdt gegentber dem Analyten, kurze Ansprechzeiten, Reproduzierbarkeit in
Sensorherstellung und der Ergebnisse, Stabilitat und Lebensdauer.

Fur die elektrochemische Detektion eines Substratumsatzes durch ein redoxaktives Enzym
mussen die Elektronen an eine Elektrode, anstelle eines natirlichen Elektronenakzeptors,
Ubertragen werden. Dieser Elektronentransfer erfolgt allerdings nur dann direkt, wenn das
aktive Zentrum des Enzyms fir die Elektrode zuganglich ist. Aber auch die Ubrigen
Oxidoreduktasen koénnen fur die Analytik nutzbar gemacht werden, mit so genannten
Mediatoren, die Elektronen vom Enzym zur Elektrode transportieren. Diese Mediatoren
kénnen in frei beweglicher oder immobilisierter Form eingesetzt werden. Die Moglichkeiten
der Immobilisierung sind vielfaltig und kdnnen reversibel oder irreversibel sein. Die
irreversible Integration des Mediators verhindert ein Ausbluten dieses mit fortschreitendem
Einsatz. Eine Immobilisierung der Mediatoren erméglicht den Aufbau stabiler, ,reagenzlioser®
Sensoren, d.h. es mussen der Probe keine weiteren Substanzen zugesetzt werden.

Die Immobilisierung der Mediatoren in Redoxpolymeren bietet zum einen den Vorteil der
OberflachenvergroBerung, womit die Mediatormenge im Vergleich zu Monoschichten
deutlich gesteigert werden kann. Zum anderen kann das Polymer die naturliche Umgebung
des Enzyms nachahmen sowie zum Einschluss des Enzyms dienen. Der Einsatz von
Hydrogelen, also wasserbindenden Polymeren, unterstiitzt die Interaktion, da Enzyme in der
Regel hydrophile Umgebungen bevorzugen.

In der Vergangenheit wurden die Redoxpolymere vorwiegend Uber Adsorption,
Elektropolymerisation oder durch Integration in Kohlenstoffpaste-Elektroden immobilisiert.
Eine irreversible Immobilisierung der Polymere mit kovalent integrierten Mediatormolekilen
durch einfache Prozesse sollte die Stabilitat und Reproduzierbarkeit der hergestellten

Sensoren erhohen. Der Trend geht weiterhin in Richtung Elektrodenarrays, in denen
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mehrere Parameter parallel bestimmt werden kénnen (Abb. 1), d.h. eine Probe wird
gleichzeitig auf unterschiedliche Sensorenspots gegeben. Durch die Verwendung ,smarter”,
also intelligenter Redoxpolymere kann eine aufwendige Herstellung von Elektrodenarrays mit
einzeln ansprechbaren Elektroden entfallen und trotzdem einzeln ansprechbare Arrayspots

erreicht werden.

Abb. 1 Schematische Darstellung eines Enzymbiosensors in Parallelanordnung
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1.2 Theoretische Grundlagen

1.21 Biohybride Redoxsysteme

Der lateinische Ausdruck Hybrid bedeutet im Deutschen "zweierlei Herkunft, ein aus
unterschiedlichen Arten oder Prozessen zusammengesetztes Ganzes“.!" Die
zusammengebrachten Elemente stellen flr sich Lésungen dar, durch das Vereinen
entstehen neue, gewinschte Eigenschaften. Biohybride Systeme werden aufgrund des
Wissens um biologische Funktionen gestaltet. Die Entwicklung geeigneter, die Natur
nachahmender, ,biomimetischer* Materialien oder Prozesse wird zum Aufbau dieser
Systeme herangezogen.?

Die ,Biomimetik* oder auch ,Bionik‘ (Biologie + Technik) entschlisselt ,Erfindungen der
Natur® und setzt die Muster nach Aufbereitung und kleinen Modifizierungen in die Technik
um.? ¥ Beispiele fiir biomimetische Prinzipien im alltiglichen Leben sind etwa das Echolot
(Delfine), Fassadenfarbe mit Lotuseffekt (Lotus Nelumbo) oder der Klettverschluss (Grof3e
Klette Arctium lappa).

Ein wichtiges Teilgebiet sind biohybride Redoxsysteme, Kombinationen aus
Biokomponenten, wie Enzymen, Antikorpern oder Zellen, und Elektronentransfer(ET)-
Systemen. Materialien mit biomimetischen Eigenschaften bilden die Schnittstelle zwischen
der nativen und artifizielen Komponente (Abb. 2). Daraus entstehen biohybride
Redoxsysteme. Die Ubertragung der Elektronen wird auf artifizielle, ,maRgeschneiderte*

Molekule oder Elektroden, anstatt auf die naturlichen Elektronenakzeptoren gelenkt.

Biologisch Biohybrid
S P S P

Elektronen Biomimetisches Naterial

akzeptor
Elektrode

Abb. 2 Vergleichende schematische Darstellung biologischer und biohybrider Redoxsysteme

Die Selektivitat und Spezifitdt der Biokomponenten werden flr analytische Zwecke nutzbar
gemacht.”! Diese Systeme sind mit ET-Schritten verbunden, welche direkt - von einem
System zu einem anderen - oder Uber redoxaktive Hilfssubstanzen (Mediatoren) vermittelt
ablaufen koénnen. Diese Mediatoren kénnen in Form von frei beweglichen oder
immobilisierten Molekilen gebildet werden. Eine Moglichkeit der Immobilisierung ist z.B. die

Ankopplung in polymeren Materialien.” Fiir den Aufbau dieser biohybriden Redoxsysteme
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werden die wichtigsten Mechanismen fur effektive ET-Prozesse von den nativen Systemen
abgeschaut. Die ET-Ketten in nativen Systemen wie z.B. der Atmungskette (Abb. 3) sind
sehr komplex aufgebaut und zeigen folgende Kerneigenschaften:

e Der ET erfolgt unidirektional Uber membrangebundene (Komplexe | bis V)
und diffundierende Komponenten (Cyt ¢: Cytochrom ¢ und UQ: Ubichinon ).

e Der exergonische Elektronenfluss erfolgt energetisch ,bergab“ entlang eines
stufenweisen Redoxgradienten von —0.32 V (NAD* + H" + 2 e - NADH) zu
+0.82V (20, +2H" +2 e > H,0).

e Die ET-Reaktionen verlaufen in kleinen Teilschritten ab und sind raumlich
voneinander getrennt.

e Die Elektronenibertragenden Gruppen liegen nach dem ET unverandert vor.

Diese Mechanismen verhindern einen Abbruch oder die Ruckreaktion des ET und der
Elektronenfluss in eine bestimmte Richtung, zu einer definierten Zielsubstanz, ist

gewabhrleistet.

. 2H
4H 4H+

Intermembranraum

Cytc

1\

X

%0, +2H* H,0

uQ

r

| Il
Matrix I ]m
Succinat  Fumarat
NADH + H* NAD*

Abb. 3 Schema der Atmungskette in der inneren Mitochondrienmembran (modifiziert nach );

I: NADH-Dehydrogenase; IlI:  Succinat-Dehydrogenase; 1ll:  Ubichinon-Cytochrom c-
Oxidoreduktase ; IV: Cytochrom c-Oxidase; Cyt ¢: Cytochrom c; UQ: Ubichinon

In der Biotechnologie werden biohybride Redoxsysteme z.B. in Biophotozellen,
Biobrennstoffzellen oder Biosensoren eingesetzt. Es werden natlirliche Molekiile oder Zellen
mit artifiziellen Substanzen zur Licht- oder Energiegewinnung kombiniert. AuRerdem werden
bekannte natlrliche Prozesse, wie der Elektronentransfer von Enzymen zu
Elektronenakzeptoren, ausgenutzt und modifiziert in Biosensoren integriert. Im Folgenden

werden die Redoxsysteme der Biophotozelle, Biobrennstoffzelle und Biosensoren vorgestellt.
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1.2.1.1 Biophotozellen

Die Umwandlung von photonischer in chemische Energie treibt fast alle Okosysteme der
Erde an.” Die Umwandlungsorganellen, die Chloroplasten, weisen einen modularen Aufbau
auf. Damit werden die durch lichtinduzierten Ladungstransfer erzeugten Elektronen schnell
zu einer Reihe weiterer Funktionskomplexe transportiert. Die Energieeffizienz eines
Chloroplasten betragt ca. 8-9 % unter optimalen Bedingungen.” Die Umwandlung von
photonischer Energie in chemische oder physikalische soll zur Bereitstellung erneuerbarer
Energien eingesetzt werden.

Eine richtungweisende Biophotozelle von Gust et al. enthalt eine Triade (Carotin-Porphyrin-
Chinon = Car-Por-Ch), die in aus Lipiddoppelschichten aufgebauten Vesikeln inkorporiert
wird. Diese Triade richtet sich in der Membran mit der lipophilen Carotinoid-Einheit zur
Membraninnenseite und mit der hydrophilen Chinon-Einheit zur wassrigen Umgebung aus.
Ein hydrophobes Chinon dient als frei beweglicher Elektronenakzeptor. Uber einen
lichtinduzierte, ladungsseparierten Zustand kommt es zu einer Protonentranslokation, welche
in Verbindung mit einer membrangebundenen ATP-Synthase zum Aufbau von ATP genutzt
wird. Somit wird Licht in chemische Energie umgewandelt.®!

Eine weitere Biophotozelle mit modularem Aufbau wird durch Selbstassemblierung von
Fulleren-modifizierten Bakteriochlorin-Zinkchlorin-Aggregaten als biomimetische
Lichtsammelkomplexe mit einer Lichtumwandlungseinheit aufgebaut. Der
Energietransfer/Ladungsumwandlungsweg erfolgt von den Zinkchlorin-Aggregaten auf die
Bakteriochlorin-Fulleren-Aggregate. Eine Energieeffizienz (Energie in Ladung) von 90 % wird

erreicht.®

1.2.1.2 Biobrennstoffzellen

Biobrennstoffzellen dienen der Umwandlung von chemischer Energie in physikalische. Diese
Umwandlung soll z.B. zum Antrieb medizinischer, implantierbarer Gerate (Herzschrittmacher,
in-vivo-Biosensoren) Verwendung finden.!"” Mikrobielle und enzymatische Brennstoffzellen
bilden die zwei Klassen der Biobrennstoffzellen, wobei die energieumwandelnden Einheiten
durch Enzyme innerhalb """ bzw. auRerhalb """ von Organismen dargestellt werden.
Durch Freisetzung von Elektronen wahrend des Substratumsatzes und dem Kontakt zu
Elektroden wird die Energie umgewandelt. Biobrennstoffzellen sind energieumwandelnde
Einheiten, die einen hohen Anspruch an Stromerzeugung und Stabilitadt erflllen mussen.
Mikrobielle Brennstoffzellen zeigen aufgrund der Widerstande gegen den Massentransfer
Uber die Zellmembran geringere Stromdichten als die enzymatischen. Enzymatische
Brennstoffzellen produzieren hdohere Stromdichten, zeigen aber eine eingeschrankte

Stabilitat aufgrund der limitierten Lebenszeit extrazellularer Enzyme.!""!
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Die Einsatzmdoglichkeiten flr Biobrennstoffzellen lassen sich je nach eingesetztem Brennstoff
in drei Klassen zusammenfassen: 1) Brennstoffe aus Tieren oder Menschen - implantierbare
Zellen; 2) Brennstoffe aus Pflanzensaft - fir Abwasser oder andere Abfélle oder 3)
Brennstoff aus herkdmmlichen Brennstoffen wie Wasserstoff, Methanol oder anderen
Alkoholen.['™

Ein Beispiel fir eine enzymatische Glucose-O,-Biobrennstoffzelle besteht aus einer
Glucoseoxidase-basierten Anode und einer Bilirubinoxidase-basierten Kathode. Unter
Verwendung von Redoxpolymer-modifizierten Kohlenstoff-Fasern (Osmiumbiimidazol-
Poly(vinylpyridin) bzw. Osmiumbipyridin-Poly(vinylimidazol)) produziert die Zelle bei einem
Arbeitspotential von +520mV (Ag|AgCl) in einem Glucoseangereicherten Puffer
kontinuierlich 4.4 yW bei 37°C, wird sie in eine Weintraube implantiert produziert sie 2.4 ywW
bei 25°C.["

Eine membran-, mediator- und cofaktorlose Glucose-O,-Biobrennstoffzelle produziert bei
+ 500 mV (NHE) 5 yW cm™ mit einer Lebensdauer von > 38 h. Der direkte ET immobilisierter
Cellobiosedehydrogenase (aus Dichomera saubinetii) und Laccase (aus Trametes hirsuta)

wird beim Aufbau der anodischen und kathodischen Bioelemente ausgenutzt.['”

1.2.1.3 Biosensoren

Wird der natlrliche Elektronenakzeptor in einer Enzymkatalyse durch eine Elektrode ersetzt,
werden biohybride Enzymsensoren erhalten. Der Substratumsatz kann in Form eines
Stromflusses detektiert und so zur Quantifizierung der Substanzkonzentration herangezogen
werden. Im Gegensatz zu den Biophoto- und Biobrennstoffzellen verbrauchen sie Energie.
Laut IUPAC-Definition (International Union of Pure and Applied Chemistry) sind Biosensoren
chemische Sensoren mit biochemischen Erkennungselementen. Sie Uberfuhren
biochemische Informationen in analytisch nutzbare Signale. Diese Signale koénnen
Informationen Uber Konzentrationen spezieller Proben bis hin zu deren Zusammensetzungen
liefern. Die beiden Hauptelemente eines Biosensors sind die Erkennungsmolekile und der
Transduktor, beide sind direkt raumlich eng miteinander gekoppelt.”!

Als Bioerkennungsmolekiile dienen Antikérper, Enzyme, Nukleinsduren, Zellen oder andere
Molekule (Abb. 4). Durch die Verwendung von spezifischen Erkennungselementen, wird die
Selektivitat der Sensoren bestimmt. Sie kénnen, je nach Wahl des Erkennungsmolekiils,
klassenspezifisch oder analytspezifisch sein. Der Transduktor, auch Detektor, Sensor oder
Elektrode genannt, Uberfihrt das Signal von der Ausgabestelle des Erkennungsmolekiils in
ein Signal. Die Transduktoren kdnnen elektrochemischer, optischer, kalorimetrischer oder
piezoelektrischer Art sein. Der Vorteil der elektrochemischen, kalorimetrischen und
piezoelektrischen Transduktoren gegentber den optischen besteht darin, dass gefarbte oder

tribe Losungen die Detektion nicht beeinflussen. Die Ausflhrungen sollen auf die



Biohybride Redoxsysteme 1. EINLEITUNG 7

elektrochemischen Enzymsensoren beschrankt werden, da sie fir diese Arbeit von Interesse

sind.
Molekulares
Erkennungselement Signaltransduktor
) am )
[:::] Elektroaktive
Substanz
+ ikorper -
D [':] lon
rganismus -
D [l::l 13 ‘ Licht
+ + Massen-
D . insdure - dnderung
. D lekular - Warme
es Polymer
Abb. 4 Schematische Darstellung von Biosensoren

Wird ein Enzym als Erkennungsmolekul an einer Elektrode verwendet, handelt es sich um
einen elektrochemischen Enzymsensor. Es werden drei Generationen der ampero-
metrischen enzymgekoppelten Biosensoren (Abb. 5) unterschieden. In der ersten
Generation wird die Produktbildung (z.B. H,O, bei E=+600mV) oder der
Substratverbrauch (z.B. O, bei E =-600mV) zur Detektion verwendet. Produkt bzw.
Substrat lassen sich durch direkte Oxidation oder Reduktion an der Elektrode
quantifizieren.”” Die zweite Generation beschaftigt sich mit dem mediatorvermittelten
Elektronentransfer. Der Mediator kann frei diffundieren,””*' am Enzym angekoppelt #* %!
oder auf der Elektrode immobilisiert sein,”*?! um die Elektronen vom Enzym zur Elektrode
zu transportieren. In der dritten Generation der Biosensoren wird die direkte
Oxidation/Reduktion des Coenzyms verwendet. Dazu muss das Enzym ein direkt
zugangliches aktives Zentrum und die richtige Orientierung zur Elektrode aufweisen oder es

miissen neue Elektrodenmaterialien verfiigbar sein.!® 23!
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Q| . o o
N

S p S P
\. W Diffusion )
.
s/ (- :
o
Abb. 5 Schematische Darstellung der Biosensor-Generationen. 1) Oxidation oder Reduktion von

Substrat oder Produkt an der Elekirode; 2) mediatorvermittelter Elektronentransfer;

3) direkter Elektronentransfer

Diese Sensoren lassen sich zur direkten Quantifizierung des Enzymsubstrates oder zur
Detektion eines Analyten Uber ein enzymmarkiertes Konjugat (Immunosensor)
einsetzen.?**33 Ein Beispiel fir einen elektrochemischen Immunosensor ist der
elektrochemische Nachweis von glykiertem Hamoglobin (HbA1c). Das Bindungsprotein
Haptoglobin (Hp) wird auf einer Dialysemembran vor einer Platinelektrode immobilisiert. Die
Bindung des HbA1c im Konzentrationsbereich von 0 bis 25 % an das Hp kann mit einem
Glucoseoxidase-markierten Antikérper Uber die Produktion von Wasserstoffperoxid und

dessen amperometrischer Umsetzung bei + 600 mV (Ag|AgCl) quantifiziert werden.*¥

1.2.2 Redoxreaktionen

1.2.2.1 Elektronentransfer (ET)

Biohybride Redoxsysteme basieren auf Redoxreaktionen. Diese Reaktionen gehen mit
einem Elektronentransfer einher und kénnen an einen Protonentransfer gekoppelt sein: Bei
einer Oxidation werden Elektronen abgegeben und bei einer Reduktion aufgenommen. Da
bei einer chemischen Reaktion keine freien Elektronen vorkommen konnen, treten diese
Reaktionen immer gemeinsam auf. Dabei werden die Elektronen vom Donor zum Akzeptor
Ubertragen. Die Tendenz Elektronen abzugeben und aufzunehmen, ist unterschiedlich stark
ausgepragt. Je starker diese Tendenz ist, umso zunehmender ist die reduzierende Wirkung
dieses Stoffes, und umgekehrt. Das Oxidations- bzw. Reduktionsvermdgen eines
Redoxsystems wird durch sein Redoxpotential £ ausgedrickt. Dieses lasst sich durch die
Nernstsche Gleichung (1) beschreiben, wobei E’ das Standardpotential, R die Gaskonstante,
T die Temperatur, z die Zahl der Ubertragenen Elektronen und F die Faraday-Konstante

bedeuten.
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E=E 1 8L gy Co (1)
ZF cred

E’ ist eine fiir jedes Redoxsystem spezifische KenngréRe und wird gegen eine BezugsgroRe,
die Standardwasserstoffelektrode, bestimmt. Der zweite Term dagegen ist konzentrations-
und temperaturabhangig.

Die Standardpotentiale sind ein Mal} fur das Redoxverhalten von Redoxsystemen. Die
Substanzen werden nach der GrofRe ihrer Standardpotentiale geordnet und somit eine
Redoxreihe, die so genannte elektrochemische Spannungsreihe, erhalten. Ein
Elektronentransfer kann nur von einer reduzierten Form zu einer oxidierten Form héheren
Potentials, bei entsprechenden Konzentrationsverhaltnissen, stattfinden (,down hill*).

Eine wichtige Beschreibung fir ET-Reaktionen wurde von Marcus dargelegt (Marcus-
Theorie).* Sie bildet die Grundlage fiir die Kinetik von ET-Reaktionen. Nach ihr lassen sich

die Geschwindigkeitskonstanten k laut Gleichungen 2-4 berechnen.

-AG”
sz_e[ kBT] 2)

0\2
mit AG” :%[H Af; j (3)
und A=A, + 4 (4)

Dabei ist AG" die Gibbs-Aktivierungsenergie-Differenz, k; die Boltzmann-Konstante und 7' die
Temperatur. AG' ist die Gibbs-Standardenergie-Differenz und der Term A ist abhangig von
der ET-Reaktion, z.B. ob sie inter- oder intramolekular verlauft. AG" berechnet sich laut
Gleichung 3, der Reorganisationsterm A setzt sich aus einem ldsungsmittelabhangigen A,
und einem Schwingungsterm A, zusammen. Der Abstand der beiden Reaktanten

voneinander flief3t im Term A, (Gleichung 5) in die Gleichung ein.

P 1Y 11
Ay =(Aef]| — 4|
o =(4e) (2611 "2, RJ[D DJ ©)

op K
Hierbei steht im Zwei-lonen-Modell Ae fir die ausgetauschte Ladung, a; und a; fir die
lonenradien, R fur den Zentrumsabstand der beiden Reaktanten und D,, und Dy fur die
optische und statische Dielektrizitatskonstante.

Die elektrochemische Geschwindigkeitskonstante, fir den ET von einem redoxaktiven

Teilchen zur Elektrode, Iasst sich ebenfalls durch die Marcus-Theorie ausdriicken (Gleichung
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6-7).5% In dem Fall wird AG’ durch die GréRen en ersetzt, wobei e die (ibertragene Ladung
bezeichnet und 7 die Uberspannung. Der Term 1/2a; in Gleichung (5) entfallt, da es sich um
einen ET von einem lon zur Elektrode handelt und es somit nur ein lon als Reaktanten gibt.

R ist nun der zweifache Abstand des geladenen Teilchens von der Elektrodenoberflache.

ﬂ 2
AG® :Z(H%j (6)
11y 1 1
d A =Ae)f| ——— | — ——
und 2, = (Ae) (2(11 R](an Dsj )

Die ET-Reaktion lasst sich durch parabolische Gibbs-Energie-Kurven in einfacher und

anschaulicher Weise darstellen. Eine Veranderung der AG’ der Produkte (P) zu positiveren

Werten flhrt zur Erhéhung der AG” und zu kleineren Geschwindigkeitskonstanten (Abb. 6).

Gibbs-Energie

Reaktionskoordinate

Abb. 6 Auftragung der Gibbs-Energie gegen die Reaktionskoordinate fir Reaktanten (R) und
Produkte (P) einer Elektronentransfer-Reaktion fir unterschiedliche Gibbs-

Standardenergien AG® (I, Il und I1l), AG" Aktivierungsenergie (modifiziert nach &%)

Diese ET-Theorie lasst sich, wie schon angedeutet, sowohl auf native, biomimetische als

auch auf elektrochemische Prozesse anwenden.
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1.2.2.2 Oxidoreduktasen
Die Oxidoreduktasen bilden die erste Klasse der Enzyme. Die Enzyme werden nach der
IUBMB (Internationalen Vereinigung der Biochemie und Molekularbiologie) folgendermalfien
klassifiziert:

1. Oxidoreduktasen,
Transferasen,
Hydrolasen,

Isomerasen und

o &~ 0N

Ligasen.

Zur Klasse der Oxidoreduktasen zahlen Dehydrogenasen, Oxidasen, Reduktasen,
Oxygenasen und Peroxidasen. Die Oxidoreduktasen katalysieren die Ubertragung von
Redoxaquivalenten zwischen zwei Redoxsystemen.

An den Elektronenubertragungen nehmen u.a. Sauerstoff, Eisen-Schwefel-Proteine,
Flavoproteine oder Hamgruppen teil (Abb. 7). Im Folgenden werden die zwei, fur diese Arbeit

wichtigen Oxidoreduktasen genauer betrachtet.

R1

Hi

N

(0]
Cys =/
N v AN N
fLNH : M S\F /S\F/
—S----Cu--- e e

S, TSRS RN
N N O 1
Il? R5

N NH
. N A
N HIS/\<\_ZH //K/ ) 1§
Isoalloxazinring His
der Flavoproteine Kupfer-Komplex 2Fe-2S-Cluster Hamgruppe

Abb. 7 Strukturbeispiele Elektronenlibertragender Gruppen in nativen Systemen

Pyrrolochinolinchinon-abhédngige Glucosedehydrogenase (PQQ-GDH)

Die PQQ-GDH (1.1.5.2 friher: 1.1.99.17) ist eine sauerstoffunabhangige
Glucosedehydrogenase. Das Coenzym Pyrrolochinolinchinon (PQQ) ist ein ortho-Chinon
und koordinativ in die aktiven Zentren Uber je ein Calciumion eingebaut. Die
Elektronendonatoren und —akzeptoren missen zum aktiven Zentrum diffundieren. Der
Elektronentransfer des Enzyms ist an den Transfer von Protonen gekoppelt (Abb. 8). Die
PQQ-GDH setzt verschiedene Mono- und Disaccharide um und ist nicht spezifisch fur -
Glucose. lhre naturlichen Elektronenakzeptoren sind Cytochrom b562 oder Ubichinon 9. Sie
wird als Apo-GDH hergestellt, die Rekonstituierung mit PQQ erfolgt im Anschluss in vivo

oder in vitro in Anwesenheit von Calciumionen.®® 3"
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HOOC HOOC
H
HOOC._ N VR Hooc. N /A
\ / COOH ser +2H \ COOH
i +2e +2H*
. _
Glucose N =——= Gluconolacton + N
-2e" 2H*
o} (¢} HO OH
Pyrrolochinolinchinon (PQQ) Pyrrolochinolinchinol (PQQH,)

Abb. 8 Redoxreaktion der PQQ-GDH

Abb. 9 Strukturmodell der PQQ-GDH (sGDH) (Acinetobacter calcoaceticus 1cq1.pdb);
dunkelblau: Untereinheit 1 und hellblau: Untereinheit 2; gelb: Calciumionen; rot: PQQ;

cyan: Glucose

Die PQQ-GDH wurde in verschiedenen Bakterienspezies (u.a. E. coli, Pseudomonas sp.,
Erwinia sp.) entdeckt. In den meisten Bakterien liegt die PQQ-GDH als membran-
gebundenes Enzym vor. Acinetobacter calcoaceticus verfugt Uber zwei funktionell und
strukturell verschiedene PQQ-GDH, die membrangebundene (mGDH) und die I8sliche
(sGDH).

Die sGDH ist ein Idsliches, dimeres Enzym aus dem Periplasma. Pro Untereinheit (UE)
werden drei Calciumionen fir ein funktionelles Enzym bendtigt, eins fir die Integration des
PQQ und zwei fur die Dimerisierung. Die zwei identischen UE von ca. 50.000 Dalton werden
somit Uber insgesamt vier Calciumionen verbunden (Abb. 9).

Die mGDH ist ein hydrophobes Protein und besteht aus einer UE von ca. 83.000 Dalton mit
einem PQQ-Molekiil als Coenzym. Ihre Substrate sind verschiedene Monosaccharide.*®
PQQ-abhangige Enzyme wie die Glucose- oder Alkoholdehydrogenase finden Anwendung in

der Biosensorik, in dieser Arbeit wird die sGDH eingesetzt.*® *°!

Nicotinsdureamid-adenin-dinucleotid-abhédngige Glucosedehydrogenase (NAD-GDH)
NAD-abhangige Dehydrogenasen bilden eine groRe Gruppe der Redoxenzyme. Die Anzahl

der Substrate ist vielfaltig. Nicotinsdureamid-adenin-dinucleotid (NAD) ist ein Coenzym fur
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mehr als 400 verschiedene Oxidoreduktasen, 250 verwenden NAD® und 150 die

phosphorylierte Form NADP*.*"!

Das entspricht einer Menge von ca. 17 % aller klassifizierten
Enzyme. Ist die elektrochemische Kontaktierung eines NAD-abhangigen Enzyms erfolgreich,
kann das System mdglicherweise auf die anderen NAD-Enzyme Ubertragen werden. Damit
stliinde ein breites Analytenspektrum zur Verfligung. In dieser Arbeit wird die NAD-GDH als
Beispiel fur die NAD-Enzyme verwendet. Im Unterschied zu den PQQ-abhangigen Enzymen
ist das verwendete NAD ein frei bewegliches Coenzym. Es diffundiert zwischen
Elektronenakzeptor bzw. —donor und Enzym hin und her und wird reversibel zu NADH

umgesetzt. Es findet formal ein Hydridtransfer (H" + 2 ) statt (Abb. 10).

N N X
o ay o ap)
N N N N~ ¥
Glucose + r \H/ \H/ u Gluconolacton + r \H/ \H/ \kj +H
(o)

OH OH

NAD* NADH

Abb. 10 Redoxreaktion der Nicotinsdureamid-adenin-dinucleotid-Glucosedehydrogenase

Die NAD-GDH (1.1.1.47) aus Bacillus megaterium ist ein Enzym des Pentose-
Phosphatweges und gehdrt der Familie der Kurzketten-Dehydrogenasen an. Sie besteht aus
4 identischen UE von ca. 30.000 Dalton (Abb. 11). Das Enzym setzt spezifisch p-Glucose

und p-2-Deoxy-Glucose um, wobei B-Glucose favorisiert wird.*% 4!

Abb. 11 Strukturmodell der NAD-GDH (Bacillus sp. 1gco.pdb) gelb: UE F, griin: UE E, blau: UE A,
cyan: UE B, weil}: Wasser, rot: NADH (nach [43])

Aufgrund des niedrigen Redoxpotentials von NAD*/NADH (- 320 mV vs. NHE) liegt das
Reaktionsgleichgewicht auf der Seite des reduzierten Coenzyms. Fir eine effiziente
Oxidation ist es zweckmaRig, das entstehende NADH zu entfernen um das Gleichgewicht in

Richtung Glucoseoxidation zu verschieben. Die direkte elektrochemische Oxidation des
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Coenzyms NADH erfolgt bei relativ hohen Uberspannungen von bis zu 1V (NHE).

Oxidierte Zwischenprodukte konnen an der Elektrode adsorbieren und damit zum
Elektroden-,Fouling® fihren. Daher ist ein zlgiger Abtransport notwendig oder der Einsatz

[44] In

geeigneter Redoxmediatoren, wodurch der Elektrodenkontakt vermieden wird.
Biosensoren oder enzymatischen Tests gelingt dies durch eine nachgestellte Enzymreaktion,
z.B. Diaphorase, oder eine schnelle elektrokatalytische Oxidation, die durch einen Mediator
vermittelt wird."**

Die in dieser Arbeit verwendete NAD-GDH stammt aus Pseudomonas sp. und gleicht laut

Angaben des Lieferanten weitestgehend dem Enzym aus Bacillus sp.

1.2.3 Redoxpolymere

1.2.3.1 Hydrophile Polymere / Hydrogele

Hydrogele sind dreidimensionale, strukturierte Netzwerke aus hydrophilen Polymeren. Sie
haben eine hohe Affinitdt zu Wasser ohne sich darin zu I6sen. |hr Wassergehalt kann mehr
als 50% ihrer Gesamtmasse betragen.**“® Abhangig von Zusammensetzung,
Vernetzungsgrad und Hydrophobizitdt weisen sie unterschiedliche Eigenschaften auf. Die
Polymerketten dieser ,smarten® (engl. clever, schlau, intelligent) Materialien kénnen durch
duBere Reize (z.B. Anderung von pH, Temperatur oder Salzkonzentration) einer
Konformationsanderung unterliegen.

Aufgrund ihrer guten Quell- und Schrumpfeigenschaften finden diese ,intelligenten®
Materialien Einsatz im ,drug delivery“ (Medikamentenfreisetzung) als auch im ,Tissue
Engineering“ (klnstliche Gewebeherstellung). Hydrogele konnen natirlicher oder
synthetischer Herkunft sein. Biologische Hydrogele werden z.B. von Gelatine, Kollagen,
Fibrin, Dextran, Alginat oder Chitosan gebildet. Sie weisen eine geringe Toxizitat und eine
hohe Biokompatibilitdt auf. Nachteilig sind die mechanische Instabilitat und der naturliche
Abbau.®" Synthetische Hydrogele sind z.B. Poly(ethylenglykol) (PEG), Poly(acrylséure),
Poly(vinylalkohol) oder Poly(N-isopropylacrylamid) (PNIPAM). Sie kénnen in gewlnschter
Lange, Zusammensetzung, mechanischer Festigkeit, biologischer oder chemischer
Eigenschaft und Widerstand gegen Biodegeneration synthetisiert werden.*>*" Auch
Poly(vinylpyridin) und Poly(vinylimidazol) werden als Hydrogele bezeichnet. Sie bilden
aufgrund ihrer quarternisierten Stickstoffatome in den Seitenketten Polykationen. Sie sind in
der Lage Metallionen wie Os und Ru zu komplexieren und damit im Hydrogel zu
immobilisieren.l'" 8! Die Polymerseitenketten sind allerdings aufgrund der Ringsysteme
relativ starr. Es soll im Weiteren auf PNIPAM und PEG eingegangen werden, da sie in dieser

Arbeit Anwendung fanden.
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Poly(N-Isopropylacrylamid) (PNIPAM)

PNIPAM ist ein gut charakterisiertes, u.a. Temperatur-schaltbares Polymer (Abb. 12 A). Flr
thermoresponsive Polymere kann eine untere kritische Entmischungstemperatur (lower
critical solution temperature, LCST) bestimmt werden. Bei dieser Temperatur findet ein
Volumen-Phaseniibergang statt. Fir PNIPAM liegt die LCST bei ~ 32 °C. Bei Temperaturen
unterhalb der LCST findet eine Interaktion der Amidgruppen mit Wassermolekilen statt; das
Polymer ist gequollen. Bei Temperaturen oberhalb der LCST werden die Wasserstoffbriicken
aufgebrochen, das Wasser aus dem Polymer gedrangt und die hydrophoben Domanen
aggregieren; folglich schrumpft das Polymer (Abb. 12 B). Die LCST des Polymers kann
durch Einfiihren hydrophiler (z.B. Acrylamid)“? oder hydrophober (z.B. Styren)®
Monomere oder durch Zugabe unterschiedlicher Salze (Hofmeister Serie)®" %3 oder
Tenside ®@ zu gewiinschten LCST verschoben werden.*? Damit lassen sich

»-mafgeschneiderte* Temperatur-abhangige Polymere erschaffen.

v BERS BN
/kf\ n HN” o N
n 0\
H\ \,H/ lgl N\ /o\ )\ n
N n

HN -
PY ’ W OHeN 6 N o H
~ H
)\H\ )\ \H
/0 ~o HN O
/ )\
H H
Poly(N-Isopropylacrylamid) T<LCST T>LCST

Abb. 12 Schema des Poly(N-Isopropylacrylamides) (A) und sein Verhalten unter- und oberhalb
der LCST (B), blau: H,0, rot: hydrophobe Bereiche (modifiziert nach ©?)

Anwendungsgebiete fur PNIPAM-Polymere und Copolymere sind vielfaltig. Es wird in der
Herstellung kontrollierbar permeabler Filme ®*% und thermischer Schalter,®*" der ,drug
delivery*,*#54 Enzym-Mimiks " oder als Immobilisierungsmatrices fiir die Biosensorik 87"
verwendet. In der Zellkultur findet PNIPAM Anwendung zur schonenden Abldsung
adharenter Zellen.[>?”  PNIPAM-co-PEG-modifizierte Goldchips bilden biokompatible,
schaltbare Oberflachen. Die Zellen wachsen auf dem bei 37°C geschrumpften Polymer, bei
Raumtemperatur werden die Zellen schonend durch das Quellen des Polymers von der
Oberflache abgeldst. Ein PNIPAM-Mikroventil dient der Offnung und SchlieRung von
Durchflusskanalen fiir die Anwendung in der Mikrofluidik.”® """ Tatsuma et al. setzten
PNIPAM als Immobilisierungsmatrix fir GOD ein. Zusatzlich dient das integrierte

Ferrocenredoxzentrum dem mediatorvermittelten ET.'” PNIPAM ist ein hydrophiles Polymer
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mit einer Temperatur-schaltbaren Anderung des Quellverhaltens, die in dieser Arbeit fiir den

Aufbau schaltbarer Redoxpolymere eingesetzt werden soll.

Poly(ethylenglykol) (PEG)

PEG sind lineare, langkettige Glykolether (Abb. 13 links). Ihre chemische Reaktivitat wird
durch die endstandige Hydroxylgruppe bestimmt, die verestert, verethert oder mit
Isocyanaten zu Urethanen umgesetzt werden kdnnen. Je nach Molekulargewicht handelt es
sich um flissige (200 —-400 Da), pastose (600-3500Da) oder feste (> 3000 Da)
Substanzen. Harte und Schmelzbereich steigen mit zunehmendem Molekulargewicht.
Polymere mit einem Molekulargewicht bis 35.000 Da werden als PEG, dartber hinaus
werden sie als Poly(ethylenoxid) (PEQ) bezeichnet. Die endstandige Hydroxylgruppe verliert
hier ihren Einfluss. Flissige PEG sind in jedem Verhaltnis mit Wasser mischbar. Sie [6sen
sich weiterhin gut in vielen organischen Losungsmitteln.

PEG ist nicht-toxisch, nicht-immunogen und biokompatibel. Es findet weit verbreitete
Anwendung in Nahrungsmitteln, pharmazeutischen Produkten (z.B. Wirkstofftrager in
Salben, Tropfen) und Kosmetika (u.a. Cremes, Lippenstift). Wegen seiner
Wasserbindungskapazitat wird es auch zur Trocknung von Holz und zur Praparation
biologischer und medizinischer Praparate verwendet. PEG-modifizierte Oberflachen wirken
Protein- und Zellabweisend, aufgrund der sterischen Absto3ung zwischen hydratisiertem,
neutralen PEG und Proteinen.*> 78

Neben dem linearen PEG gibt es nicht-lineare PEG-Methacrylate (PEGMA) (Abb. 13 rechts),
Methacrylate mit PEG-Seitenketten. Diese kénnen zur einfachen freien, radikalischen
Polymerisation verwendet werden. Bei langen PEG-Seitenketten weisen die Polymere PEG-
ahnliche Eigenschaften auf, werden kurzkettige PEGMA verwendet, gewinnt die hydrophobe

Methacrylatgruppe an Einfluss.

Pt

Poly(ethylenglykol) (PEG)  Poly(ethylenglykolmethacrylat) (PEGMA)

n =200 - > 35.000 Da

Abb. 13 Schema von Poly(ethylenglykol) und Poly(ethylenglykolmethacrylat)
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Diese PEGMA-Polymere weisen eine LCST abhangig von der Anzahl der PEG-Einheiten
auf."®® Durch die Wahl der Monomere und der entsprechenden Anteile lasst sich die LCST
auf ein Grad genau einstellen. Die Kontrolle der genauen Polymerzusammensetzung wird

durch die Atomtransferradikalpolymerisation (ATRP) erreicht.™

Aufgrund dieser
Eigenschaften kénnten die PEGMA-Polymere das PNIPAM als thermoresponsives Polymer
ablésen. Immobilisierte Copolymere aus Oligo(ethylenglykolmethacrylat) und 2-(2-
Methoxyethoxy)ethylmethacrylat finden Einsatz in der Zellkultur zur schonenden Abldsung
adharenter Zellen von Oberflaichen.”® Die Zellenabweisende Eigenschaft von PEG
unterstiitzt diese Anwendung. Ahnlich wie schon bei den PNIPAM-modifizierten Goldchips,
wachsen die adharenten Zellen bei 37°C auf dem immobilisierten Polymerrasen an und
I6sen sich bei Uberfilhrung in Raumtemperatur von der Oberflache schonend ab.

Es ist weiterhin bekannt, dass PEG-Ketten durch Komplexierung von Alkali- und Erdalkali-
ionen Kronenether-ahnliche Strukturen ausbilden kénnen.*®! Poly(ethylenglykol)ketten
weisen ahnlich zu Kronenethern wiederholende [-O-CH,-CH»-]-Einheiten auf (Abb. 14). Die
Ausbildung dieser supramolekularen Strukturen aus PEG-Ketten und Alkali-/Erdalkaliionen
wurde mittels Ultrafiltration, "*C-NMR, Leitfahigkeitsmessungen und lonenselektiven

Elektroden bestétigt.®*%% Damit ist eine Strukturkontrolle (iber lonenkonzentrationen méglich.

o

io\ .
o7 L T
&oQ

Abb. 14 Vergleich der Strukturen von 18-Krone-6 (links) und Poly(ethylenglykolmethacrylat)

V]

1
|
|
|
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}

(rechts). Die Polyethereinheiten sind rot markiert.

Diese supramolekularen Komplexe werden auch Wirt-Gast-Komplexe genannt. Die
Durchmesser der Gast-Molekile (lonen) entscheiden (ber die Passfahigkeit in den
Wirthohlrdumen (PEG) und deren Stabilitat.>*”) Dabei sind die PEG-Ketten flexibler als die
Kronenether. PEO-Ketten binden die Alkaliionen mit Bindungskonstanten entsprechend
folgender Sequenz: Li* << Na* < Rb" = K" ~ Cs". Diese Reihenfolge gilt ebenso fir die
Komplexierung der lonen durch Kronenether in Wasser und entspricht der Reihenfolge der

zunehmenden lonenradien.® Einige lonenradien sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.
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Tabelle 1 lonenradien ausgewahlter Alkali- und Erdalkaliionen®®

lon lonenradius

i r/ pm
Li 76
Na* 102
K 138
Rb* 152
Cs" 167
Mg”* 72
ca® 100

Ein Calciumeffekt auf die Struktur wurde bereits bei Micellen aus einem Blockcopolymer aus
PEG, Poly(acrylsaure) und Poly(n-Butylacrylat) (PEG-b-PAA-b-PnBA) beobachtet. Sie
schrumpfen bei der Zugabe von Ca®*. Die nach auRen gerichtete Corona aus

Carboxylgruppen des PAA und die PEG-Sauerstoffatome binden die Ca?*-lonen.!

1.2.3.2 Mediatoren
Haufig verwendete Mediatoren fur Elektronenubertragungen in der Biosensorik sind

,99921 1 1"-Dimethylferrocen,’*® Butylferrocen %),

Ferrocenderivate (z.B. Ferrocenpheno
Phenoxazine (z.B. Meldola’s Blau ®* ) Phenothiazine (z.B. Toluidin Blau O %) bzw.
Phenazine (z.B. Phenazinmethosulfat 171 oder Metallkomplexe (z.B.
Osmiumbipyridylkomplexe [Os(bpy).Cl,] ®¢%) (Abb. 15). Heller et al. verwenden
Poly(vinylimidazol) bzw. Poly(vinylpyridin) komplexiert mit [Os(bpy).Cl.]. Die Detektion erfolgt
bei Redoxpotentialen von + 200 und + 400 (vs. SCE) bzw. + 450 mV (vs. Ag|AgCl) abhéangig
vom Messaufbau, Polymer und Analyten.!'"" 1% Schuhmann et al. setzen ein [Os(bpy).Cl]-
modifiziertes Pyrrolderivat zur Coelektropolymerisation mit unmodifiziertem Pyrrol ein bzw.
wird der Os-Komplex in verschiedenen Polymethacrylaten verwendet. Die Redoxpotentiale

der Os-Komplex-modifizierten Polymere liegen bei + 150 bzw. + 400 mV (Ag|AgCl).['%% 104!
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Abb. 15 Ausgewahlte Strukturformeln haufig verwendeter organischer und Organometall-

Mediatoren

Bei den Redoxreaktionen von NAD-GDH wird formal ein Hydridion und bei PQQ-GDH
werden zwei Elektronen gekoppelt mit dem Transfer von zwei Protonen auf das Coenzym
Ubertragen. Fur einen effizienten ET vom Enzym zum Mediator sind daher, analog zur Natur,
Zwei-Elektronen-2-Protonen-Ubertragungen (2e-2H), sehr gut geeignet. Mdgliche 2e-2H-
Uibertragende Mediatoren sind z.B. ortho-Chinone. Ein Ein-Elektron-Ubertrager (1e), wie z.B.
Ferrocen (Fc), kann ebenfalls verwendet werden. Hier muss der heterogene ET zwischen
Elektrode und Mediator sehr schnell ablaufen, um zwei Elektronen schnell nacheinander
vom Mediator auf das Enzym Ubertragen zu kénnen. Fur die Elektrokatalysen von NAD-GDH
und PQQ-GDH wurden u.a. Mediatoren wie Fc,®* %! Phenothiazine/Phenazine,!'%® "l und
Metallkomplexe!'® % peschrieben.

Nach der Verwendung von léslichen Mediatoren "%

und der Immobilisierung in
Kohlenstoffpaste-Elektroden ¢ %! oder kovalent auf Goldelektroden ' "% wurden neue
Moglichkeiten der Immobilisierung gesucht, um ,reagenzlose” (alle bendtigten Reagenzien
sind immobilisiert) und stabile Sensoren zu entwickeln. Die Mediatoren werden durch Co-
oder Elektropolymerisation in Polymere integriert.® """ Eine Vielzahl von
Redoxpolymeren wurde bereits synthetisiert und fiir die verschiedensten Anwendungen

charakterisiert. Mittels Elektropolymerisation wird Toluidin Blau O auf einer Glaskohlenstoff-
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Elektrode abgeschieden und zur Elektrooxidation von NADH eingesetzt.'' Meldola Blau
wird in ein Siloxanpolymer integriert, um ein ,Ausbluten“ des Mediators zu verhindern.*

Ubergangsmetallkomplexe zeigen geringe, pH-unabhéngige Redoxpotentiale. Heller fiihrte
die Verwendung von flexiblen, hydrophilen Polymeren mit Osmium-Redoxeinheiten ein.
Diese flexiblen Ketten kdnnen in das aktive Zentrum des Enzyms gelangen und damit die

Enzyme mit der Elektrode verbinden (,wiring).!""!

Die Anforderungen an die Mediatoren lauten: a) ein adaquates Redoxpotential als Triebkraft
fir eine vollstandige Umsetzung, b) Stabilitat Gber langere Zeit in beiden Redoxformen, c)
schnelle und selektive Reaktion mit dem Cofaktor und d) eine reversible Reaktion an der
Elektrode.

Ferrocen (Fc)

Ferrocen ist der bekannteste Cyclopentadienyl-Komplex (CP) durch seine 18
Valenzelektronen bildet Fc einen stabilen Komplex (Abb. 16). Das Cyclopentadien-Anion ist
ein Huckel-Aromat mit einem n-Elektronensextett. Die n-Elektronen kénnen mit den leeren d-
Orbitalen von Ubergangsmetallen (iberlappen.®®® Die CP-Ringe liegen im Ferrocen ,auf
Deckung®, d.h. in gleicher Orientierung, das Eisen hat hier die formale Oxidationszahl +2. Fc
ist ein 1e-Ubertrager. Die Fahigkeit von Fc als 1e-Ubertrager Elektronen zwischen einem 2e-
2H-Ubertragenden Enzym und einer Elektrode zu Uberfihren, wird in vielen Biosensoren
beschrieben.®" " "3 Der Fc-Komplex wird durch die Reaktion mit dem Enzym reduziert und
anschlieftend durch die Elektrode wieder oxidiert (Abb. 16). Zur Variation von Loslichkeit,

Reaktivitat, Ladung und Redoxpotential des Molekilils kommen verschiedenste Derivate zum

Einsatz.
+
' e
O © 2 - |2
Cyclopentadien  Cyclopentadienylanion reduziert oxidiert

Abb. 16 Strukturformeln von Cyclopentadien und Cyclopentadienylanion und Redoxverhalten von

Ferrocen(-derivaten)

Ferrocenderivate werden als frei diffundierende Mediatoren,'"® als selbstassemblierte
Monoschichten ~ (SAM) an  Goldoberflachen,?” """ als  Ferrocen-substituierte,

elektropolymerisierbare Thiophene,!'® an Carbonnanotubes ['*"! oder in Redoxpolymeren
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immobilisiert'?'?°l eingesetzt. Die Redoxpotentiale liegen dabei zwischen + 100 und
+ 400 mV (vs. Ag|AgCl).

Eine Verschiebung des Redoxpotentials zu positiveren Werten zeigt sich bei steigenden Fc-
Anteilen  coimmobilisierter  Ferrocenylalkanthiol- und Alkanthiol-Monoschichten an
Goldelektroden. Die Fc-Einheiten bilden Cluster mit benachbarten Einheiten bei hohen Fc-
Anteilen, wahrend sie bei geringeren Anteilen isoliert vorliegen.”” """ "8 zur Bildung von
Redoxpolymeren fiir den Einsatz in Glucose-Sensoren werden verschiedene Fc-Derivate mit
verschiedenen Monomeren copolymerisiert!'%?%°],

Der bewahrte Mediator Ferrocen sollte in dieser Arbeit in die Redoxpolymere integriert
werden. Er bietet eine verlassliche Moéglichkeit den Einfluss der anderen Faktoren, wie der

Oberflachenimmobilisierung und Polymergeriist, zu charakterisieren.

1,10-Phenanthrolin-5,6-dion (PD)

Das 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion (PD) ist ein Pyridinsubstituiertes ortho-Chinon-Derivat (Abb.
17). Chinone leiten sich von Benzol oder mehrkernigen aromatischen Kohlenwasserstoffen
ab. Es sind gelb-, orange- oder rotgefarbte Dioxoverbindungen. Die Ketogruppen in
Chinonen sind im Allgemeinen ortho- oder para-standig. Meta-Chinone sind instabil und

kdnnen nicht als Reinsubstanzen isoliert werden.

(o) (0
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Abb. 17 Strukturformel des 1,10-Phenanthrolin-5,6-dions mit dem o-Chinon-Anteil (rot)

Mit mindestens zwei konjugierten C=C-Doppelbindungen bilden die Chinone ein
chromophores System aus. In der Natur spielen sie eine wichtige Rolle als Elektronen- und
Protonenubertrager, z.B. in der Atmungskette oder Photosynthese oder als Coenzyme wie
das PQQ. Ebenso wie andere Chinone agiert 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion (unter aziden
Bedingungen) als 2e-2H-Ubertrdger (Abb. 18). Unter neutralen oder alkalischen
Bedingungen wirkt das PD als 1e-1H-Ubertrager und wird nur bis zum Semichinon

reduziert.['?8 127]
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Abb. 18  Reversible Reduktion von 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion (modifiziert nach ™)

Verschiedene Chinone, wie p-Benzochinon oder Naphthochinon, werden bereits in der
Elektrochemie verwendet.'™"% Ein Nachteil dieser Substanzen sind ihre reaktiven
Doppelbindungen. Die aromatischen Systeme konnen Additionsreaktionen, wie die Diels-
Alder-Reaktion, eingehen. Das PD bietet den Vorteil weniger reaktiv zu sein, da der mittlere,
chinoide Ring kein freies, reaktives Elektronenpaar aufweist. Vorteil der zwei Pyridinringe ist
die Méglichkeit zur gezielten Modifizierung.!'?”

Die Stickstoffatome des PD konnen alkyliert werden oder der Metallkoordination dienen. N-
methyliertes PD wird bereits fiir die Elektrooxidation von NADH verwendet.”® '?"1 Als
Zentralatome fur die einkernigen Koordinationsverbindungen kénnen u.a. Eisen, Nickel,

n.[31134 Dabei entstehen oktaedrische

Cobalt, Ruthenium oder Osmium verwendet werde
Komplexe mit sechs Liganden, Ruthenium bildet stabilere Komplexe aus als Osmium. Homo-
und Heterokomplexe von PD-Derivaten und N,N,N-Tris(pyridylmethyl)amin werden in Losung
oder im Polymer verankert eingesetzt. Die Redoxpotentiale liegen bei + 50 und + 150 mV
(Ag|AgCl).1?8127: 131 Epenso sind Mischmetallkomplexe aus PD und bpy mit Osmium oder
Ruthenium bekannt.!'** 3 Ahnlich zu den Phenanthrolindion-Komplexen werden bpy-Metall-
Komplexe als Mediatoren eingesetzt.**"* |Im Gegensatz zu den PD-Metall-Komplexen
agiert dabei das Zentralatom als Mediator und nicht der Ligand. Diese Mediatorkomplexe

fungieren im Gegensatz zu PD als 1e-Ubertrager.

4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-fluorenon (CTF)
4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-fluorenon (CTF) (Abb. 19) und seine verschiedenen Derivate sind

bekannte Redoxmediatoren fiir die elektrochemische Oxidation von NADH.!'40-148]

Abb. 19 Strukturformel des 4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-fluorenon (CTF)
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Die Nitrogruppen missen irreversibel zu Hydroxylamingruppen reduziert werden und bilden
dann den elektronenibertragenden Teil im Molekil. Sie kdnnen reversibel in einem 2e-2H-
Transfer oxidiert werden (Abb. 20).[26. 144.146.147. 1491 | a3t Mano und Kuhn wird durch das CTF
sogar ein Hydridtransfer dem 2e-2H-Transfer vorgezogen, vorteilhaft fir NAD-Enzyme.
Durch die Entstehung einer partiellen positiven Ladung am Stickstoffatom der Nitrosogruppe

kann diese sich mesomer stabilisieren.?®

0 ' T 2e-2H
/N|\ +4e +4H _ L /N:O
RT o R~ ~OH voe+2q R
Nitrogruppen Hydroxylamingruppen Nitrosogruppen

Abb. 20 Reaktionsschema fiir die Aktivierung und reversible Oxidation/Reduktion der

Nitrogruppen des CTF modifiziert nach ['*°

Die Anzahl der Nitrogruppen am Ringsystem beeinflusst das Redoxpotential des Mediators.
Mit steigender Nitrogruppenanzahl verschiebt sich das Redoxpotential zu positiveren
Werten.”® Das CTF bildet einen Komplex mit dem NADH iber eine Ca*-Briicke des
Pyrophosphates mit der Carboxylgruppe (Abb. 21).1'40-148.1%0. 151 har Calciumeffekt wird durch
die Aktivierung von zwei Nitrogruppen zu Hydroxylamingruppen, durch eine stabilisierende

Wirkung noch verstarkt.!4% 1461
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Abb. 21 Schema der Komplexierung von CTF (blau) und NADH (schwarz) (iber eine Ca*'-

Koordination (rot), modifiziert nach 4%

Ein Uberblick Uber bisherige Arbeiten mit 2,4,7-Trinitro-9-fluorenon und seinen Derivaten ist
in Tabelle 2 dargestellt. FUr den immobilisierten Mediator auf Glaskohlenstoff-Elektroden

werden Elektrooxidationspotentiale fir NADH von ca. — 50 mV (Ag|AgCl) erzielt. An Gold-
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und Zirconiumphosphat-Kohlenstoffpaste-Elektroden werden positivere Werte erzielt (+ 25
bis + 350 mV). Redoxpolymere mit CTF-Derivaten als Redoxzentren wurden bisher noch

nicht beschrieben und sollen in dieser Arbeit hergestellt werden.
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Tabelle 2 Literaturtiberblick fur Nitrofluorenone und Derivate

Substanz Elektrooxidation bei E / mV vs. Ag/AgClI Literatur

2,4,5,7-Tetranitro-9-fluorenon

NO, N, 261
L] >
ON . NO,
o

2,4,7-Trinitro-9-fluorenon -50 1261
- +250(ZP) [149]
Sed 50
O,N NO,
o +330 (ZP) (143

(2,4,7-Trinitro-9-fluorenyl)malononitril

NO,
152
e +25
O,N ‘ NO,
1
N N

4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-fluorenon -45 [146]
30 [147]

COOH MO,
-20 [141]
S L .

o]
+350(ZP) (1431
-50 [145]
(4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9- ~0 [148]
fluorenyliden)malononitril 50 [150]
COOH NO, +50 [142]
[145]
AL,

| ~0 [151]
([ 1ot »

4-(N-allylamido)-2,5,7-Trinitro-9-fluorenon

+10 [152]

GCE = Glaskohlenstoff-Elektrode, CPE = Kohlenstoffpaste-Elektrode, ZP = Zirconiumphosphat,
Pt = Platin, PLL = Poly-L-Lysin, QCM = Quarzkristallwaage
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Die Auswahl an Redoxmediatoren ist weitaus groRer als hier beschrieben. Ein
Potentialbereich von — 300 bis + 400 mV (Ag|AgCl) wird durch die beschriebenen Mediatoren
abgedeckt. Sie erflllen teilweise die unter 1.2.3.2 genannten Anforderungen. Dennoch wird
weiterhin nach mafRgeschneiderten Redoxpolymeren fur ausgewahlte Enzyme fir ein
optimales Sensordesign gesucht.

Warum sollen Uberhaupt hydrophile Redoxpolymere eingesetzt werden? Durch die
Verwendung von Polymeren mit fixierten Redoxzentren kénnen stabile Sensoren erhalten
werden, wodurch ein ,Ausbluten® und eine Elektrodenvergiftung durch Protein-Metall-
Wechselwirkungen verhindert werden.® Der ET zwischen Enzym und Mediator wird durch
die Interaktion des Cofaktors mit dem hydrophilen Polymer, analog zur natirlichen
Umgebung, vereinfacht.®”! Die Hydratisierung verringert die lokale Viskositat und reduziert
elektrostatische Wechselwirkungen, dadurch wird sowohl die Elektronendiffusion als auch
die Permeabilitat der wasserldslichen Molekiile erhoht.'>® Ein Redoxpolymer bietet aufgrund
seiner Struktur eine grofe Flache. Durch die Ausnutzung der dritten Dimension wird eine
gréBere Anzahl an mdglichen Interaktionen fur die in Lésung befindlichen Enzyme verglichen
mit einer zweidimensionalen Mediatormonoschicht, erhalten (Abb. 22). In ein hydrophiles,
dreidimensionales Polymer kann das Enzym eintauchen. Somit stehen sowohl oberflachliche

als auch tiefliegende Redoxzentren fir den ET zur Verfugung.

R 6
A A
. -
Monoschicht Polymer-modifizierte
Elektrode

Abb. 22 Mediatormonoschicht- und polymermodifizierte Elektrodenoberflachen in Wechselwirkung

mit redoxaktiven Enzymen, blau: Enzym, griin: Polymer, rot: Mediator

Die ET-Wege vom Enzym zum Mediator und schlie8lich zur Elektrode werden durch eine
Immobilisierung kurz gehalten. Gangige Immobilisierungsmethoden werden im Folgenden

erlautert.
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1.24 Chemisch-modifizierte Elektroden

Redoxaktive Substanzen, Biomolekile oder Kombinationen werden kovalent oder nicht-
kovalent auf Elektrodenoberflichen immobilisiert. Chemisch modifizierte Elektroden
entstehen durch Aufbringen einer redoxaktiven Substanz auf die Oberflache. Eine
Anbindung der immobilisierten Molekule ist eine wichtige Voraussetzung fur die
Gewahrleistung der Wiederverwendbarkeit, Stabilitdt und Reproduzierbarkeit der Sensoren.
Haufig verwendete Elektrodenmaterialien sind Gold (Au), Platin (Pt), Glaskohlenstoff (GC),
Indiumzinnoxid (ITO) oder Kohlenstoffpasten (CP).

1.24.1 Kovalente Modifizierung

Self-assembled Monolayers (SAM): Gold- und Silberoberflachen lassen sich durch
selbstorganisierende Prozesse kovalent mit Thiolen modifizieren. n-Alkanthiole und -disulfide
adsorbieren spontan an Gold- und Silberoberflachen unter Ausbildung selbstassemblierter
chemisorbierter Monoschichten (SAM). Thioalkylketten (= C11) ordnen sich parallel
zueinander bzw. auf Gold parallel und um 30° Richtung Oberflache geneigt, an,"** "% y.a.
werden thiolmodifizierte Mediatoren auf diese Weise immobilisiert.'”! Histidin bildet an
Metalloberflaichen ebenfalls chemisorbierte Monoschichten aus (Abb. 23).['® Besitzen die
immobilisierten MolekUlle weitere exponierte Funktionalitaten, wie Aminogruppen, kdnnen sie
die Ankopplung weiterer Molekile ermoglichen.

Silanisierung: Eine kovalente Ankopplung verschiedener Molekile an viele
Elektrodenmaterialien ist Uber eine Silanisierung mit funktionellen Silanen mdglich. Die
Modifizierung von Elektrodenoberflachen mittels Silanisierung wurde erfolgreich an
Elektrodenmaterialien, wie z.B. Zinnoxid, Titandioxid, Platin/Platinoxid, Kohlenstoff oder auch
Gold, durchgefiihrt."® Silane mit funktionellen Endgruppen kénnen fiir die anschlieBende
Modifizierung mit elektroaktiven Substanzen verwendet werden. Transparente [TO-
Elektroden sind Glasoberflachen, die mit einer dinnen Schicht ITO beschichtet sind. Diese
finden Einsatz in der Elektrochemie bzw. der Spektroelektrochemie. Der Vorteil dieser
transparenten Elektroden liegt in der gleichzeitigen Verwendung fiir elektrochemische als
auch spektrometrische Experimente flr farbige Mediatoren oder redoxinduzierte
Farbverdnderungen (Abb. 23).[160 161
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Abb. 23 Beispiele fir die Bildung der kovalenten Schichten auf Silber- (Ag), Gold- (Au),
Glaskohlenstoff- (GC), Indiumzinnoxid- (ITO) und Platin- (Pt) Elektroden

1.24.2 Nicht-kovalente Modifizierung

Physikalische Adsorption: Diese Art der Elektrodenmodifizierung wird fir die chemische
Modifizierung von Elektroden, haufig Glaskohlenstoff-Elektroden, mit Redoxmediatoren oder
-polymeren verwendet.'%": 140 144.1621 Aper auch fiir Immobilisierungen von Enzymen aus
wassrigen Lésungen zum anschlieRenden Einsatz in nicht-wassrigen Losungsmitteln, findet
die physikalische Adsorption Anwendung.'®® Die Elektrode wird in eine Lésung des zu
immobilisierenden Molekuls getaucht. Das Molekul adsorbiert an der Oberflache uber
elektrostatische und ionische Wechselwirkungen.

Layer-by-Layer-Technik (LbL): Molekile entgegengesetzter Ladung kénnen mit dieser
Methode schichtweise auf Oberflachen immobilisiert werden. Hierbei wird die
elektrostatische Anziehung entgegengesetzt geladener Polyionen ausgenutzt. Ein Trager
wird abwechselnd in Ldsungen der verschiedenen Polyionen inkubiert. Dadurch wird
alternierend die Ladung der Oberflache geandert. Auf diese Weise lassen sich

unterschiedlichste, ~polyionische Molekile immobilisieren.!'®*""]

Haufig verwendete
Polyelektrolyte sind Poly(styrensulfonsaure), Poly(allylamin), Poly(ethylenimin) und
Poly(acrylsaure). Dabei kénnen Partikel oder Molekile ,verkapselt, oder Schichten auf
planaren Oberflachen gebildet werden. In diese Schichten lassen sich Biomolekile aufgrund
ihrer eigenen Oberflachenladung integrieren. Die Vorteile dieser Methodik liegen in dem
selbstassemblierenden Aufbau und der einfachen Strukturierung der Schichten durch die
entsprechende Wahl der Inkubationsparameter (pH-Wert, lonenstarke). Nachteilig sind die
Anfalligkeit der Biomolekil-enthaltenden Schichten gegentiber veranderten lonenstarken und

der daraus folgenden Destabilitat, sowie der Einfluss eines Trocknungsprozesses auf die
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Multischichten.l'® Die Maéglichkeit, diese Schichten oder Kapseln selektiv zu 6ffnen,
beispielsweise durch eine pH-Anderung oder die kontrollierbare Durchlassigkeit der
Schichten fur kleine Molekule macht diese Methode fur den Einsatz im ,drug delivery®
interessant. Diese Methode wird z.B. zum Aufbau von Cytochrom c-Multischichtelektroden
eingesetzt. Alternierende Schichten aus Cytochrom ¢ und Poly(anilinsulfonsaure) werden auf
die Elektroden aufgebracht. Diese Elektroden werden flr die Detektion von Antioxidanzien
oder Superoxid eingesetzt.[®® 170

Kohlenstoffpaste-Elektroden (CPE): Die Immobilisierung von Mediatoren und Enzymen in
CPE ist ebenfalls weit verbreitet. Es werden Enzyme, Enzyme in Kombination mit
Mediatoren oder Redoxpolymeren in den Pasten immobilisiert.®® 1% """ Dje verschiedenen
Substanzen werden durch einfaches Mischen mit dem Graphitpulver und Paraffindl leicht
und kostenginstig integriert.

Elektropolymerisierung: Aus Monomeren werden durch eine angelegte Spannung
Radikale gebildet, die mit weiteren Monomeren reagieren und somit polymere Strukturen
bilden. Die Monomere koénnen redoxaktive Gruppen tragen, wodurch Redoxpolymere
gebildet werden. Das mechanische Einschlieffien von Enzymen in Polymere wurde in vielen
Publikationen untersucht. Das Enzym wird bei der Elektropolymerisation direkt oder durch
anschlielendes Quervernetzen mit den Polymerketten mit bifunktionalen Quervernetzern
(Glutaraldehyd, Poly(ethylenglykol)diglycidylether) eingeschlossen.®® Der Vorteil ist die
Méglichkeit miniaturisierte und komplexe Mikroelektroden und -—arrays einzeln zu
beschichten. Die Elektropolymerisation wird, aufgrund der schlechten Wasserloslichkeit der
Monomere, vorwiegend in organischen Losungsmitteln durchgefuhrt. Dieses wiederum ist
ein grolRer Nachteil bei der Verwendung von Enzymen, da diese in organischen
Losungsmitteln  denaturieren. Hohe Polymerisationspotentiale koénnen ebenso zur
Denaturierung der Enzyme fuhren. Die Elektropolymerisation von Mediatoren scheitert haufig
an dem Fehlen polymerisierbarer Gruppen in den Monomeren. Dennoch gibt es einige
Beispiele fiir die Polymediatoren wie z.B. Poly(vinylferrocen),'®* "2 Poly(methylengriin), -blau
oder —rot."™ Ein Copolymer aus [Os(bpy).Cl,]-Pyridin-modifiziertem Pyrrolmonomer und
Thiophen wird mittels Elektropolymersiation auf einer platinisierten Glaskohlenstoff-Elektrode
abgeschieden. Die daran adsorbierte Pyruvatoxidase zeigt einen effizienten
Elektrontransfer.['"

Die kovalente Ankopplung der redoxaktiven Spezies in den Polymeren und die Ankopplung
der Redoxpolymere selbst auf Elektrodenoberflichen sind entscheidend fur die
reproduzierbare, einfache Herstellung ,reagenzioser, stabiler Biosensoren. Die
polymermodifizierten Elektroden werden allerdings bisher vorwiegend uUber Adsorption bzw.
Elektropolymerisation hergestellt und damit nicht-kovalent immobilisiert. Es entstehen zwar

relativ stabile Polymerschichten, aber unbekannter Orientierung und Struktur. Eine kovalente
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Ankopplung verspricht groRere Stabilitdt und eine reproduzierbare Herstellung der
Elektroden. Es kdnnen dunne Polymerschichten gebildet werden. Zusatzlich kdnnen weitere
Funktionen integriert werden, welche z.B. eine Kontrolle des elektrochemischen Signals und
damit die einzelne Ansprechbarkeit verschieden funktioneller, parallel angeordneter
Elektroden ermdglichen kdénnen (Abb. 1, S. 2). Eine Schaltbarkeit der Redoxaktivitaten der
Polymere durch eine Strukturveranderung Uber externe Stimuli kdnnte dazu eingesetzt

werden.
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2. Zielstellung

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung neuer Redoxhydrogele mit drei verschiedenen
funktionellen Eigenschaften zur elektrochemischen Kontaktierung von Oxidoreduktasen
(Abb. 24):

1. kovalent integrierte Redoxzentren in einer hydrophilen Polymermatrix,

2. reaktive Kopplungsgruppen zum Aufbau selbstassemblierter Polymerschichten auf

Elektrodenoberflachen und

3. schaltbare Redoxaktivitaten der Polymere Uber extern gesteuerte Strukturanderung.

1. Integriertes 3. ,smart material
Redoxzentrum (schaltbar)

Elektrode

Abb. 24 Schema einer Hydrogelmodifizierten Elektrode mit kovalent integrierten Redoxzentren zur

Kontaktierung von redoxaktiven Enzymen

Drei verschiedene Mediatoren sind als Redoxzentren vorgesehen: 1,10-Phenanthrolin-5,6-
dion (PD 1), Ferrocen (2), 4-Carboxy-2,5,7-trinitrofluorenon (CTF 3) (Abb. 25). Sie bieten
unterschiedliche Elektronentransferreaktionen (Ein-Elektron- oder Zwei-Elektronen-zwei-
Protonen-Transfer) und ermoglichen ein Spektrum an Oxidationspotentialen von ~ 0 bis
+ 400 mV (Ag|AgCl). Die Verwendung dieser unterschiedlichen Mediatoren soll die optimale
Kontaktierung verschiedener redoxaktiver Enzyme (Oxidoreduktasen) ermoglichen und

durch die irreversible Integration soll ein Ausbluten der Mediatoren vermieden werden.

Zur kovalenten Fixierung dieser Redoxzentren durch Copolymerisation missen zunachst

polymerisierbare Mediatormonomere fur PD und CTF synthetisiert werden.
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Abb. 25 Strukturformeln der verwendeten Redoxmediatoren 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion (1),

Ferrocen (2) und 4-Carboxy-2,5,7-Trinitrofluorenon (3)

Die Redoxaktivitaten der Hydrogele sollen durch externe Stimuli reversibel kontrollierbar sein
weshalb responsive Polymergeriste gewahlt werden. Es sollen verschiedene
Poly(ethylenglykol)- und  Poly(N-Isopropylacrylamid)-basierte =~ Redoxhydrogele  mit
Variationen in Art und Haufigkeit des Mediators, Kettenlange und Ankopplungsgruppe durch
moglichst einfache und effiziente Synthesewege synthetisiert werden. Die hydrophilen
Polymerstrukturen ahmen die natlrlichen Umgebungen der Enzyme nach und unterstitzen

die Interaktionen von Enzym und Redoxzentren.

Die reaktiven Kopplungsgruppen sollen durch kurzkettige Thiol-, Amin-, Epoxy- und
Disulfidgruppen in den Polymerseitenketten gebildet werden. Die Thiol- und Disulfidgruppen
sind fur die direkte Kopplung an Goldoberflachen lber selbstassemblierte Schichten
geeignet. Polymerisierbare Thiol- und Disulfidmonomere miissen zunachst synthetisiert
werden. Die Amin- und Epoxygruppen kénnen Uber externe Thiollinker (Cysteamin, 3,3"-
Dithiodipropionsaure-N-Hydroxysuccinimidylester) an Goldoberflachen gebunden werden.
Diese Ankopplungsart der Redoxhydrogele soll die Ausbildung flexibler, dreidimensionaler
Polymermonoschichten und damit einen engen Kontakt zwischen dem aktiven Zentrum des
Enzyms, dem Redoxzentrum und der Elektrode gewahrleisten. Dadurch sollen kurze und

effizientere Elektronentransferwege vom Enzym zur Elektrode erreicht werden.

Die synthetisierten Polymere sollen elektro- und physikochemisch hinsichtlich der Integration
der Redoxzentren, der Ankopplung auf Elektrodenoberflachen und ihrer elektrochemischen

Eigenschaften charakterisiert werden.

Es werden zwei verschiedene Oxidoreduktasen exemplarisch eingesetzt:
Pyrrolochinolinchinon-abhangige Glucosedehydrogenase (PQQ-GDH) als PQQ-abhangiges
und Nicotinsaureamid-adenin-dinukleotid-abhangige Glucosedehydrogenase (NAD-GDH) als
NAD-abhangiges Enzym. Beide Enzyme unterscheiden sich in ihren Katalysemechanismen
durch Verwendung unterschiedlicher Coenzymformen. Das PQQ ist eine koordinativ
eingebaute, prosthetische Gruppe, wahrend das NAD" ein frei diffundierendes Coenzym ist.
Beide Enzyme setzen Glucose zu Gluconolacton um. Fur diese Enzyme ist ein direkter

heterogener Elekronentransfer zur Elektrode nicht mdglich. Daher ist die Verwendung der



2. ZIELSTELLUNG 33

zusatzlichen Redoxzentren notwendig, um den Substratumsatz elektrochemisch zu

detektieren.

Der ET von den Oxidoreduktasen Uber die verschiedenen Redoxpolymere zur Elektrode soll
elektrochemisch charakterisiert werden. Das Polymer mit der optimalen Zusammensetzung
soll fur die zwei Enzyme ermittelt werden.

Schaltbare Redoxaktivitaten der Polymere sollen eine Kontrolle der Signalintensitaten
ermoglichen. Durch externe Stimuli soll eine Strukturanderung der responsiven Polymere

bewirkt und damit die Zuganglichkeit der Redoxzentren fir die Enzyme kontrolliert werden.
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3. Ergebnisse
3.1 Polymersynthesen und -charakterisierungen
3.11 Allgemeines

Das Ziel dieser Arbeit war die Synthese redoxaktiver, schaltbarer Hydrogele mit integrierten
Redoxzentren und Kopplungsgruppen, zur elektrochemischen Kontaktierung von
Oxidoreduktasen. In dem folgenden Kapitel werden zunachst die allgemeinen
Synthesestrategien und Charakterisierungsmethoden und im Anschluss die speziellen

Synthesen und Charakterisierungen der Polymere beschrieben.

3.1.1.1 Allgemeine Synthesestrategien

Die Redoxzentren der neuen Redoxpolymere sollten durch bekannte Mediatoren gebildet
werden. Da nicht alle polymerisierbaren Monomere kommerziell erhaltlich waren, wurden
diese zunachst synthetisiert. Auch die polymerisierbaren, funktionellen Monomere zur
Ankopplung an Elektrodenoberflachen mussten teilweise hergestellt werden.

Die Polymere wurden aus Vergleichbarkeitsgrinden in dhnlichen molaren Verhaltnissen
synthetisiert. Die Eigenschaften des PNIPAM und des PEG, wie die Hydrophilie, das
Temperaturverhalten oder auch die Wasserbindungskapazitat sollten erhalten bleiben, aber
auch die elektronenlbertragenden Kollisionen der Redoxzentren miteinander sollten mdglich
sein.l"?!

Das Temperaturverhalten und die Wasserbindungskapazitat verandern sich durch das
Einflhren von hydrophilen oder hydrophoben Gruppen (siehe Kap. 1.2.3.1.). Die Mediatoren
und Kopplungsgruppen stellen solche hydrophilen und hydrophoben Gruppen dar. Durch die
Copolymerisation mit diesen Monomeren kann die LCST im Vergleich zum Homopolymer
verschoben werden. Die Art der PEGMA-Monomere wurde so ausgewahlt, dass sie laut
Literatur eine mit PNIPAM vergleichbare LCST ergeben. Die eingesetzten
Hydrogelmonomere entsprachen einem Anteil von 70 bis 80 %. Durch diese Anteile sollte die
Veranderung der Copolymer-Eigenschaften im Vergleich zu Homopolymeren verhindert und
eine effektivere Wechselwirkung der Enzymmolekiile mit den Redoxzentren erreicht werden.
Der Mediator lag in den PNIPAM-Polymeren, in Anlehnung an die Literatur,!"”® in einem
Anteil von 1.5 % gegenuber den restlichen Monomeren vor, in den PEGMA-Polymeren
betrug der Anteil 14.5%. Hohe Mediatormengen kénnen ein ,Clustern der
Mediatoreinheiten, wie bei Ferrocen-selbstassemblierten Monoschichten (Fc-SAM),
verursachen, was sich z.B. in der Erhdhung der Redoxpotentiale duRert.”” """ "8 Aligemein

werden Monomeranteile von 50 % oder 10 % verwendet, aber auch Anteile von 3 % oder
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2 % werden beschrieben.?® 14 131137975171 pyreh  die Verwendung von hydrophilen
Redoxpolymeren wird durch die Ausnutzung der dritten Dimension allgemein eine
Vergrolerung der Oberflache und damit auch der zuganglichen Mediatormenge im Vergleich
zu einer Monoschicht erreicht. Ein hoher Mediatoranteil von 50 % im Polymer ist daher
moglicherweise nicht notwendig. Die optimale Mediatormenge in den Polymeren sollte
ermittelt werden.

Die Ankopplungsgruppen fur die Immobilisierung der Polymere auf den Goldelektroden
wurden durch interne Thiol-, Disulfid-, Epoxy- oder Aminogruppen in einem Anteil von 21 %
(PNIPAM) bzw. 14.5 % (PEGMA) dargestellt. Die Thiol- und Disulfidgruppen kdnnen direkt,
die Amino- und Epoxygruppen uUber externe Schwefelgruppen zur Modifizierung von
Goldelektroden eingesetzt werden. Die Amino- und Epoxygruppen stinden weiterhin der
Anwendung von Amin-funktionalisierten oder carboxylierten Oberflachen, z.B. silanisierte

Indiumzinnoxid- (ITO) oder Glaskohlenstoff-Elektroden zur Verfigung.

3.1.1.2 Allgemeines zu den physikochemischen und elektrochemischen
Charakterisierungen

Die erhaltenen Polymere wurden physikochemisch und elektrochemisch hinsichtlich der
Mediatorintegration, der Oberflachenmodifizierung und der Redoxeigenschaften
charakterisiert.

Die Molekulargewichte der Polymere wurden mittels Gelpermeationschromatographie (GPC)
ermittelt. Die Integration der Redoxzentren in den Polymeren wird Uber UV /Vis-
Spektrometrie, durch Vergleiche mit den Mediatorspektren, bestatigt.

Die elektrochemische Charakterisierung der Polymere erfolgte tUber Cyclische Voltammetrie
(CV) und Square-Wave-Voltammetrie (SWV). In Abb. 26 sind typische Cyclische
Voltammogramme und die auswertbaren Parameter fir diffusionsabhangige (Redoxspezies
in Losung) und oberflachengebundene (immobilisierte Redoxspezies) Redoxprozesse

dargestellt.
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Abb. 26 Schema typischer Cyclischer Voltammogramme fiir diffusionsabhangige (links) und
diffusionsunabhangige (rechts) Redoxprozesse und der auswertbaren Parameter; |, und
loc: @anodischer und kathodischer Peakstrom; Ep, und E,.: anodisches und kathodisches

Peakpotential; AE,: Peakseparation; E1,: Halbstufenpotential

Cyclische Voltammogramme immobilisierter Redoxspezies zeichnen sich durch eine
symmetrische Form der oxidativen und reduktiven Graphen, die Proportionalitat des
Peakstroms zur Scanrate und kleine Peakseparationen aus. Hiervon abweichende
Kurvenverlaufe kénnen sich aus Abstollungskraften, der unterschiedlichen raumlichen
Verteilung der Redoxzentren oder aus der Verteilung von Redoxspezies mit
unterschiedlichen Mikroumgebungen in oberflachennahen oder -ferneren Schichten
ergeben.['®

Aus den cyclischen Voltammogrammen wird das Halbstufenpotential £,,, die Peakseparation
AE, und die Oberflachenbelegung I' nach Gleichung 8, 9 und 10 bestimmt. Das
Halbstufenpotential entspricht, bei angenommener gleicher Konzentration an oxidierter und
reduzierter Spezies, dem Redoxpotential der Substanz. Die Peakseparation gibt Auskunft
Uber die Art, reversibel oder irreversibel, des Elektronentransferprozesses. Ist der Wert der
Peakseparation ~0mV handelt es sich um einen reversiblen Redoxprozess fir

immobilisierte Mediatoren, ist der Wert gréRer liegt ein quasi-reversibler Prozess vor.

E +E
El/zz% (8)
AE, =|E, -E, (9)
r-—2 (10)
z-F-A4

Ep. und E,. beschreiben das Potential des anodischen und kathodischen Peaks — die
Peakpotentiale. Die Oberflachenbelegung I' der Elektrode lasst sich aus der Ladung Q, tber

die Integration des Stroms nach der Zeit aus dem Oxidations- bzw. Reduktionspeak
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berechnen. F' bezeichnet die Faraday-Konstante, 4 die Elektrodenflache und z die Anzahl

der wahrend der Reaktion Ubertragenen Elektronen. Laut Literatur liegt der Wert far " far
diinne, elektroaktive Polymerfilme zwischen 10™" und 10 mol cm™.1'8!

Die Geschwindigkeitskonstante fur den heterogenen Elektronentransfer (vom Mediator zur
Elektrode) &, wird nach der Methode von Laviron aus der Peakseparation bestimmt.!'®"!

Aus der Variation der Vorschubgeschwindigkeiten (Scanraten, SR) kénnen Aussagen Uber
die Oberflachenbeschaffenheiten (/, ~ v oder [, ~ v]/z) getroffen werden. Fir immobilisierte
Redoxspezies ist der Peakstrom proportional zur SR. Die Modifizierung der
Elektrodenoberflache wird damit bestatigt. Liegt eine lineare Abhangigkeit des Peakstroms
von der Wurzel der SR vor, gilt die Randles-Sevcik-Gleichung (11) und es handelt sich um

einen diffusionsabhangigen Prozess.

1

szDJZ (1)

I, = 0.4463ZFAC(

Dabei stellen z die Anzahl der Elektronen, F die Faraday-Konstante, 4 die Elektrodenflache,
C die Analytkonzentration, v die Scanrate, D der Diffusionskoeffizient, R die allgemeine
Gaskonstante und T die absolute Temperatur dar.

Weiterhin werden Kontaktwinkelmessungen zur Bestatigung der Oberflachenmodifizierung
herangezogen. Die Kontaktwinkelmessungen werden auf modifizierten Golddeckglasern
durchgefliihrt, die analog zu den Elektroden modifiziert wurden. Sie lassen eine Aussage
Uber die Hydrophilie der Elektrodenoberflache zu (25°: vollstandig benetzt; 50°: hydrophil;
100°: hydrophob ["®3). Eine Anderung des Kontaktwinkels im Vergleich zu unmodifiziertem
Gold bestatigt die Modifizierung.

In dieser Arbeit liegt der Fokus u.a. auf der Ankopplung der Polymere an
Elektrodenoberflachen um reproduzierbare, stabile Elektrodenoberflachen zu etablieren, die
in kommerziellen Biosensoren Anwendung finden kdnnten. Aus diesem Grund wurde in der
Charakterisierung auch auf die Lagerstabilitat eingegangen. Die Elekiroden wurden
zwischen den Messungen trocken bei Raumtemperatur gelagert. Es wurden an
verschiedenen Tagen cyclische Voltammogramme aufgezeichnet und die Anderung der
Peakstrome und Peakpotentiale ausgewertet. Die Konzentrationsabnahme des Mediators an
der Oberflache fiihrte zu einer Abnahme des Peakstroms. Das Peakpotential kann sich
verschieben, wenn durch geringere Mediatormengen das Aggregieren dieser Molekile
verhindert wird.®"!

Fur die thermoresponsiven Polymere wird die LCST in Wasser bestimmt. Unterhalb der
LCST binden die Polymere Wasser und sind hydratisiert, oberhalb der LCST wird das

Wasser entfernt, sie sind dehydratisiert. Wie schon in Kap. 1.2.3.1. beschrieben, kann die
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EinfGhrung von hydrophilen oder hydrophoben Gruppen die LCST verschieben. Die
Copolymerisation mit den Mediator- und Ankopplungsmonomeren kénnte einen Einfluss auf
die LCST haben. Die Lénge der PEG-Seitenketten bestimmt ebenso die LCST.'¥ Eine
Verschiebung der LCST zu héheren Temperaturen ware von geringer Auswirkung auf die
weiteren Experimente, da diese bei Raumtemperatur (20°C) durchgeflihrt werden.

Bei den untersuchten Enzymreaktionen werden Protonen frei, welche die Veranderung des
Halbstufenpotentials mit zunehmender Protonenkonzentration hervorrufen kénnten. Eine
Verringerung des Redoxpotentials um —58 mV/pH (bei E’ konstant) wirde ein typisches
Verhalten entsprechend der Nernst-Gleichung (Gleichungen 12-14) bedeuten (Nernst-
Verhalten). Die pH-abhangigen Potentialmessungen fiir diese Polymere wurden unter

Einsatz von Puffern unterschiedlicher Zusammensetzung und pH-Werten durchgeflhrt.

E=E°+Eln[ LA ]J (12)

zF \[HT]

E@0°C) = B+ 208 1og(1117) (13)
E(20°C)=E° +0.058V - pH (14)

Die Charakterisierungsmethoden werden am Beispiel des ersten Polymers, PNIPAMFoxy,
anhand gewonnener Graphen gezeigt. Fur die weiteren Polymere werden die Ergebnisse

genannt und ausschliel3lich signifikante Graphen gezeigt.

3.1.2 Kopplungsgruppen

Vier verschiedene Kopplungsgruppen fir die Oberflachenmodifizierung wurden fir die
Polymere verwendet: Epoxy-, Amino-, Thiol- und Disulfidgruppen. Die polymerisierbaren
Monomere flr die Epoxygruppe (Methacrylsdure-2,3-epoxypropylester) und Aminogruppe
(Allylamin) sind kommerziell erhaltlich. Die polymerisierbaren Thiol- und Disulfid-

enthaltenden Monomere mussten zunachst synthetisiert werden.

3.1.2.1 Synthese von 6-(Pyridin-2-yl-disulfanyl)hexylmethacrylat (5)

Die polymerisierbare Thiolankereinheit war kommerziell nicht erhaltlich und wurde
synthetisiert. Hierzu wurde 2,2°-Dithiopyridin (1) mit 6-Mercapto-1-hexanol (2) und das
entstandene 6-(Pyridin-2-yl disulfanyl)hexan-1-ol (3) im Anschluss mit Methacrylsdurechlorid
(4) umgesetzt (Abb. 27). Nach saulenchromatographischer Aufreinigung wurde das
braunliche Ol (5) mit einer Ausbeute von 58 % isoliert und massenspektrometrisch bestéatigt.

5 enthielt eine Pyridinthiol-Schutzgruppe, um Quervernetzungen durch Bildung von
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Disulfidbriicken wahrend der Polymerisation zu vermeiden. Die Entschiitzung erfolgte direkt
vor der Immobilisierung mit Tris(2-carboxyethyl)phosphinhydrochlorid (TCEP HCI).

H

S
— S—S
| N\ S—S | N\ . CH,COOH; MeOH | N\ \/\/\/\OH
G = RT;3h =
1 3
2
HO
N S_S\/\/\/\ f
o CH,Cl,; Et;N AN o} o}
3 + |
RT; 24 h; - Et;N*HCI =

cl 5
4

Abb. 27 Synthese 6-(Pyridin-2-yl-disulfanyl)hexylmethacrylat (5)

3.1.2.2 Synthese von Dithiodi((2-propanoyloxy)ethylmethacrylat) (8)

Eine zweite Ankopplungsstrategie sollte mit einem Disulfidderivat erfolgen. Um eine
polymerisierbare Disulfidankergruppe zu erhalten, wurde 3,3"-Dithiodi(propionsaure-N-
hydroxysuccinimidylester) (6) mit zwei Aquivalenten 2-Hydroxyethylmethacrylat (7)
umgesetzt (Abb. 28). Als Produkt konnte ein weiles Pulver mit einer Ausbeute von 95 %

isoliert werden. Die Struktur wurde mittels "H-NMR und Massenspektrometrie bestatigt.

o) CH,
0 /O‘<_/ \_>70\ o 2 i f
t;& ’ ’ % ' ° o
o] I
6 ° HO 7

CH,Cl, | RT;48h; Ar;
- N-Hydroxysuccinimid

o~<_/ S_S\_>—o
fe) /—/ O O \—\ O
S e S

Abb. 28 Synthese von Dithiodi((2-propanoyloxy)ethylmethacrylat) (8)
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3.13 Ferrocen-Polymere

Ferrocen (Fc) und seine Derviate sind haufig genutzte Mediatoren in der Elektrochemie. Sie
werden geldst oder polymergebunden eingesetzt.!®* """ 72 Das Redoxpotential liegt je nach
Derivat und Polymergerist bei + 200 bis + 500 mV (Ag|AgCl). Fc ist ein schneller 1e-
Ubertrager und kann aufgrund der Geschwindigkeit des ET auch fiir 2e-2H-Ubertragungen
von Enzymen verwendet werden. Dieser Mediator wurde in die Polymere Uber

Copolymerisation mit Vinylferrocen integriert.

3.1.3.1 PNIPAMFoxy (12)

N-lsopropylacrylamid  (9) (NIPAM), Vinylferrocen (10) und Methacrylsaure-2,3-
epoxypropylester (11) wurden in einem molaren Verhaltnis von 55:1:15 copolymerisiert (Abb.
29).1'"5 1781 Nach der Prazipitation und Reinigung mit Diethylether wurde 12 als gelbes Pulver

in Analogie zur Literatur mit einer Ausbeute von 87 % isoliert.['””!

z
AIBN; Dioxan
(0]

=
XO/I/fNH + y?/\_,_ ZO/‘/i
PN <

HN™ o
70°C; 24 h; N, )\ Fe © 0
P < o
9 10 11

Abb. 29 Synthese von PNIPAMFoxy (12); x:55; y:1; z:15

Das ermittelte, apparente Molekulargewicht betrug 36 kD und wies eine Polydispersitat von
1.8 auf. Das deutet auf eine relativ einheitliche Verteilung der Polymerketten hin. Diese
Werte stimmen mit vergleichbaren PNIPAM-Polymeren {iberein.['"!

Ein Vergleichspolymer ahnlicher Zusammensetzung fir Referenzexperimente wurde in
gleicher Weise synthetisiert (PNIPAMF 12a). Auf die Kopplungsgruppe wurde hier verzichtet.
Dieses Polymer zeigte ein Molekulargewicht von 30 kD und eine Polydispersitat von 1.7.
Beide Werte stimmen mit denen des PNIPAMFoxy gut Uberein.

Die Absorptionsmaxima belegten mit 420 nm, und damit nur 10 nm Unterschied zum
Monomer (430 nm), den integrierten Mediator (Abb. 30). Die geringe hypsochrome
Verschiebung kann dem Unterschied im L6ésungsmittel zugeschrieben werden. Vinylferrocen

wurde aufgrund seiner schlechten Wasserloslichkeit in DMSO gel6st.
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Abb. 30 Absorptionsspektren fir PNIPAMFoxy (-+--+-) und PNIPAMF (-----) in Wasser im Vergleich
zu Vinylferrocen (—) in DMSO

Die Ankopplung von 12 Uber ein externes Cysteamin an eine Goldelektrode wurde in einer
Scanratenabhangigkeit des Peakstroms untersucht. PNIPAMF hat keine Ankopplungsgruppe

und wurde daher geldst in Puffer untersucht. Die Ankopplung erfolgte wie in Abb. 31

dargestellt.
A B
R R R R oo R R oo
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Abb. 31 Schema des PNIPAMF- (A) (x:70; y:1) und PNIPAMFoxy-Polymeres und seiner
Ankopplung an eine Goldoberflache (B) (x: 55; y: 1; z: 15).

Die elektrochemische Charakterisierung ergab ein Halbstufenpotential (E4,) von + 370 mV
far PNIPAMFoxy mit einer Peakseparation (AE,) von 40 mV. Es handelt sich um einen quasi-
reversiblen Redoxprozess. Andere PNIPAM-Ferrocen-Polymere (~8 % Fc), ohne weitere
copolymerisierte Gruppe, zeigen ein vergleichbares Redoxpotential von + 250 mV
(AglAgCI).[7°' 176]

Die Geschwindigkeitskonstante fiir den heterogenen ET wurde mit einem Wert von 80 s™ bei
einer Oberflachenbelegung von 2.5-10 "' mol cm™ ermittelt. Damit erreicht sie einen mehr als
doppelt so grolen Wert wie die k; fir eine homogene, selbstassemblierte Monoschicht

(SAM) aus 9-Mercaptononyl-5'-ferrocenylpentanoat mit I 4.2:10™"° mol cm™.""® Das Polymer
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mit einem eingesetzten Mediatoranteil von 1.5 % zeigte trotz seiner ca. 10fach kleineren T'
einen effektiveren ET als diese homogene Alkyl-Fc-Derivat-Schicht. Durch die Ankopplung
des Polymers wird eine dinne Polymerschicht mit guter Zuganglichkeit der wenigen
Mediatormolekiile auf der Elektrode erreicht, die einen kurzen ET-Weg und damit schnellen
ET gewahrleistet.

Die lineare Abhangigkeit des Peakstroms von der Scanrate fir PNIPAMFoxy wies auf eine
Diffusionsunabhangigkeit und damit der Immobilisierung hin. Die lineare Abhangigkeit des
Peakstroms von der Quadratwurzel der Scanrate des in Lésung befindlichen PNIPAMF
deutete, wie erwartet, nach der Randles-Sevcik-Gleichung (Gleichung 11) auf eine
Diffusionskontrolle hin (Abb. 32).

ool | ]
L " . ..
-5.0x107 . "
= -1.0x10°- - :
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Abb. 32 Abhangigkeiten der kathodischen Peakstrome von der Scanrate fiir PNIPAMFoxy-
(schwarz, linear) im Vergleich zu PNIPAMF- (rot, exponentiell) modifizierten
Goldelektroden in HBS pH 7.5, RE: Ag|AgCl, GE: Platin

Die Ankopplung von PNIPAMFoxy an eine Goldoberflache wurde weiterhin in einer
Kontaktwinkelmessung bestatigt. Es wurde ein Kontaktwinkel von 82° bestimmt. Dieser Wert
spricht fiir eine hydrophobere Oberflache als unmodifiziertes Gold (70°).['8?

Die Lagerstabilitdt der angekoppelten Redoxpolymerschicht auf den Elektroden wurde Gber
einen Zeitraum von 13 Tagen elektrochemisch untersucht. Zwischen den Messungen
wurden die modifizierten Elektroden trocken bei Raumtemperatur gelagert. Innerhalb der
ersten finf Tage fiel sowohl das Stromsignal um 80 % (Abb. 33, -e-) als auch das
Peakpotential um 10 % (Abb. 33, -o-) ab, anschlieRend blieben beide Werte relativ stabil.
Der Abfall resultiert eventuell aus dem Herauslosen nicht fixierter Polymerketten aus dem
Polymerfilm, welche durch das Spulen vor der Messung nicht vollstandig entfernt wurden.
Durch die wiederholte Verwendung der Elektroden kam es vermutlich zur Entfernung einiger

und Neuordnung verbliebener Polymerketten. Das Resultat ist eine stabile Monoschicht des



44 3. ERGEBNISSE Polymersynthesen

Polymers, vergleichbar mit Ferrocen-SAM. Die sinkenden Strom- und Potentialwerte

ergeben sich aus den geringeren Mengen an Ferroceneinheiten.!'”!
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Abb. 33 Stabilitét des Peakpotentials (-o0-) und der Peakstrome (-e-) fir PNIPAMFoxy-modifizierte
Elektroden, in HBS pH 7.5, SR: 20 mV s™1, RE: Ag|AgCI, GE: Platin, Lagerung: trocken
bei 20°C

Beide Polymere sind gut wasserléslich bei Temperaturen < 25°C und thermoresponsiv. Flr
PNIPAMFoxy wurde in wassriger Losung eine LCST von 30°C ermittelt (Abb. 34). Fiur das
Vergleichspolymer PNIPAMF wurde eine unveranderte LCST im Vergleich zu reinem
PNIPAM detektiert.!'”® ' Die Einfilhrung von 1.5 % Ferrocen hat somit keinen Einfluss auf
die LCST, der Anteil der Epoxygruppe von 21 % verringert sie dagegen leicht. Die Polymere

liegen bei Raumtemperatur in hydratisiertem, gequollenem Zustand vor.
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Abb. 34 Transmissionsmessung zur Ermittlung der LCST von PNIPAMFoxy (-O- 30°C) und
PNIPAMF (-m- 32°C)
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Das Peakpotential (Ep) von PNIPAMFoxy sinkt um 7 mV/pH (Abb. 35) im pH-Bereich von 3
bis 11. Der Elektronentransfer von Ferrocen ist nicht an den Transfer von Protonen
gekoppelt, weshalb eine pH-Abhangigkeit des Halbstufenpotentials nicht erwartet wird.
Allerdings kann das umgebende PNIPAM-Polymer mit seiner Amidgruppe
Wechselwirkungen mit Wasser, Hydroxidionen und Protonen eingehen, womit ein pH-
Einfluss auf das elektrochemische Verhalten des Polymers zustande kommen kénnte. Der

ermittelte Wert ist allerdings gering im Vergleich zum Nernst-Verhalten (siehe Kap. 3.1.1.).

380 b

360- - .

2340+ -
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320+ i
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Abb. 35 Abhangigkeit des Peakpotentials vom pH-Wert fir PNIPAMFoxy-modifizierte
Goldelektroden, SR. 20 mV s RE: Ag|AgCl, GE: Platin

3.1.3.2 PEGMA-Fc-SH (15) und PEGMA-Fc-SS (16)

Vinylferrocen  (10) wurde mit  Triethylenglykolmonoethylethermethacrylat  (13),
Diethylenglykolmethylethermethacrylat (14) und 6-(Pyridin-2-yl-disulfanyl)hexylmethacrylat
(5) bzw. Dithio-((dipropanoyloxy)ethylmethacrylat) (8) copolymerisiert. Das Ergebnis war ein
orangegelbes Ol 15 bzw. ein harzéhnlicher orangefarbener Feststoff 16. Beide Polymere
wurden mit einer Ausbeute von ca. 90 % isoliert. Das PEGMA-Fc-SH ist ein lineares
Polymer, da keine Seitenkettenpolymerisation auftreten kann, PEGMA-Fc-SS ist ein
quervernetztes Polymer. Die intramolekularen Disulfidbricken kénnen verschiedene

Polymerketten verbinden, wodurch eine Netzstruktur entsteht (Abb. 36).
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Abb. 36 Synthese von PEGMA-Fc-SH (15) und PEGMA-Fc-SS (16); x: 25; y: 25; z: 10; a: 10; b:
10;n: 3

Die mittels GPC ermittelten apparenten Molekulargewichte ergaben vergleichsweise kleine
Werte von 4 (15) bzw. 8 kD. (16). Es ist mehrfach beobachtet worden, dass die
Copolymerisation von Ferrocen und Methacrylaten zu kurzen Polymerketten fiihrt.l'®"! 16 war
doppelt so grofd wie 15, die Polydispersitaten von 1.7 bzw. 1.4 wiesen auf eine gleichmalige
Struktur der Polymerketten hin.

Die Absorptionsmaxima von 450 nm zeigten eine bathochrome Verschiebung um ca. 20 nm
im Vergleich zum Monomer (430 nm). Damit bieten die Spektren einen Beleg fur den

integrierten Mediator.
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Die Ankopplung der Polymere erfolgte jeweils in einem Schritt direkt auf der Goldelektrode

(Abb. 37).
R R R R R o
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Abb. 37 Schema der Ankopplung von PEGMA-Fc-SH und PEGMA-Fc-SS an Goldelektroden

Die elektrochemische Charakterisierung ergab ein Redoxpotential von + 400 mV fur beide
Polymere mit einer Peakseparation von ~20mV fir quasi-reversible Redoxprozesse,
vergleichbar mit Fc-modifizierten Siloxanpolymeren.['®® Die Oberflachenbelegungen fiir 15
und 16 betrugen 1.5-107"" mol cm?. Die ermittelten Geschwindigkeitskonstanten fiir den
heterogenen ET (k) betrugen 70 bzw 50 s™' und waren damit eineinhalb- bis zweifach groRer
als fur eine homogene SAM aus 9-Mercaptononyl-5'-ferrocenylpentanoat zehnfachen I
(4.2:10™"° mol cm™).['*®

Die zehnfache Erhohung des eingesetzen Mediatoranteils in den PEGMA-Polymeren im
Vergleich zum PNIPAMFoxy fiihrten weder zu einem héherem I' noch zu einer héheren k;.
Der Grund liegt moéglicherweise darin, dass die langeren PEG-Ketten den effektiven,
heterogenen ET innerhalb des Polymers behindern.

Die Ankopplung von PEGMA-Fc-SH und PEGMA-Fc-SS an eine Goldoberflache wurde in
einer Kontaktwinkelmessung bestatigt. Kontaktwinkel von 67 bzw. 74° sprechen fur
hydrophilere Oberflachen und wenn auch
unmodifiziertem Gold (70°).1'2!

Die Ankopplung der

unterscheiden sich, nur gering, von

Schwefel-modifizierten Polymere wurde weiterhin (ber eine
Die

Peakstroms von der Scanrate bestatigte fir beide Polymere eine Diffusionsunabhangigkeit

Scanratenabhangigkeit des Peakstroms untersucht. lineare Abhangigkeit des
und damit die Oberflachenmodifizierung.

Die Lagerungsstabilitat der PEGMA-Fc-modifizierten Elektroden in Form von Peakstrom und
—potential Uber 20 Tage zeigte ahnliche Kurvenverlaufe wie die PNIPAMFoxy-modifizierter
Elektroden. Das Stromsignal sank um ca. 33 % und das Peakpotential um ca. 5 % innerhalb
der ersten 8 Tage fir beide polymermodifizierten Elektroden. Nach dem achten Tag waren
relativ konstante Werte zu verzeichnen.

Fir PEGMA-Fc-SS wurde eine LCST von 16°C bestimmt, fir PEGMA-Fc-SH konnte keine

LCST eindeutig bestimmt werden. Die Ergebnisse wiesen auf eine LCST unter 20°C hin. Die
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Polymere sind durch die verwendeten OEGMA und trotz der kleinen Molekulargewichte
relativ hydrophob und binden wenig Wasser. Beide LCST fir die PEGMA-Fc-Polymere
liegen unterhalb der RT. Die Polymere liegen bei RT in dehydratisiertem, geschrumpftem
Zustand vor. Die zusatzlichen Monomere, Ferrocen und Disulfid- bzw. Thioleinheit,
verstarken die Hydrophobizitat und senken die Wasserloslichkeit. Homopolymere aus MEO,-
MA zeigen eine LCST von 28°C, Copolymere aus Triethylenglykol- (MEO3;-MA) und 15 %
Diethylenglykolmethacrylaten (MEO,-MA) zeigen eine LCST von 30°C.["® 8%

Der pH-Wert fir PEGMA-Fc-SS-modifizierte Elektroden anderte sich im pH-Bereich von 5 bis
8 um — 8 mV/pH. Vergleichbar mit den Ergebnissen fir PNIPAMFoxy, zeigte auch dieses
Ferrocenpolymer, wie erwartet, eine geringe Ansprechbarkeit auf Protonen. Fir 15 wurde die

pH-Untersuchung nicht durchgeflhrt.

3.1.3.3 Zusammenfassung

Es wurden PNIPAM- und PEG-basierte, hydrophile Ferrocen-Polymere mit
Molekulargewichten von 36 bzw. 4 und 8 kD synthetisiert. Die Copolymerisation des
Mediators wurde mittels Absorptionsspektrometrie und Elektrochemie gezeigt. Die
Ankopplung der Polymere zur Ausbildung dinner Polymerfilme an den Elektroden erfolgte
Uber Epoxy-, Thiol- bzw. Disulfidgruppen und wurde elektrochemisch und mit
Kontaktwinkelmessungen bestatigt. Die Halbstufenpotentiale betrugen + 370 und + 400 mV
(Ag|AgCl). Wie bei Fc-SAM fuhren die hohen Mediatormengen zu hoheren
Redoxpotentialen.?” '8 Dje Redoxpotentiale sind vergleichbar mit denen von Ferrocen-
modifizierten PNIPAM- bzw. Siloxanpolymeren.['2% 8] Die ermittelten
Geschwindigkeitskonstanten flr den heterogenen Elektronentransfer fir die drei Polymere
mit Oberflaichenbelegungen von 10" mol cm? betrugen 80 (PNIPAMFoxy (12)), 70
(PEGMA-Fc-SH (15)) und 50 s (PEGMA-Fc-SS (16)). Die &, fiir die selbstassemblierten,
dreidimensionalen Polymermonoschichten sind dennoch grélRer als fir eine quasi-
zweidimensionale, homogene Monoschicht aus 9-Mercaptononyl-5"-ferrocenylpentanoat (I
4.2-10" mol cm®).""® Eine Erhéhung der Oberflaichenbelegung und der k; durch die héhere
eingesetzte Mediatormenge bei der PEGMA-Polymersynthese konnte nicht beobachtet
werden. Alle Polymere zeigten eine Lagerstabilitat bei trockenen Bedingungen Uber mehrere
Wochen, wobei konstante Potential- und Stromwerte ab dem sechsten (12) bzw. achten Tag
(15/16) auftraten. PNIPAMFoxy zeigte eine Erniedrigung der LCST von 32 auf 30°C durch
die Einfiihrung der Epoxygruppe.l'®'® Die PEGMA-Fc-Polymere zeigten eine LCST
unterhalb der Raumtemperatur. Die Anteile von 14.5 % des hydrophoben Fc und der Thiol-
bzw. Disulfidgruppen erniedrigten die LCST gegenuber vergleichbaren PEGMA-
Copolymeren.[’®82 Alle drei Polymere zeigten eine geringe Empfindlichkeit des

Peakpotentials auf pH-Wert-Anderungen. Das Potential nahm um ca. 8 mV/pH ab.
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314 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion-Polymere

1,10-Phenanthrolin-5,6-dion (PD) gehoért zur Substanzklasse der ortho-Chinone. Chinone
kénnen zu Dihydrochinonen reduziert und wieder oxidiert werden. PD wurde mehrfach als
Mediator flr die Oxidation von NADH beschrieben. Dabei wurde er in Metallkomplexen oder
als alkylierte Substanz untersucht.? 19127181 Darays ergaben sich zwei Synthesestrategien
analog zur Literatur!?” % fiir diese Arbeit: 1.) die Alkylierung des PD zur Einfiihrung einer
polymerisierbaren Gruppe und anschliefende Copolymerisation und 2.) die Einflihrung des

Mediators in das Polymer Uber eine Metall-Koordination (Abb. 38).

1,10-Phenanthrolin-5,6-dion

(e] o
7 N\ -
N\ /
—N N
AN
Alkylierung Metall-Koordination

Abb. 38 Strategien flUr die Integration des 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion in das Redoxpolymer (R1,
R2)

3.1.4.1 Alkylierung von 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion

Der Versuch zur Alkylierung von PD (17) erfolgte analog zur Literatur."®?! Als
Alkylierungssubstanz wurde Brombutanol (18) gewahlt. Es sollte eine nucleophile
Substitution des Broms durch den Stickstoff des PD unter Bromidabspaltung ablaufen. Die
endstandige OH-Gruppe des Brombutanols sollte im Anschluss mit Methacrylsaurechlorid zu
polymerisierbaren Derivaten umgesetzt werden. Die Reaktion von PD mit Brombutanol

wurde nach 7 Tagen bei Raumtemperatur gestoppt. Das intensivgelbe Reaktionsprodukt
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wurde mittels HPLC aufgereinigt und ergab zwei Fraktionen, welche mit 'H/"*C-NMR und

Massenspektrometrie charakterisiert wurden.

Acetonltrll
RT 7d; N,

Abb. 39 Synthese von 1-(4-Hydroxybutyl)-1,2-dihydro-1,10-Phenanthrolin-5,6-dion (19)

Eine eindeutige Zuordnung der Fraktionen zu bestimmten Strukturen war nicht mdglich.
Trotz der Aufreinigung mittels HPLC wurden anscheinend weitere Molekillgemische, statt
reiner Molekdilfraktionen gewonnen. Die NMR-Spektren der HPLC-Fraktionen lielRen keine
Zuordnung aller Peaks zu den H- oder C-Atomen zu. Beide Fraktionen ergaben ahnliche
Peaks, jedoch fehlten jeweils auch welche. Die erhaltenen Massenpeaks deuteten auf das
Vorliegen von PD-Butanol, als auch auf kovalente und ionische Dimere dieser (Abb. 40). Es
lie® sich nicht eindeutig herausstellen, ob es sich tatsachlich um Dimere handelte und ob
diese Dimere durch kovalente Bindungen oder durch ionische Wechselwirkungen der OH-

Gruppe des einen PD-Butanols mit dem Stickstoff eines zweiten PD-Butanols herrihrten.

Abb. 40 Mogliche kovalente und ionische Dimerbildung alkylierter 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion

Eine Rodntgenkristallstrukturanalyse der entstandenen Kristalle ergab die Struktur von
protoniertem PD — 1,10-Phenanthrolin-5,6-diol - und zeigte Uberhaupt keine Alkylierung.

In  einem Kontrollexperiment mit Brombutan sollte die Dimerbildung Uber die
Hydroxidgruppen, durch Fehlen dieser, verhindert werden. Die Charakterisierung der
Reaktion von Brombutan mit PD mittels HPLC ergab nur den PD-Peak. Es ist kein weiteres

Produkt entstanden.
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Parallel zu den Alkylierungsexperimenten wurde an der Metallkoordinationsstrategie
gearbeitet. Diese Experimente zeigten eine erfolgreiche Integration des PD in das PNIPAM-
Polymer. Aus diesem Grund wurde die weitere Bearbeitung der Alkylierungsstrategie

eingestellt und der Fokus auf die Metallkoordination gelegt.

3.1.4.2 Metall-Koordination des 1,10-Phenanthrolin-5,6-dions

m_[131, 132, 135] als auch

n[188]

Die Metallkoordination des PD wird sowohl (ber Osmiu

n,127: 136187 seltener durch Eisen-, Cobalt- oder Kupeferione

Rutheniumione
durchgefuhrt. In dieser Arbeit sollte die Komplexierung Uber Rutheniumionen erfolgen.
Ruthenium bildet stabilere Kompelxe aus als Osmium und die Redoxpotentiale von Ru-
Komplexen sind groRer.'® Allerdings wird darauf hingewiesen, dass hier der Ligand als
Mediator fungieren soll, nicht das Metall, wie in vielen anderen Metall-Komplexen mit
Bipyridinen.!®® %% 1% Unter neutralen und basischen Bedingungen wird PD nur bis zum
Semichinon reduziert. Daher wurde ein Metallkomplex mit zwei PD-Molekiilen synthetisiert,

womit ein 2e-2H-Transfer gewahrleistet wird.

3.1.4.3 Synthese von [Ru(PD),]**-Komplex (22)

Der Metallkomplex aus 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion (17) und Rutheniumchlorid (21) wurde
analog zur Literatur,'?” *°1 wie unter Abb. 41 dargestellt, synthetisiert. Das rotbraune, feste
Produkt wurde analog =zur Literatur mit einer Ausbeute von 58 % isoliert und

massenspektrometrisch bestatigt.!">*!

o o
— DMF
2/ ( ) * Rl —————
=N N 185°C; 6 h; N,
17 21

Abb. 41 Synthese von [Ru(PD),]**-Komplex (22)

Der Komplex zeigte im Square-Wave-Voltammogramm (SWV) drei Peaks mit Potentialen
von - 250, + 10 und + 320 mV an einer Goldelektrode (Abb. 42 ). Die Potentiale lassen
sich, im Vergleich mit den SWV von Ruthenium-Triphenanthrolin-Komplex [RuP3] (Abb. 42 --)
und 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion (Abb. 42 —), Ruthenium (Ru) und PD zuordnen. Der

kommerziell erhéltliche [RuPs]-Komplex wurde als Vergleichsubstanz gewahlt, da er dem
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synthetisierten Komplex sehr ahnlich ist. Das Phenanthrolin hat im Vergleich zu PD keine
Ketogruppen, zeigte daher keine Redoxeigenschaften im untersuchten Bereich. Die
erhaltenen Redoxpeaks flir [RuP;] waren daher dem Ruthenium zuzuordnen. Die
Peakpotentiale fir Ruthenium im [RuPj3] betrugen -380 und + 230 mV, fir PD wurden
Peakpotentiale von -350 und - 140 mV erhalten. Die Peakpotentiale von — 350 bzw.
-380 mV von PD und [RuPj] interferierten miteinander. Das negative Peakpotential von
[Ru(PD),]** bei - 250 mV konnte damit nicht eindeutig dem PD oder dem Ru zugeordnet
werden. Der Peak bei + 10 mV des neuen Komplexes kann dem PD zugeordnet werden,
durch eine Verschiebung des Peakpotentials von PD bei — 140 mV. Der Peak bei + 230 mV
lieR sich im neuen Komplex durch Vergleich mit dem SWV fiir [RuP3] eindeutig dem Ru?***
zuordnen. Wie durch die Uberlagerung der drei Graphen deutlich wird, verschieben sich die

Redoxpotentiale der einzelnen Anteile im neuen Komplex um ca. 100 mV zu positiveren

Potentialen.
-5.0x107
<-1.0x10'6-
-1.5x10°+
-2.0x10°+
- 140
05 0.0 05
E/V
Abb. 42 Square-Wave-Voltammogramme von Phenanthrolindion (PD —), Ruthenium-
Phenanthrolin- ([RuPz] ---) in HBS pH7.5/10% DMSO und Ruthenium-

Phenanthrolindion-Komplex ([Ru(PD)z]2+ )in HBS pH 7.5; RE: Ag|AgCl, GE: Platin

Im Vergleich zu dem Redoxpotential eines [Ru(PD);](ClIO4).-Komplexes (—55 mV vs.
Ag|AgCl bei pH8) gemessen an einer Glaskohlenstoff-Elektrode (GCE) zeigte der
[Ru(PD),]**-Komplex aus dieser Arbeit mit + 10 mV einen &hnlichen Wert.'?”'®"1 Das
Potential fiir einen [Ru(PD)3](PFs).-Komplex an einer GCE von - 126 mV vs. Ag|AgCl bei pH
9.3, ahnelt mehr dem des unkoordinierten PD an Goldelektroden."®”! Aligemein kann das
Redoxverhalten an GCE von dem an Goldelektroden abweichen. Ein [Ru(PD)s]**-Komplex
an Platin oder pyrolitischen Graphitelektroden zeigt in Acetonitril drei Redoxpeaks bei + 1.4 V
fir Ru?”®*, -0.13 und - 0.86 V fiir das PD (vs SSCE)."®! Diese Werte liegen deutlich
aulerhalb des Potentialbereichs in wassrigen Losungsmitteln, dennoch zeigen sie eine

ahnliche, weiter auseinander gespreizte Verteilung der einzelnen Potentiale. Der Unterschied
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in den Potentialen zwischen dem in dieser Arbeit hergestellten [Ru(PD),]**-Komplex und der
Literatur-bekannten Komplexe kann dem Elektrodenmaterial und dem Ld&sungsmittel
zugeordnet werden.

Analog zu anderen Metallkomplexen in Redoxpolymeren wurde der Rutheniumkomplex Uber
einen stickstoffhaltigen Liganden (Imidazol-, Pyrrol- oder Pyridinring) in das Polymer
integriert (Abb. 43).1%8 99101, 113.137]

R1

R2

Abb. 43 Schema der Integration des [Ru(PD)2]2+-KompIexes (schwarz) iber einen Pyridinliganden

(rot) in die Polymere. R1 und R2 deuten das Polymergeriist an.

3.1.4.4 3-(Pyridin-4-yl)propylmethacrylat (24)

Der Ligand zur Komplexierung des [Ru(PD),J** wurde aus 4-Pyridinpropanol (23) und
Methacrylsaurechlorid (4) (Abb. 44) mit einer Ausbeute von 20 % synthetisiert. Die
Reaktionskontrolle erfolgte Uber Dunnschichtchromatographie. Die Struktur wurde mittels
'H-NMR und Massenspektrometrie bestatigt. Der Ligand wurde vor jeder Polymersynthese

frisch saulenchromatographisch (Kieselgel 60, CHCI;) aufgereinigt.

y o
o o)
N > < CH,Cl,; Et;N
X Cl RT; 24 h; -Et,;N HCI

4

\

23 |

\

Abb. 44 Syntheseweg fir 3-(Pyridin-4-yl)propylmethacrylat 24
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3.1.4.5 PNIPAM-RuPD-NH, (27)

NIPAM (9), 24 und Allylamin (25) wurden copolymerisiert. Das weilde, feine Pulver 26 wurde
mit einer Ausbeute von 72 % gewonnen. Nach dem Umsatz von 26 mit dem [Ru(PD),J**-
Komplex wurde eine rotbraune, harzahnliche Substanz mit einer Ausbeute von 60 % isoliert
(Abb. 45).

RuCl, 3H,0 21; DMF

=N N 185°C; 6h; N,

P

+ z —_—
// 40°C; 12 h; Ar

W con 3
HN™ "O

78°C; 12 h; Ar

}
Qa

Abb. 45 Synthesewege fur PNIPAM-RuPD-NH, 27; x: 55; y:1; z: 15

Das apparente Molekulargewicht fir 27 ergab 13 kD. Es wies eine Polydispersitat von 1.7
auf, was auf eine relativ einheitliche Verteilung der Polymerketten deutet. Diese Werte
stimmen mit vergleichbaren PNIPAM-Polymeren (iberein.!'

Die Absorptionsspektren fiir 27 stimmten mit dem des Mediators (berein (PD: 370 nm;
RuPD: 370, 450 nm), ebenso sind sie vergleichbar mit der Literatur.'®® Das mediatorlose
Vergleichspolymer zeigte keine Absorptionsmaxima bei den entsprechenden Wellenlangen

(Abb. 46). Die Modifizierung des Polymers mit dem Metallkomplex war erfolgreich.
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Abb. 46 Absorptionsspektren fir PNIPAM-RuPD-NH, (----); [RU(PD)2]2+ (---); PD (") und das

mediatorlose Vergleichspolymer 26 (—) in Ethanol

Die Elektrodenmodifizierung von Goldelektroden mit 27 muss Uber einen externen Thiollinker
erfolgen. Dazu wurde 3,3 -Ditthiodi(propionsaure-N-hydroxysuccinimidylester) (DTP-NHS)
verwendet, welches selbstassemblierte Monoschichten auf Goldoberflachen bildet. Die

Aminogruppe des Polymers reagiert mit dem NHS-Ester unter Bildung einer Amidbindung
(Abb. 47).

3,3 -Ditthiodi(propionsaure-

N-hydroxysuccinimidylester)
o "
N (0] 0 ,N 2
\ o) .
o o—<1 /_}o <
o]

Au

Abb. 47 Oberflachenmodifizierung mit 3,3 -Dithiodi(propionsaure-N-hydroxy-succinimidylester)
und PNIPAM-RuPD-NH,

PNIPAM-RuPD-NH, zeigte im CV im Bereich von — 250 bis + 600 mV ein Peakpaar mit
einem Halbstufenpotential von — 16 mV, entsprechend dem PD im [Ru(PD),]**-Komplex. Der
Rutheniumpeak im positiven Potentialbereich ist gering ausgepragt (Abb. 48). Das SWV

zeigte drei Peakpotentiale, korrelierend mit denen von [Ru(PD),]**, bei - 320, + 10 und
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+ 240 mV (Vgl. Abb. 42). Die Oberflachenbelegung betragt, ahnlich wie bei PNIPAMFoxy,
1.3-10"" mol cm™?. Die ermittelte &, betrug 20s”, vergleichbar mit der k, fiur einen
adsorbierten  Os-PD-Komplex mit ca. zehnfach hoherer Oberflachenbelegung
(I 2.5:10™"° mol cm™).1"*! Damit zeigte das angekoppelte Polymer bei zehnfach kleinerer T

einen genauso guten ET wie die adsorbierte Schicht eines vergleichbaren Mediators.

A B

> 0x10” 5.0x10™]
.OX T n
4.0x10™ -320
2 i
1.0x1071 E,=-16mv  *20 i 3.0x10™1
. +240
0.0 . 2.0x107 +10
<\E < T
—~— -7_ .
o ~ a0x107] *2 +180
-52 )
-2.0x107 1 /‘ 1 -4.0x107 280
-3.0x107 . -5.0x107
04 02 00 02 04 06 -0.3 0.0 03
E/V E/V

Abb. 48 Cyclisches Voltammogramm (A) und Square-Wave-Voltammogramm (B) fur PNIPAM-
RuPD-NH,-modifizierte Goldelektroden in HBS pH 7.5, RE: Ag|AgCI, GE: Platin

Die Modifizierung der Elektrodenoberflachen wurde mittels Abhangigkeit des Peakstroms
von der Scanrate untersucht. Die lineare Abhangigkeit des Stromes von der SR zeigt eine
Diffusionsunabhangigkeit und damit die Oberflachenmodifizierung.

Die Elektrodenmodifizierung wurde aufRerdem Uber eine Kontaktwinkelmessung verifiziert.
Der gemessene Kontaktwinkel von 62° wich vom Kontaktwinkel fir unmodifiziertes Gold
(70°) um 8° ab, daher kann von einer hydrophilen Modifizierung der Oberflache
ausgegangen werden.

Die modifizierten Elektroden zeigten eine Langzeitstabilitdt Gber 40 Tage. Der Peakstrom

und das Peakpotential variierten um 25 % bzw. 1.5 % in dieser Zeit.
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Abb. 49 Stabilitat der PNIPAM-RuPD-NH,-modifizierten Goldelektroden in HBS pH 7.5, SR
20 mVs™, RE: Ag|AgCl, GE: Platin; Peakstrom (-m-), Peakpotential (-o-)

Dieses Polymer ist sehr gut wasserldslich und wie erwartet thermoresponsiv. Die LCST von
47°C wurde in wassriger Losung turbidimetrisch ermittelt. Damit fliihrte das Einflihren des
geladenen Mediatorkomplexes und des Allylamins zu einer Erhéhung der LCST um 15°C

gegeniiber reinem PNIPAM.!'7®: 183

3.1.4.6 PEGMA-RuPD-SH (30) und PEGMA-RuPD-SS (31)

Triethylenglykolmonoethylethermethacrylat (13), Diethylenglykolmethylethermethacrylat (14)
und 3-(Pyridin-4-yl)propylmethacrylat (24) wurden mit 6-(Pyridin-2-
yldisulfanyl)hexylmethacrylat (5) bzw. Dithio-((dipropanoyloxy)ethylmethacrylat) (8)
copolymerisiert. Die Ausbeuten fur die mediatorlosen Polymere betragen 76% bzw. 50 %.
AnschlieRend wurden die Polymere mit dem Ruthenium-1,10-Phenanthrolin-5,6-dion-
Komplex (22) umgesetzt. Das Ergebnis waren zwei rotbraune, feste Gele: Das PEGMA-
RuPD-SH (30) ist ein lineares Polymer, wahrend das PEGMA-RuPD-SS (31) ein durch

intramolekulare Disulfidgruppen quervernetztes Polymer ist (Abb. 50).
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Abb. 50 Synthese von PEGMA-RuPD-SH 30 und PEGMA-RuPD-SS 31; x: 25; y: 25: z: 10: a: 10
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Die apparenten Molekulargewichte der beiden Polymere betrugen 25 (30) und 30 kD (31).
Die Polydispersitat von 1.7 fir 30 zeigte eine gleichmalige Strukturverteilung der
Polymerketten. Eine Polydispersitdt von 4.3 fur das quervernetzte Polymer wies auf
UnregelmaBigkeiten in der Struktur hin. Die Quervernetzung kann zu einem unregelmafligen
Laufverhalten des Polymers in der Gelpermeationschromatographie flihren. Es kann sich
aber auch um eine Mischung aus Polymerketten verschiedener Lange und
Zusammensetzung handeln.

Die Absorptionsspektren der Polymere (370, 450 nm) und des Mediators stimmten Uberein
(PD: 370 nm; RuPD: 370, 450 nm). Ebenso korrelierten sie mit der Literatur.!'® Das
mediatorlose ~ Vergleichspolymer  zeigte keine  Absorption im untersuchten
Wellenlangenbereich. Die Absorptionseigenschaften der Polymere belegten das
Vorhandensein des Mediators im Polymer.

Die Peakpotentiale von - 200 mV/+ 230 mV und -300 mV/+ 340 mV (Ag|AgCl) fir PEGMA-
RuPD-SH- bzw. PEGMA-RuPD-SS-modifizierte Goldelektroden wurden mittels Square wave
Voltammetrie (SWV) bestimmt. Um die Potentiale den entsprechenden ET zuordnen zu
kénnen, wurden wie bereits beschrieben (Kap. 3.1.4.3.) Vergleichsexperimente mit PD,
[RuP3] und [Ru(PD)2]2+ durchgefuhrt. Die Peakpotentiale von — 350 bzw. — 380 mV von PD
und [RuP;]Cl, interferierten miteinander. Das negative Peakpotential der Polymere bei
- 200 mV bzw. — 300 mV konnte damit nicht eindeutig dem PD oder dem Ru zugeordnet
werden. Der Peak bei + 10 mV des Rutheniumkomplexes trat in beiden Polymeren nicht auf.
Die positiven Peakpotentiale bei +230mV und + 340 mV lassen sich durch die

23*_(Jbergang zuordnen. Der heterogene ET vom Ru

Vergleichsexperimente deutlich dem Ru
zur Elektrode ist effizienter und fuhrt zu héheren Peakstromen als fur das PD. Die hohen
Rutheniumpeaks Uberdecken moglicherweise den PD-Peak. Die Oberflachenbelegungen
betrugen, dhnlich zu den anderen Polymeren, 2-10™"" (30) bzw. 4-10™"" mol cm™ (31).

Eine Scanratenabhangigkeit des Peakstroms fiir beide Polymere ergab eine lineare
Abhangigkeit. Damit wurde die Oberflachenmodifizierung mit den neuen PEGMA-RuPD-
Polymeren bestatigt.

Die Ankopplung an Goldelektroden erfolgte direkt dber die internen Thiol- bzw.
Disulfidgruppen (siehe PEGMA-Fc-Polymere Abb. 37). Durch eine Kontaktwinkelbestimmung
konnte die Modifizierung bestéatigt werden. Der Kontaktwinkel von unmodifiziertem Gold (70°)
wurde auf 48° bzw. 61° erniedrigt. Diese Polymere bildeten damit hydrophilere Oberflachen
aus als Gold.'*?

Die LCST der beiden Polymere betrugen 30 und 31°C. Sie waren vergleichbar mit dem
PNIPAM-Polymer und lagen oberhalb der Raumtemperatur. Das bedeutet, dass die
Polymere bei RT hydratisiert vorliegen. Die Copolymerisation mit den hydrophoben Thiol-
und Disulfidlinkern senkt die LCST, der hydrophile RuPD-Komplex kann das nicht
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ausgleichen. Diese LCST ist dennoch deutlich grofier als fir die PEGMA-Fc-Polymere
gleicher Zusammensetzung. Die zur Polymerisation verwendeten OEGMA-, Disulfid- und
Thiolmonomere entsprechen denen, der Fc-Polymere, jedoch trug der im Vergleich zum Fc
deutlich hydrophilere RuPD-Komplex zur Erhéhung der LCST bei.

Die LCST eines Copolymers aus denselben Monomeren mit den gleichen Anteilen zeigt eine
LCST von 40°C,®? ein Copolymer aus OEGMA-MEO,-MA-Copolymere (5:95) zeigt den
Phaseniibergang bei 32°C.["

PD ist ein Elektronen- gekoppelt an Protonen Ubertragender Mediator, daher wurde eine
Abnahme des Potentials mit zunehmendem pH-Wert erwartet. Beide Polymere zeigten im
pH-Bereich von 6 bis 9 eine starke Abnahme des Peakpotentials um —77 (30) bzw.
- 53 mV/pH (31). Das entspricht anndhernd dem Nernst-Verhalten von — 58 mV/pH. Im pH-
Bereich von 2 bis 6 blieb das Peakpotential konstant. Dieses widerspricht den in der Literatur
beschriebenen Ergebnissen. Dort wurde ein Abfall des Peakpotentials Gber den gesamten
pH-Bereich fiir einen geldsten [Ru(PD)s](ClO,)-Komplex beobachtet.!'” Wahrscheinlich
werden die Uberschissigen Protonen in dem pH-Bereich (2-6) durch die hydratisierte
Polymermatrix neutralisiert.

Die PEGMA-RuPD-Polymer-modifizierten Goldelektroden zeigten keine Elektrooxidation flr
NADH bzw. PQQH, (siehe Kap. 3.2.2.4.) und daher wurde auf die Bestimmung weiterer
Parameter verzichtet. Die Verwendung anderer Elektrodenmaterialien fiir diese Polymere,
z.B. die Immobilisierung auf GCE Uber silanisierte, funktionelle Oberflachen oder in CPE,

kénnte die Oxidation der Coenzyme ermdglichen.

3.1.4.7 Zusammenfassung

PNIPAM- und PEGMA-basierte, hydrophile 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion-basierte Polymere
mit Molekulargewichten von 13 bzw. 25 und 30 kD wurden synthetisiert. Der Mediator wurde
Uber eine Metall-Koordinierung in das Polymer integriert, wie mittels UV/Vis-Spektrometrie
bestatigt wurde. Die Ankopplung der Polymere auf Goldoberflachen Uber interne und externe
Schwefelgruppen wurde elektrochemisch und mit Kontaktwinkelmessungen bestatigt. Die
Peakpotentiale lagen zwischen — 300 und + 340 mV (Ag|AgCl). Die negativen Peakpotentiale
der Polymere lassen sich nicht eindeutig dem Ruthenium oder dem 1,10-Phenanthrolin-5,6-
dion zuordnen. Der Redoxpeak des PNIPAM-RuPD-NH, bei + 10 mV im SWV ist eindeutig
dem PD zuzuordnen.['?” " Der Unterschied im Redoxverhalten des PNIPAM- und der
PEGMA-Polymere lasst sich auf die unterschiedliche Menge an Mediator zurtckfuhren. Eine
geringere Menge an Redoxmediator (1.5 %) ergab die gewiinschten Redoxpeaks, wahrend
bei einem Anteil von 14.5 % kein Redoxpeak des Liganden (PD) mehr zu verzeichnen war.
Die PEGMA-RuPD-Polymere zeigten unerwinscht hohe Redoxpeaks des Zentralatoms

Ruthenium. Die Geschwindigkeitskonstante fur den heterogenen Elektronentransfer vom PD
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zur Elektrode fiir PNIPAM-RuPD-NH, betrug 20s™. Die PNIPAM-RuPD-modifizierten
Elektroden waren mehr als 40 Tage stabil.

Der hydrophile Mediator erhéhte die LCST fir das PNIPAM-RuPD-NH, im Vergleich zu
reinem PNIPAM um ~ 15°C auf 47°C. Die LCST der PEGMA-Polymere betrug wie erwartet
~ 30°C, vergleichbar mit PNIPAM-Polymeren und analog zur Literatur.l’®: 8 Die PEGMA-
RuPD-Polymere liegen bei Raumtemperatur hydratisiert vor. Die pH-Abhangigkeit des
Peakstroms verhielt sich fir die PEG-Polymere wie erwartet nach Nernst-Verhalten, der
Peakstrom nahm um 53 bzw. 77 mV/pH ab.
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3.1.5 4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-fluorenon-Polymere

3.1.5.1 (4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-fluorenyliden)malononitril (35)

Analog zur Synthese von 24,5 7-Tetranitrofluorenon ['®* und (4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-
fluorenyliden)malononitril '*8! (CTFM) wurde der Mediator als Referenzsubstanz synthetisiert.
4-Carboxy-9-fluorenon (32) wurde mit einer LOsung aus konz. Schwefelsdure und
rauchender Salpetersdure umgesetzt. Aus dem entstandenen 4-Carboxy-2,5,7-
trinitrofluorenon (33) wurde in einer Knoevenagel-Kondensation mit Malononitril (34) (4-
Carboxy-2,5,7-trinitro-9-fluorenyliden)malononitrii  (35) erhalten. Die Ausbeute des

dunkelblauen Produktes betrug analog zur Literatur 61 % (Abb. 51). 8!

COOH

" L 0.0
0.0 konz. H,SO,, HNO, O.‘ P|per|d|n MeOH

85°C; 12 h ewcian |-
ol N
32 33 35

Abb. 51 Syntheseweg des (4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-fluorenyliden)malononitrils 35

Der Mediator wurde als adsorbierte Monoschicht an einer Goldelektrode untersucht. Die
irreversible Reduktion (,Aktivierung“) der Nitrogruppen zu Hydroxylamingruppen (siehe
1.3.2.) wurde analog zur Literatur in basischem Puffer pH 8 untersucht (Abb. 52)."*¥ Die
experimentellen Beobachtungen wichen von der Literatur ab. Eine NO,-Gruppe wird im
Bereich von 0 bis + 600 mV aktiviert (Lit.: — 400 bis + 300 mV), zwei NO,-Gruppen werden
bei Potentialen von — 600 bis + 600 mV (Lit: - 500 bis + 300 mV) und drei NO.-Gruppen bei
- 900 bis + 600 mV (Lit: - 800 bis + 300 mV) aktiviert. Es wird angenommen, dass sich der
Unterschied zur Literatur durch die abweichenden experimentellen Bedingungen ergibt. Die
hier verwendeten Bedingungen wurden aufgrund des Enzyms und der Vergleichbarkeit zu
weiteren Experimenten in dieser Arbeit gewahit.

Diese Hydroxylamingruppen kénnen anschliefiend reversibel zu Nitrosogruppen oxidiert
werden. Dieses gilt ebenfalls fir PEG-CTF-SH (38). Die Aktivierung erfolgt im Bereich von
- 600 mV bis + 600mV. Dabei werden zwei Nitrogruppen aktiviert,"*? welche laut Literatur
eine bessere Wechselwirkung des NADH mit dem Mediator in Anwesenheit von Calcium

ermdglichen. "0 1481
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Abb. 52 Verschiedene Aktivierungspotentiale zur Aktivierung der unterschiedlichen Nitrogruppen
des CTFMs, -600 bis +600mV (---), -900 bis +600 mV (—), SR 100mVs™
RE: Ag|AgCl, GE: Platin
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Abb. 53 Absorptionsspektren fir CTFM (35) (—) im Vergleich zum polymerisierbaren CTF-Derivat
37 (-----) in Ethanol

3.1.5.2 PEGMA-CTF-SH (38)

CTFM, bisher als Monoschicht auf Glaskohlenstoff- '*®! bzw. Goldelektroden "**! oder in
Kohlenstoffpaste-Elektroden "**! verwendet, sollte in ein Redoxpolymer integriert werden.
Dazu musste zunachst ein polymerisierbares Derivat synthetisiert werden. 4-Carboxy-2,5,7-
Trinitro-9-fluorenon (33) wurde mit Allylcyanoacetat (36) und einer katalytischen Menge
Piperidin  umgesetzt. Es entstand das violette (4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-
fluorenyliden)allylcyanoacetat (37) (Abb. 54) in einer Ausbeute von 54 % in Analogie zur
Literatur."® Dadurch wurde erstmals ein polymerisierbares CTF-Mediatormonomer

synthetisiert.
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Piperidin; MeOH

68°C; 4 h

Abb. 54 Darstellung des polymerisierbaren 4-Carboxy-2,5,7-Trinitrofluorenon-Derivats 37

37 konnte nun zusammen mit Triethylenglykolmonoethylethermethacrylat 13,
Diethylenglykolmethylethermethacrylat 14 und 6-(Pyridin-2-yl-disulfanyl)hexylmethacrylat 5
copolymerisiert werden (Abb. 55). Nach der Aufreinigung wurde ein dunkelrotes Gel 38 mit

einer Ausbeute von 93 % erhalten.

Abb. 55 Synthese von PEG-CTF-SH 38
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Das mittels GPC ermittelte, apparente Molekulargewicht betragt 1100 Da. Damit muss hier
von einem Oligomer gesprochen werden. Die Polydispersitat von 1.6 zeigte eine weitgehend
gleichmaRige Strukturverteilung der Oligomerketten auf. Die Ausbeute von 85 % zeigte die
Umsetzung nahezu aller Monomere. Die Nitrogruppen wirken aufgrund ihrer mesomeren
Struktur als Elektronenfanger und inhibieren die Polymerisation. Es kommt friihzeitig zum
Kettenabbruch. Kurze Polymerketten wurden hier erwartet, jedoch wurde eine so starke
Inhibition der Polymerisation nicht vorausgesehen.

Um langere Polymerketten zu erlangen, sollte zukiinftig zuerst 36 copolymerisiert werden
und erst im Anschluss der Umsatz mit dem 4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-fluorenon erfolgen.

Die erfolgreiche Copolymerisation des Mediators wurde durch Absorptionsexperimente und
elektrochemische Untersuchungen bestatigt. In den Absorptionsmessungen (Abb. 56) zeigte
das Oligomer 38 ein Absorptionsmaximum bei 350 nm vergleichbar mit dem des
polymerisierbaren Monomers 37. Das Absorptionsmaximum bei 450 nm von 37, wurde im
Polymer um 20 nm hypsochrom auf 430 nm verschoben. Diese Verschiebung deutet auf
eine grolRere bendtigte Anregungsenergie als fir das Monomer hin, begriindet in der

Reaktion der Vinyl- zur Alkylgruppe wahrend der Polymerisation.
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Abb. 56 Absorptionsspektren fir PEGMA-CTF-SH 38(—) im Vergleich zu Allyl-CTF 37 (-----) in
Ethanol

Mit einer PEGMA-CTF-SH-modifizierten Goldelektrode wurde, nach der Aktivierung, ein
Redoxpotential von + 190 mV, vergleichbar mit einer CTFM-Monoschicht auf einer
Goldelektrode (+ 120 mV vs. Ag|AgCl), ermittelt. Bei einer Peakseparation von 100 mV
handelt es sich um einen quasi-reversiblen ET-Prozess. Im Vergleich zu CTFM-
Monoschichten auf GCE oder makropordsen Goldelektroden ist das Potential um ~ 200 mV
positiv  verschoben.!'#?145:148.130.1511 " Dagegen zeigte ein  auf  Zirconiumphosphat
immobilisiertes CTF-Derivat, integriert in eine Kohlenstoffpaste-Elektrode ein Redoxpotential

von +230 mV (Ag|AgCl).'"® Diese Vergleiche zeigen, dass das Elektrodenmaterial, die
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Mediatorumgebung und der Mediator selbst entscheidend sind flr das Redoxpotential. Die
Oberflachenbelegung betrug 3.1 - 10" mol cm® und die ermittelte k, 19 s™'. Damit war die &,
ca. 6.5fach groRer als flir eine Kohlenstoffpaste-Elektrode mit 4-Carboxy-2,5,7-
trinitrofluorenon  mit  einer um  Faktor zehn kleineren  Oberflachenbelegung
(4.1-10™"? mol cm?).1"*3

Die Scanratenvariation resultierte in einer linearen Abhangigkeit des Peakstroms von der
Wurzel der Scanrate und erfllite damit, im Gegensatz zu den anderen Polymeren die
Randles-Sevcik-Gleichung fir diffusionsabhangige Prozesse. Die Ankopplung des Oligomers
wurde allerdings in vorhergehenden Experimenten bestatigt. Es ist bekannt, dass
immobilisierte  Redoxpolymere  mit langen  Mediatorlinkern  diffusionsabhangige
Redoxprozesse aufweisen.® 8% Dje angekoppelten PEGMA-CTF-SH-Oligomerketten
bilden burstenartige Strukturen auf der Elektrodenoberflache. Diese Ketten sind im
Gegensatz zu den anderen Polymeren nur durch eine Bindung auf der Oberflache fixiert.
Diese Oligomerketten kénnen relativ flexibel an der Elektrodenoberflache hin und her wiegen
und vermitteln so den Eindruck eines diffundierenden Mediators (Abb. 57).

V!
4’.:

v

Abb. 57 Modellvorschlag fur die PEGMA-CTF-SH-Ankopplung auf Goldelektroden

Der Kontaktwinkel fir dieses Oligomer betragt 26°. Dieser Wert ist im Vergleich zu den
anderen Polymeren sehr gering und steht fiir eine vollstindig benetzte Oberflache.'®? Er
bestatigt die Modifizierung der Goldoberflache mit rasenahnlichen Oligomerketten.

Die Lagerung der Elektroden unter trockenen Bedingungen bei RT zeigte eine relative
Stabilitdt des Redoxpotentials Uber 60 Tage. Das Potential schwankte um 1.5 % und der
Peakstrom um 25 %. Die Schwankungen sind auf die unterschiedlichen Messbedingungen
an den unterschiedlichen Tagen dieses langen Zeitraums zurlickzufiihren.

Die LCST des PEGMA-CTF-SH betrug 28°C und ist damit denen der PEGMA-RuPD-
Polymere sehr ahnlich. Sie liegt oberhalb der Raumtemperatur und damit ist das Oligomer
bei Raumtemperatur hydratisiert und wasserloslich. Die sehr kurzen Oligomerketten bilden
eine sehr hydrophile Oberflache, wie auch der Kontaktwinkel gezeigt hat. Auch das CTF
erhoht die Hydrophilie und damit erhoht es die LCST, zu Werten ahnlich zu OEGMA-MEQO,-
MA-Copolymeren.I"!

Der erwartete Wert flir die Abhangigkeit des Potentials vom pH-Wert flr einen 2e-2H-

Prozess betragt — 58 mV/pH. Der flr dieses Oligomer ermittelte Wert betrug nur
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-13.2 mV/pH. Die kurzen Oligomerketten wirken mit ihren Sauerstoffatomen und —OH-
Gruppen als Puffer. Die Diffusion der Protonen durch die Oligomerschicht zum Mediator ist

erschwert.'®"

3.1.5.3 Zusammenfassung

Erstmals wurde ein polymerisierbares Derivat des Mediators 4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-
fluorenon (CTF) fir NAD-abhangige Enzyme synthetisiert und in ein hydrophiles Oligomer
integriert. Dieses wurde mittels Absorptionsspektrometrie bestatigt. Das Oligomer wurde
Uber interne Thiolgruppen direkt auf Goldoberflachen immobilisiert. Diese Oberflachen
zeigten aufgrund der sehr kurzen Oligomerketten einen sehr hydrophilen Kontaktwinkel. Die
PEGMA-CTF-SH-modifizierten Goldelektroden zeigten ein Redoxpotential von + 190 mV und
die Geschwindigkeitskonstante fiir den heterogenen Elektronentransfer betrug 19s”. Es
wurde eine LCST von 28°C ermittelt. Die modifizierten Elektroden waren Uber einen
Zeitraum von 60 Tagen relativ stabil in Peakpotential und Peakstrom. Der pH-Wert hatte

einen geringen Einfluss auf das Peakpotential.
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3.1.6 Zusammenfassung Polymere

Es wurden Polymere unterschiedlicher Polymergeriste, Molekllmassen, Redoxzentren und
Ankopplungsgruppen in einfachen Ein-Stufen-Synthesen hergestellt. In Tabelle 3 sind die
wichtigsten physiko- und elektrochemischen Eigenschaften der neu synthetisierten,

hydrophilen Redoxpolymere aufgeflihrt.

Tabelle 3 Zusammenfassung der wichtigsten physiko- und elektrochemischen Parameter der

Polymere
E°/mV  Absorption / Stabili- mV/
Polymer MWKkD (AglAgC)  nm  I~SR LCST/°C k.s™ tit/d pH |

PNIPAMFoxy 36 + 370 420 ~ 30 80 5bis>13 -7
PEGMA-Fc-SH 4 +400 450 ~ <16 70 8bis>20 n.d.
PEGMA-Fc-SS 8 + 400 450 ~ 16 50 8bis>20 -8
PNIPAM-RuPD-NH: 13 -320/+10/+240 370, 450 ~ 47 20 > 40 n.d.
PEGMA-RuPD-SH 25 -200/+230 370, 450 ~ 30 n.d. n.d. =77
PEGMA-RuPD-SS 30 -300/+340 370, 450 ~ 31 n.d. n.d. -53
PEGMA-CTF-SH 1 +190 350,480 |~+ SR 28 19 > 60 -13

Es wurden zwei Arten von hydrophilen Polymeren, PNIPAM- und PEGMA-basiert,
synthetisiert. Erstmals wurde ein polymerisierbares 4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-fluorenon
(CTF)-Derivat synthetisiert und in ein hydrophiles Oligomer integriert. Die Integration der drei
verschiedenen Mediatoren, Ferrocen (Fc), 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion (PD) und CTF in die
Polymerketten konnte mit UV/Vis-Spektrometrie und Elektrochemie bestatigt werden.

Es wurden erstmals hydrophile, dreidimensionale Redoxpolymernetzwerke kovalent auf
Elektrodenoberflachen immobilisiert. Die Ankopplung Uber interne oder externe Thiol- oder
Disulfidlinker in ein oder zwei einfachen Schritten konnte fir alle Polymere mittels
Kontaktwinkelmessungen und der Elektrochemie gezeigt werden. Die Oberflachenbelegung
fur alle Polymere ergab Werte um 10™"" mol cm™ und spricht fiir diinne Redoxschichten, die
kurze, effiziente Elektronentransferwege ermdglichen.['® Der héhere Mediatoranteil in den
PEGMA-Polymeren spiegelte sich in der Oberflachenbelegung nicht wieder. Moglicherweise
ist der Elektronentransfer innerhalb der Polymere nicht mdglich. Durch die Ankopplung der
Redoxhydrogele Uber  Chemisorption  wurden hydrophile, selbstassemblierte
Polymerschichten geschaffen, welche eine Kombination aus Mediatormonoschichten und
flexiblen, dreidimensionalen Polymerstrukturen an den Elektrodenoberflachen bilden.

Die Unterschiede in den elektrochemischen Parametern ergaben sich primar aus den

unterschiedlichen Mediatoren. Die Redoxpotentiale der Polymere lagen im Bereich von - 300
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bis +400mV. Die grofiten Geschwindigkeitskonstanten flir den heterogenen
Elektronentransfer von 50-80 s wurden durch die Fc-Polymere erreicht. Fir die PD- und
CTF-modifizierten Polymere betrugen sie ~ 20 s™.

Der Einfluss der Mediatormenge im Polymer auf die Ergebnisse lie sich in den LCST-
Werten und Redoxpotentialen ablesen. Der hohe Anteil von 14.5 % in den PEGMA-
Polymeren (im Vergleich zu 1.5 % in den PNIPAM-Polymeren) war der Grund fur die
geringeren LCST der PEGMA-Fc-Polymere und den fehlenden Redoxpeak flir das PD in den
PEGMA-RuPD-Polymeren.

Die LCST von funf der sieben hydrophilen Polymere lag wie erwartet oberhalb der
Raumtemperatur bei ~ 30°C. Die PEGMA-Fc-Polymere bildeten bei Raumtemperatur
hydrophobere Oberflachen als die anderen Polymere aus. Alle Elektroden zeigten eine
Lagerungsstabilitdit von mindestens 20 bis zu 60 Tagen (trocken, bei Raumtemperatur),
wobei die Fc-Elektroden einen Abfall innerhalb der ersten 5-8 Tage zeigten. Eine
Erniedrigung des Potential mit steigendem pH-Wert entsprechend dem Nernst-Verhalten
(- 58 mV/pH) wurde nur fir die RuPD-Polymere beobachtet, die anderen Polymere waren
vom pH-Wert weitestgehend unabhangig.

Die neuen hydrophilen Redoxpolymere kdnnen fur die Kontaktierung von Oxidoreduktasen

eingesetzt werden. Ihr Potentialspektrum reicht von — 300 bis + 400 mV (Ag|AgCl).
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3.2 Kontaktierung von Oxidoreduktasen mit schaltbaren

Redoxpolymeren

3.21 Allgemeines

Die Kopplung von zwei Oxidoreduktasen unterschiedlicher Katalysemechanismen mit den
neuen Redoxpolymeren sollten realisiert werden. Exemplarisch wurden die I6sliche,
Pyrrolochinolinchinon-abhangige Glucosedehydrogenase (PQQ-GDH oder sGDH) aus
Acinetobacter calcoaceticus und die Nicotinsdureamid-adenin-dinucleotid-abhangige
Glucosedehydrogenase (NAD-GDH) aus Pseudomonas sp. verwendet. Die PQQ-GDH
besteht aus zwei identischen Untereinheiten (UE) mit je 50 kD. Die NAD-GDH wird aus vier
identischen UE mit je 30 kD aufgebaut. Die Reinheit und Molekulargewichte der Enzyme
wurden mittels Gelelektrophorese (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SDS-PAGE) Uberprift und bestatigt (Abb. 58). Die SDS-PAGE ist eine denaturierende
Methode, die UE der Enzyme werden dabei voneinander getrennt. Daher sind nur die
GroRen der UE nicht aber ihre Anzahl abzulesen. Die PQQ-GDH zeigte eine Bande bei
50 kD fur ihre zwei UE, fur die NAD-GDH wurde eine Bande von 30 kD fir ihre vier UE
ermittelt. Die Aktivitdten der Enzyme wurden regelmaRig vor ihrer Verwendung
spektrometrisch {iberpriift. Die Aktivitat fiir PQQ-GDH betrug ~ 100 U mg™" und fiir NAD-GDH

wurde eine Aktivitat von ~ 25 U mg™ ermittelt.

Abb. 58 Ausschnitt einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. 10 %iges Gel. Schwarzer Pfeil:
PQQ-GDH, roter Pfeil: NAD-GDH; Mitte: Marker von oben nach unten: 260, 140, 100, 70,
50, 40, 35, 25, 15, 10 kD
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Die Anwendungsmdglichkeiten von Redoxpolymeren in Kombination mit Enzymen in der
Biosensorik sind vielfaltig. Durch die Kontaktierung der Oxidoreduktasen mit Elektroden
kdnnen sie z.B. dem Aufbau von Enzymsensoren oder Immunoassays mit elektrochemischer
Detektion dienen. Fir den Aufbau von Enzymsensoren muss das Enzym an der Elektrode
immobilisiert werden. Die elektrochemische Detektion weiterer Analyten kann direkt Uber
oberflachengebundene oder indirekt (ber nicht gebundene, enzymmarkierte Molekiile
erfolgen. In dieser Arbeit sollte der Einsatz der Polymere zur Detektion der enzymmarkierten
Antikorper (AK) fir elektrochemische Immunoassays untersucht werden.

Dazu wurde zunachst die Interaktion der geldsten Enzyme mit den neuen Redoxpolymeren
untersucht. Zur Charakterisierung des ET zwischen einem Enzym und dem Mediator kann
die homogene Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung nach der Methode von Nicholson und
Shain bestimmt werden.'® Bei geséttigter Substratkonzentration und einer
diffusionslimitierten Elektrodenreaktion des Mediators kann aus den experimentell erhaltenen
Daten der Katalysefaktor lia/lgir (Ikat: katalytischer Strom; lgg: Diffusionsgrenzstrom) ermittelt
werden. Damit kdnnte aus der Arbeitskurve in Abbildung 14 in " der entsprechende
kinetische Parameter k;/a bestimmt werden (mit @ = zFv/ RT; z Anzahl der Elektronen, F
Faraday-Konstante, v Scanrate, R allgemeine Gaskonstante, T absolute Temperatur). Aus
diesem Parameter lieRe sich Uber mehrere mathematische Zusammenhange die
Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung ermitteln. In dieser Arbeit steht die aufwendige
Bestimmung aller kinetischer Parameter nicht im Vordergrund, daher wird der Katalysefaktor
lvat/laiir fUr die Vergleiche innerhalb der Polymere.['® "% Ein groRer Katalysefaktor spricht fiir
einen effizienten ET.

Das Enzym-Redoxpolymer-Paar mit den hoéchsten Katalysefaktoren soll fir den Aufbau
eines Immunoassays eingesetzt werden. Untersucht wurde der Elektronentransfer zwischen
Enzymen in Losung und Redoxpolymer-funktionalisierten Elektroden. Die Charakterisierung

immobilisierte Enzyme wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht verfolgt.

3.2.2 Kontaktierung der Oxidoreduktasen mit den Redoxpolymeren

3.2.2.1 PNIPAMFoxy

PNIPAMFoxy-modifizierte Goldelektroden wurden fir die elektrochemische Detektion der
Enzymkatalyse von PQQ- und NAD-GDH verwendet. Ein Elektronentransfer vom reduzierten
Coenzym uber Fc zur Elektrode konnte durch einen katalytischen Stromanstieg in cyclischen
Voltammogrammen beobachtet werden (Abb. 59). Der Katalysefaktor l./lq¢ betragt fur die
NADH-Oxidation 1.2, wohingegen der Faktor fir die PQQH,-Oxidation mit 25, mehr als das

20fache betragt. Der ET vom Enzym mit prosthetischem PQQ-Coenzym zum Mediator ist
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deutlich schneller und effizienter als der ET fur NAD-GDH mit dem frei beweglichen
Coenzym.

Das Fc ist sowohl in Lésung als auch im Polymer, wie bereits mehrfach gezeigt,*" "% "% gin
effizienter Elektronenubertrager fur die 2e-2H-Ubertragenden Enzymkatalysen, obwohl es ein
1e-Ubertrager ist. Ein Poly(ethylenimin)-Ferrocen-NAD-Polymer (PEI-Fc-NAD) wird in der
Literatur zur Immobilisierung von Mediator und Coenzym und zur Kontaktierung von NAD-

abhangiger Alkoholdehydrogenase eingesetzt."!
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Abb. 59 Cyclische Voltammogramme einer PNIPAMFoxy-modifizierten Goldelektrode. A) in HBS-
Puffer pH 7.5 (----) und mit PQQ-GDH (50 yg ml-1) + 5 mM Glucose (—). B) in HBS-
Puffer pH 8 (----) und mit NAD-GDH (50 ug ml”) + 2.5 mM NAD" + 100 mM Glucose (—).
SR 2mV s™, RE: Ag|AgCl, GE: Platin

3.2.22 PEGMA-Fc-SS und PEGMA-Fc-SH

Fir die PEGMA-Polymere mit Fc-Redoxzentren ergaben sich fiir beide Polymere und beide
Enzyme ahnliche ly./l4#Faktoren von rund 1.3 (Abb. 60 und 61). Der Faktor ist fir NAD-GDH
vergleichbar mit dem fir PNIPAMFoxy. Fiur die PQQ-GDH ist der Faktor ~ 20fach geringer
als mit PNIPAMFoxy. Zwei Effekte sind flr diesen deutlich langsameren ET fur die PQQ-
GDH verantwortlich: 1. sind die PEG-Seitenketten bekannte Liganden fiir Ca®*-lonen. Sie
binden das fiir die PQQ-GDH essentielle Ca** und verringern somit die Anzahl aktiver
Enzyme. 2. zeigen diese Polymere bei RT eine Dehydratisierung. Daher bilden sie
hydrophobere Oberflachen aus, die eine Interaktion mit dem Coenzym behindern. Der ET
von der NAD-GDH zum Mediator konnte durch Verwendung des PEG nicht verbessert
werden. Der ermittelte lwa/lgr-Faktor ist unverandert im Vergleich zu den PNIPAMFoxy-
Ergebnissen. Die geschwindigkeitsbestimmende Diffusion und damit Oxidation des geldsten
NADH zwischen Enzym und Elektrode wird durch Verwendung des PEGMA anstelle des

PNIPAM weder positiv noch negativ beeinflusst. Der Ferrocen-Mediator kann als Grund flr
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den schlechten ET ausgeschlossen werden, aufgrund der vorliegenden Ergebnisse mit

PNIPAMFoxy und seiner Verwendung in vielzihligen Sensoren. 2% 1251941

1A
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Abb. 60 Vergleich der Enzymkatalysen durch PEGMA-Fc-SS-modifizierte Goldelektroden: A) in

A)

HBS pH 7.5 (---) mit 50 pyg mI"" PQQ-GDH + 5 mM Glucose (—) bzw. B) in HBS pH 8 (--)
mit 50 ug mI" NAD-GDH + 2.5mM NAD* + 100 mM Glucose (—), SR 2mV s,
RE: Ag|AgCl, GE: Platin
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Abb. 61 Vergleich der Enzymkatalysen durch PEGMA-Fc-SH-modifizierte Goldelektroden A) in
HBS pH 7.5 (---) mit 50 pyg mI"" PQQ-GDH + 5 mM Glucose (—) bzw. B) in HBS pH 8 (--)
mit 50 yg mI" NAD-GDH + 2.5mM NAD' + 100 mM Glucose (—), SR 2mV s,
RE: Ag|AgCl, GE: Platin
3.2.2.3 PNIPAM-RuPD-NH,

Das zweite PNIPAM-Polymer zeigte fur die PQQ-GDH bei + 100 mV (Ag|AgCl) einen lyat/lgis-
Faktor von ca. 20, vergleichbar zu dem Wert fir PNIPAMFoxy. Der Faktor von 3 flir NAD-
GDH ist der hochste fliir dieses Enzym in dieser Arbeit ermittelte (Abb. 62). Das Hydrogel

liegt bei Raumtemperatur in hydratisiertem, gequollenem Zustand vor. Die Wechselwirkung
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mit beiden Enzymen wird in gewlnschter Weise beginstigt. Die Ligandengesteuerte
Elektrokatalyse durch das PD konnte somit erfolgreich mit dem angekoppelten Hydrogel

[131, 132, 135] oder Ru-

gezeigt werden. PD wurde bisher in Form von Os-
Metallkomplexen?® - 133 in | 3sung, Kohlenstoffpaste-Elektroden oder in adsorbierten
Polymeren zur NADH-Oxidation eingesetzt. Das verwendete Elektrodenpotential eines
quervernetzten Poly(vinylpyridin)-Os-PD-Polymers liegt bei + 150 mV (Ag|AgCl) fur die
Elektrokatalyse mit einer NAD-abh#ngige Gluocse-6-Phosphat-Dehydrogenase!"

PNIPAM-RuPD-NH,-modifizierte Elektroden konnten nicht in gleichbleibender Qualitat
hergestellt werden. Bei der Herstellung der Elektroden wurde 3,3 -Dithiodi(propionsaure-N-
hydroxysuccinimidylester) verwendet. Méglicherweise reagierte der NHS-Ester bereits vor

Polymerzugabe mit dem Wasser aus der Luft.
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Abb. 62 Cyclische Voltammogramme einer PNIPAM-RuPD-NH,-modifizierten Goldelektrode. A) in

SR2mV s, RE: AglAgCl, GE: Platin

3.2.24 PEGMA-RuPD-SS und PEGMA-RuPD-SH

Die PEGMA-RuPD-Polymere zeigten mit beiden Enzymen keine elektrokatalytische
Oxidation. Fur die NAD-GDH wurde lediglich eine direkte Oxidation des NADH bei ca.
+ 500 mV (Ag|AgCl) ermittelt. Die Uberspannung von ca. 1V (Ag|AgCl), die normalerweise
fur die Elektrooxidation notwendig ist, konnte damit um 500 mV herabgesetzt werden.**! Eine
Erklarung fir die ausbleibende Elektrokatalyse lasst sich mit dem Fehlen des Redoxpeaks
fir PD in den Voltammogrammen geben. Der fehlende PD-Peak bedeutet entweder, das
kein PD im Polymer ist, was durch die Absorptionsspektrometrie ausgeschlossen wurde,
oder dass es durch die Polymermatrix abgeschirmt wird. Sowohl die PEG-Ketten als auch

die Thiolschutzgruppe kénnen den PD-Liganden des RuPD-Komplexes ausgetauscht haben.
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Weiterhin sind die PEG-Ketten in der Lage, das fir die Aktivitdt der PQQ-GDH essentielle
Ca? zu binden und so das Enzym zu inaktivieren. Das kleine NADH-Molekiil kann
offensichtlich durch den Polymerfilm hindurch zur Elektrode diffundieren und wird dort
oxidiert. Das oxidierte NADH-Molekdl kann nicht zum Enzym zurlickkehren oder ist eine

inaktive Form."4

3.225 PEGMA-CTF-SH

CTF ist ein vielfach beschriebener Mediator fur NAD-abhangige Enzyme. Eine Interaktion
zwischen Enzym, Mediator und Elektrode konnte sowohl fur PQQ- als auch NAD-GDH
beobachtet werden. Der Mediator war in seiner modifizierten Form zum ET zwischen Enzym
und Elektrode geeignet. Damit wurde dieser Mediator erstmals in ein Oligomer integriert und
zum Nachweis einer Enzymkatalyse verwendet.

Der Katalysefaktor lia/lge fir PQQ-GDH mit 1.3 ist im Vergleich zu den Ergebnissen mit
PNIPAMFoxy genauso gering, wie flr die PEGMA-Fc-Polymere. Der Faktor fir NAD-GDH ist
mit 1.4 wenig hoher als fiir PNIPAMFoxy und kann durch Zugabe von Ca*" auf 1.9 gesteigert
werden (Abb. 63). Durch die Calciumzugabe wird einerseits ein Komplex zwischen NAD und
CTF aufgebaut, andererseits kommt es zu einer Strukturdnderung des Polymers. Die hier
ermittelten lg./lgr-Faktoren fir NAD- und PQQ-GDH entsprechen denen der PEGMA-Fc-
Polymere. Auch hier scheint der ET durch die PEG-Ketten behindert zu sein.
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Abb. 63 Cyclische Voltammogramme einer PEG-CTF-SH-modifizierten Goldelektrode. A) in HBS-
Puffer pH 8 (-----) mit PQQ-GDH (50 pyg ml”) + 5 mM Glucose (—). B) in HEPES/KCI-
Puffer pH 8 (----) mit NAD-GDH (50 ug ml”") + 2.5 mM NAD" + 100 mM Glucose (—) und
50 mM CaCl, (). SR 10 mV s, RE: Ag|AgCl, GE: Platin
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3.23 Kompetitiver Immunoassay

Zur Entwicklung eines kompetitiven Immunoassays wurde PNIPAMFoxy zusammen mit der
PQQ-GDH (auch sGDH) ausgewahlt, da hier die héchste Geschwindigkeitskonstante fiir den
heterogenen ET und flir sGDH der héchste lya/lgin-Faktor bestimmt wurde.

Es sollte ein kompetitiver Immunoassay mit elektrochemischer Detektion aufgebaut werden.
Als Modellsystem wurde Fluorescein (FITC) und ein PQQ-GDH-markierter Anti-FITC-
Antikorper (Anti-FITC-sGDH) verwendet. Im kompetitiven Assay wird ein FITC-Albumin-
Konjugat (FITC-BSA) auf einer Oberflache immobilisiert. Wasserldsliches Natrium-FITC-Salz
(Uranin) und Anti-FITC-sGDH werden dazugegeben, BSA-gebundenes und geldstes FITC
konkurrieren um die Antikérperbindungsstellen (Abb. 64 links). Eine hohe Menge an
geléstem Uranin bedeutet eine hohe AK-Konzentration im Uberstand, wenig Uranin bedeutet
dagegen, dass wenig AK im Uberstand nachweisbar ist. Die elektrochemische Detektion der
AK im Uberstand, erfolgt (iber die Quantifizierung des Enzymlabels. Dieses Detektionsprinzip

ist vergleichbar mit der Bestimmung von PQQ-GDH in Lésung.

Elektrode Photometer FITC-BSA
Uranin
* \ 8- P 3 Anti-FITC-POD
‘\e‘ K R K X Anti-FITC-sGDH

p Anti-Maus-lgG-AP

% Do Do D

YYD (YYD

Redoxpolymer

Photometer

N 3
AL AR T AL 4 A

CY YOO |l oy oo,

Abb. 64 Schema fur die elektrochemische (links) und optische (rechts) Detektion des

Immunoassay

Vorarbeiten fur den elektrochemischen Immunoassay bestanden in der Konjugatherstellung
und der Optimierung des Tests im optischen Format.

Die Konjugate wurden Uber die Einfliihrung einer Maleimidgruppe in das Enzym, mit sulfo-
SMCC  (Sulfosuccinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexan-1-carboxylat) und  einer
Thiolgruppe in den AK, mit SATP (N-Succinimidyl-S-Acetylthiopropionat), hergestellt. Nach
Vereinigung beider modifizierter Molekille entsteht das Enzym-AK-Konjugat. Die
Konjugatmolekile wurden mittels Affinititschromatographie  mit einer  Nickel-

Iminodiessigsaure(Ni-IDA)-modifizierten Saule aufgereinigt. Die AK binden mit ihrem FC-Teil
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an die Ni-IDA."® Es werden konjugierte und freie AK gebunden. Uberschiissiges Enzym
wird jedoch entfernt. Die Kontrolle der Konjugate erfolgte mittels SDS-PAGE und
Aktivitatstests. Ist eine Aktivitat zu verzeichnen, kann sie nur von einem Konjugat herrthren.
Die Enzymaktivitat fir das Konjugat betrug 30 U mg” und damit ~ 1/3 der Aktivitit des
Enzyms.

Im SDS-PAGE-Gel war einer Erhdhung der Molekulargewichtsbanden (MW) zu verzeichnen
(Abb. 65). Der unkonjugierte IgG-AK wies zwei verschieden grole MW-Banden auf,
resultierend aus seinen schweren (~ 50 kD) und leichten (23 kD) Ketten. Fur die PQQ-GDH
war eine Bande bei ~ 50 kD zu verzeichnen. Fiur das Konjugat wurden deutliche Banden um
150 bis > 260 kD erhalten. Dabei handelt es sich um Konjugate aus den schweren oder
leichten Ketten mit einem oder mehreren Enzymmolekulen. Die Bande bei ~ 50 kD stammt

von unkonjugierten AK-Ketten.

Abb. 65 Ausschnitte einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (invertiert dargestellt). 10 %iges
Gel. (—): PQQ-GDH-Antikérper-Konjugat, (----): IgG-Antikérper, (7): PQQ-GDH; Marker
von oben nach unten: 260, 140, 100, 70, 50, 40, 35, 25, 15, 10 kD

Der optische Enzymimmunoassay zur Optimierung der Uraninmenge wurde mit einem POD-
gelabelten Anti-FITC-Antikdrper (Anti-FITC-POD) anstelle des Anti-FITC-sGDH durchgeflhrt.
FITC-BSA wurde in den Vertiefungen (Wells) der Mikrotiterplatte immobilisiert und Anti-FITC-
POD gemeinsam mit Uranin dazugegeben. Die spektrometrische Detektion des gefarbten
Produktes erfolgte bei 450 nm (Abb. 64 rechts oben). In diesem Fall bedeutet eine hohe
Uraninkonzentration geringe Absorptionsintensitaten.

Bei der optimalen Konjugatverdiinnung von 1:10.000 ergab sich fur Uranin ein dynamischer,
quasi-linearer Bereich zwischen 0.01 und 0.5 pg ml”" Uranin (Abb. 66).
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Abb. 66 Korrelation der Absorption mit der Uraninkonzentration im optischen kompetitiven
Immunoassay mit Anti-FITC-POD-Konjugat, dynamischer, quasi-linearer Bereich: 0.01 —
0.5 ug ml™" (roter Kasten)

Die Bindung von Anti-FITC-sGDH an das FITC-BSA wurden in einem optischen Sandwich-
Assay mit einem Sekundarantikdrper (Anti-Maus-lgG-Alkalische Phosphatase, Anti-lgG-AP)
bestatigt (Abb. 64 rechts unten). Der Substratumsatz des p-Nitrophenylphosphats durch die
Alkalische Phosphatase des Anti-lgG-AP und der damit verbundenen Farbveranderung
wurde bei 405 nm detektiert.

Nach erfolgreicher Konjugation und Optimierung der Assayparameter wurde zunachst die
Konzentrationsabhangigkeit fir sGDH und Anti-FITC-sGDH-Konjugat bei elektrochemischer
Detektion aufgezeichnet (Abb. 67).
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Abb. 67 Konzentrationsabhangigkeiten der Stromsignale von PNIPAMFoxy-modifizierten
Goldelektroden mit unterschiedlichen Konzentrationen an A) PQQ-GDH. HBS-Puffer pH
7.5 + 5mM Glucose und B) Anti-FITC-sGDH-Konjugat in HBS pH 7.5 + 5 mM Glucose,
E + 400 mV, RE: Ag|AgCl, GE: Platin, n =2
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0.5nM (50 ng ml") PQQ-GDH war die geringste Konzentration, die an der PNIPAMFoxy-
modifizierten Goldelektrode mit einer Stromanderung von 42 nA detektiert wurde (Abb. 67
A). Wollenberger et al. verwendeten eine mediatormodifizierte Kohlenstoffpaste-Elektrode
um die Nachweisgrenzen fiir die in Lésung befindlichen Meerrettich-Peroxidase (HRP) und
Microperoxidase-11 (MP-11) zu ermitteln. Mit dem geldsten Mediator 1-(N,N-dimethylamin)-
4-(4-Morpholin)benzen (AMB) wurde ein Detektionslimit von 250 pM (HRP) bzw. 10 nM (MP-
11) erzielt.”"! Kulys et al. ermittelten mit einem &hnlichen Aufbau die Nachweisgrenzen fiir
geléste HRP und Laccase (Polyporus pinsitus) mit 0.15 bzw. 5.9 nM!"*!. Die hier erstmals
ermittelte Nachweisgrenze von 0.5 nM in Lésung befindlicher PQQ-GDH ist vergleichbar
gering und daher vielversprechend fiir den Einsatz in elektrochemischen Immunoassays.

Fiir das Konjugat lag der lineare Messbereich zwischen 5 und 20 nM (1.25 - 5 ug ml™), 5 nM
(1.25 uyg mlI'") war die geringste nachgewiesene Konjugatmenge (Abb. 67 rechts). Ein
empfindlicher Nachweis eines PQQ-GDH-AK-Konjugates war damit in dieser Arbeit erstmals
moglich.

Die maximal bendtigte Konjugatmenge von ~ 150 nM pro Well fur den Immunoassay wurde
aus der ermittelten, maximalen Bindungskapazitidt von 10 ug ml™ FITC-BSA berechnet.
Durch die Messaufbau bedingten Verdiinnungsschritte wurde dafiir eine Stromanderung von
max. 2.7 nA in der Messzelle erwartet. Es wurden zwei verschiedene Uraninmengen, eine
hohe (10 ug ml™") und eine niedrige (0.01 ug ml™"), getestet. Eine Unterscheidung zwischen
der hohen und der geringen Konzentration Uber die in Lésung verbliebene Menge an
Konjugat war mit dem hier verwendeten Messaufbau nicht eindeutig moglich. Eine
Optimierung im Messaufbau, wie z.B. die Miniaturisierung der Elektroden flir die direkte
Messung in der Mikrotiterplatte, wirde zu hoéheren Stromsignalen und damit zu einem
grolkeren Messbereich fiihren. Der Aufbau eines Assays mit der Kompetition von markiertem
und unmarkiertem Uranin um die AK-Bindungsstellen auf der Oberflache und der direkten
Detektion des ungebundenen FITC-Enzym-Konjugats koénnte die Assayempfindlichkeit
erhdhen.

Ein Vergleich mit bisher beschriebenen Immunosensoren ist schwierig, da die
Quantifizierung des Enzymlabels nicht im Vordergrund standen. Es werden vorwiegend die
umgesetzten Substratmengen, die Menge eines Redoxlabels wie Ferrocen oder die
Analytmenge quantifiziert.?" 3 Die detektiete Analytmenge ist sowohl von der
Empfindlichkeit des Biosensors, als auch von den Affinitat der Antikdrper abhangig. So wird
ein kompetitiver, amperometrischer Immunosensor, mit ahnlichem Messprinzip, fir die
Bestimmung von Lidocain verwendet. Hierbei wird der ET vom Enzym zum Fc und
schliellich zur Elektrode in Abhangigkeit von der Analytkonzentration detektiert. Lidocain
kann in einem Messbereich von 5-50 uM bei Enzym- und Substratsattigung detektiert

werden!"®"l. Dieser Messbereich liegt um Faktor 1000 hoéher als der in dieser Arbeit fiir das
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Enzym-Konjugat ermittelte (5 — 20 nM). Ein elektrochemischer Verdrangungsassay fur die
Detektion von 2,4-Dichlorophenoxyessigsaure (2.4-D) zeigt eine Nachweisgrenze von 25 nM
24-D.' Die in der Literatur beschriebenen Nachweisgrenzen erlauben die
Schlussfolgerung, dass mit dem PQQ-GDH-Konjugat mit geeignetem Testaufbau &hnlich

empfindliche Testsysteme erreicht werden kénnen.

3.24 Zusammenfassung
Die elektrokatalytischen Eigenschaften der Polymere sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Es
lassen sich folgende Aussagen Uber den Einfluss des Polymergeristes, des Mediators und

des Enzyms treffen.

Tabelle4 Zusammenfassung der Katalyseeigenschaften der Polymere

Oxidations- Ikat | laite Ikat / laite
Polymer potential/ mV NAD-GDH PQQ-GDH
PNIPAMFoxy +400 1.2 25
PEGMA-Fc-SH +400 13 14 Polymer:
PNIPAM > PEGMA
PEGMA-Fc-SS + 400 1.3 1.2
Mediator:
PNIPAM-RuPD-NH: +100 3 20 PQQ-GDH: Fc > PD >> CTF
PEGMA-RuPD-SH + 500 direkte Ox. - NAD-GDH: Fc = PD = CTF
PEGMA-RUPD-SS + 500 direkte Ox. - Enzym:
PEGMA-CTF-SH +200 14519 13 PQQ-GDH > NAD-GDH

Die besten Ergebnisse fur die elektrochemische Oxidation der Oxidoreduktasen wurden flr
die PQQ-GDH mit PNIPAM-Polymeren und Ferrocen als Mediator (PNIPAMFoxy) erzielt.
Auch als Matrix fur PD war das PNIPAM gut geeignet. Die ermittelten Katalysefaktoren der
PEGMA-Polymere zeigten fur finf von sieben Polymeren fir beide Enzyme &hnliche Werte.
Die abstoBende Wirkung der PEG-Seitenketten auf Proteine konnte durch die
Copolymerisation mit Mediatoren und Ankopplungsgruppen nicht verringert werden. Der PD-
Mediator und auch das CTF konnten ebenso wie das Fc fur die Katalyse der Enzyme
verwendet werden, allerdings mit erheblich geringerer Effektivitat. Die Aktivitat des CTF lie3
sich durch Zugabe von Calciumionen um 40 % steigern.

Fir die PEGMA-RuPD-Polymere lief3 sich eine direkte Oxidation des NADH an der Elektrode
bei + 500 mV verzeichnen.

Die zehnfache Mediatormenge in den PEGMA-Polymeren erhéhte die Katalysefaktoren
nicht. Die Menge von 1.5 % war ausreichend fur einen effizienten Elektronentransfer vom

Enzym zur Elektrode. Durch die Verwendung der dreidimensionalen, hydrophilen Polymere
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kann das Enzym in das Hydrogel einsinken. Somit steht eine groRe Oberflache fur die
Interaktion mit den Redoxzentren zur Verfugung. Die Elektronentransferdistanz zur Elektrode
ist durch den Einsatz kurzer Ankopplungslinker in den Polymerseitenketten klein.

Der Unterschied in den Katalysemechanismen der zwei Enzyme wurde in den Experimenten
deutlich. Das Enzym mit dem l6slichen Coenzym (NAD-GDH) zeigte deutlich geringere
Katalysefaktoren. Das Polymermaterial ist hierbei nicht von entscheidender Bedeutung, da
das Enzym nicht direkt damit in Verbindung treten muss, das frei bewegliche Coenzym
tbernimmt diese Aufgabe. Die Diffusion des NAD*/NADH in der Polymermatrix und der
Elektronenaustausch mit Enzym bzw. Elektrode sind hierbei entscheidend. Bei dem Enyzm
mit dem gebundenen Cofaktor (PQQ-GDH) befinden sich die am Elektronentransfer
beteiligten Molekulle in rdumlicher Nahe. Das Enzym zeigte deutliche Unterschiede in der
Wechselwirkung mit den PEGMA- bzw. PNIPAM-Polymeren. Die Verwendung von PQQ-
GDH in Kombination mit PEGMA-Polymeren ist ungeeignet, da die PEG-Seitenketten die
essentiellen Calciumionen binden und das Enzym inaktivieren.

Erstmals wurde eine geringe Nachweisgrenze von 0.5 nM fir PQQ-GDH und 5 nM fir PQQ-
GDH-Antikoérper-Konjugat mit den neuen hydrophilen PNIPAMFoxy-modifizierten Elektroden
gezeigt.
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3.3 Schaltbare biohybride Redoxsysteme

3.31 PNIPAMFoxy

PNIPAMFoxy ist ein thermoresponsives Redoxpolymer. Aus diesem Grund sollte der
Einfluss der Temperatur auf das Messsignal untersucht werden. Sowohl PNIPAMFoxy als
auch das Vergleichspolymer PNIPAMF (enthalt keine Ankopplungsgruppe) waren Uber den
Temperaturbereich von 20 bis 36°C redoxaktiv. Die Anderung des Stromsignals mit
steigender Temperatur wurde in Anwesenheit von 10 nM sGDH (PQQ-GDH) und 10 mM
Glucose verfolgt. Das immobilisierte Polymer zeigte eine Abnahme des Signals mit
steigender Temperatur auf ca. die Halfte des Anfangswertes (Abb. 68 -o-). Im Gegensatz
dazu stieg das Stromsignal flir PNIPAMF in Lésung mit steigender Temperatur um Faktor 6.

Oberhalb 32°C bildeten sich unlésliche Polymerpartikel, womit auf eine weitere Steigerung
der Temperatur verzichtet wurde (Abb. 68 -m-)."" Der beobachtete Effekt fiir die sGDH mit
dem PNIPAMF ist nicht auf die Steigerung der Enzymaktivitdt mit steigender Temperatur
zurtckzufiihren. Das Temperaturoptimum der PQQ-GDH liegt bei 25°C. Mit steigender

Temperatur auf 40°C ist sogar ein Abfall der Enzymaktivitit um ca. 10% zu

verzeichnen. 20 201]
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Abb. 68 Temperaturabhangigkeit des katalytischen Stroms an Gold-PNIPAMFoxy (-©-) und in

PNIPAMF-L6sung (5 mg ml™" in HBS Puffer) (-M-) mit 10 mM Glucose + 10 nM PQQ-
GDH, Potential: + 350 mV; RE: Ag|AgCl; GE: Platin,n =2

Zur Erklarung der beobachteten Effekte wird ein Modellvorschlag aufgezeigt (Abb. 69). Die
Polymerketten des PNIPAMFoxy sind aufgrund der Immobilisierungsmethode nah an der
Elektrodenoberflache und parallel dazu orientiert, einige Ketten stehen burstenahnlich in die
Lésung hinein (Abb. 69 A links). Sie bilden flexible, redoxaktive Polymerketten und erlauben

somit einen effizienten, heterogenen ET und kurze ET-Wege. Durch Erhdéhung der
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Temperatur schrumpfen die Polymerketten zusammen und die Blrstenstruktur verschwindet
(Abb. 69 A rechts). Aufgrund der steigenden Hydrophobizitat wird die Interaktion zwischen
Ferrocen und sGDH verringert, damit sinkt das Stromsignal. (Abb. 68). Die Stromsignale mit
PNIPAMFoxy-Elektroden lagen bei RT ca. zweifach hoéher als mit der PNIPAMF-L6sung in
vergleichsweise hoher Konzentration (5 mg ml™).

Interessanterweise zeigte die Temperaturabhangigkeit des ldslichen PNIPAMF genau
entgegengesetzte Ergebnisse. Im gequollenen Zustand bildet PNIPAMF relativ lange, lineare
Ketten. Diese Ketten bewegen sich wie I6sliche Mediatoren in der Pufferldsung. Fur einen
effizienten ET mussen sich die Enzymmolekile den Redoxzentren der Polymerketten in
richtiger Orientierung annahern (Abb. 69 B links). Bei hdheren Temperaturen schrumpfen die
Polymerketten. Dadurch kdénnen Aggregate aus Polymerketten und Enzymmolekilen
entstehen (Abb. 69 B rechts). In diesem Zustand werden die Enzymmolekiile von den
Polymerketten umgeben und kénnen mit einer hohen Anzahl an Fc-Einheiten interagieren.

Die Effizienz des ET steigt erheblich an, ein héheres Messsignal wird detektiert (Abb. 68).
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Abb. 69 Modellvorschlag fur den Temperatureffekt von PNIPAMF A) und PNIPAMFoxy-

modifizierte Goldelektroden B).

In dieser Arbeit resultierte das Schrumpfen des immobilisierten Polymers in einer
Abschirmung der Fc-Einheiten und der Elektrode durch hydrophobe Polymeranteile. Die
PQQ-GDH wurde dabei nicht eingeschlossen, der heterogene ET wurde behindert. In der
Literatur zeigt ein kovalent immobilisiertes PNIPAM-Ham-Peptid eine Zunahme des
Messsignals fiir den direkten ET mit steigender Temperatur.®® Das biirstenartig

angekoppelte PNIPAM-Peroxidase-Modell schrumpft bei hdheren Temperaturen und
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verkirzt somit den Abstand des Enzyms zur Elektrode, der ET ist verbessert. Die
Redoxeigenschaften eines in Lésung befindlichen Phenothiazin-markierten
Poly(ethoxyethyletherglycidylethers) lasst sich durch Temperaturerhéhung herabsetzen und

damit die thermoschaltbare Elektrokatalyse von Glucoseoxidase erzielen.?*?

3.3.2 PEGMA-Fc-SH und PEGMA-Fc-SS

Poly(ethylenglykole) binden Alkali- und Erdalkalionen unter Ausbildung Kronenether-
ahnlicher Strukturen.®*®! Die PEGMA-Redoxpolymere lassen sich durch die Zugabe dieser
lonen in ihrer Redoxaktivitat schalten. Fiir diese Arbeit wurden Calciumionen (Ca?®")
exemplarisch fir die Untersuchung der Komplexbildungen mit Erdalkaliionen gewahlt, da
Ca*" fiir die Bildung der aktiven Enzymform der PQQ-GDH eine wichtige Rolle spielen.

Es konnen inter- und intramolekulare Komplexe der PEG-Sauerstoffatome mit den Ca**
gebildet werden (Abb. 70).18!

Abb. 70 Strukturvorschlag fir die inter- und intramolekularen Calciumkomplexe fir zwei PEGMA-
Polymerketten
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Die Komplexbildung der Polymere mit Ca®* wurde turbidimetrisch (Polymer in Lésung) und
amperometrisch (polymermodifizierte Elektroden) bei unterschiedlichen
Calciumkonzentrationen untersucht. Der Effekt von Ca®" auf die Polymerstruktur sollte
charakterisiert werden. Es konnen nur die PEG-Seitenketten, nicht aber die Thiol- oder
Disulfidgruppen das Ca®* komplexieren. Disulfid- und Thiollinker tragen keine Ether-

Einheiten.
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Abb. 71 Abhangigkeit der Absorption von PEGMA-Fc-SH und PEGMA-Fc-SS von der
Calciumkonzentration; 0.04 mg ml”" Polymer in Wasser; PEGMA-Fc-SS (-0-), PEGMA-
Fc-SH (-m-), PEGMA-Fc-SS + EDTA (-¢-), PEGMA-Fc-SH + EDTA (-O-)

Die Absorption fiir das quervernetzte Polymer stieg mit zunehmender Calciumkonzentration
bis ca. 10 mM Calcium (Abb. 71). Der Effekt beruht auf der Verdrangung des Wassers aus
den Polymerketten durch die Ca?* und der Aggregation der hydrophoben Anteile. Beim
Versuch der Umkehr der Komplexierung mit EDTA stieg die Absorption noch starker an,
anstatt wie erwartet auf O zu sinken. Eine Erklarung hierflr kdnnte sein, dass das EDTA sich
zusatzlich an die Ca?-Komplexe anlagert, das Ca®" allerdings nicht aus dem Komplex
herauslésen kann.

PEGMA-Fc-SS wurde durch die Ca?* prazipitiert. Die groRen Molekiilkomplexe aggregieren
durch Ausbildung intra- und intermolekularer Ca-Komplexe, so dass sie ausfallen. PEGMA-
Fc-SH hingegen hat kirzere, lineare Polymerketten, die nicht so stark aggregieren. Daher
andert sich sein Absorptionsverhalten nicht. Das lineare Polymer zeigte keine Veranderung
der Absorptionsintensitat bei Zugabe von Calcium oder EDTA.

Im Gegensatz zum turbidimetrischen Experiment zeigten beide Polymere im
amperometrischen Experiment mit immobilisierten Polymeren ein ahnliches Verhalten (Abb.
72). Es wurde die Oxidation des enzymatisch gebildeten NADH durch polymermodifizierte

Elektroden bei steigender Ca?*-Konzentration beobachtet. Durch die Zugabe von Ca*" stieg
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der Strom steil an. Die Erhéhung des Messsignals erreichte ein Plateau bei einer
Konzentration von ca. 10 mM Ca®" (50 ug ml™" NAD-GDH, 100 mM Glucose, 2.5 mM NAD").
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Abb. 72 Abhangigkeit des Stromes von der Calciumkonzentration mit PEGMA-Fc-SH- (-e-) und
PEGMA-Fc-SS- (-0-) modifizierten Goldelektroden in HEPES /KCl pH 8, 50 pg ml”
NAD-GDH + 2.5 mM NAD" + 100 mM Glucose; E = + 400 mV, RE: Ag|AgCl, GE: Platin,

n=2

Durch das Schrumpfen der PEG-Seitenketten wird der ET an den Ketten vorbei erleichtert
und damit steigt der Strom (Abb. 73). Bei einer Calciumkonzentration von 10 mM sind alle

PEG-Gruppen abgesattigt, eine weitere Steigerung des Signals ist nicht moglich.

Abb. 73 Modellvorschlag fiir den Effekt der Calciumionen auf PEGMA-modifizierte Goldelektroden
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Die Enzymaktivitat selbst, zeigte im photometrischen Experiment durch die Zugabe von

10 mM Calciumionen eine geringe Erhéhung der Aktivitdt um den Faktor 1.1 (Abb. 74).
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Abb. 74 Abhangigkeit der Enzymaktivitdt von der Glucosekonzentration bei photometrischer
Detektion in Abwesenheit (m) und in Anwesenheit (®) von 10 mM Calciumionen; 50 ug

ml”™ NAD-GDH + 2,5 mM NAD" in HEPES/KCI pH 8, n = 2

Der Calciumeffekt lasst sich, wie der Temperatureffekt beim PNIPAMFoxy, fur eine
schaltbare Redoxaktivitat ausnutzen.

Die Messsignale steigender Glucosekonzentrationen mit einer PEGMA-Fc-SS-modifizierten
Goldelektrode lieRen sich durch die Zugabe von 10 mM Calciumchlorid um 80 % erhéhen
(Abb. 76). Der lineare Bereich fir die Glucosekonzentrationen lag zwischen 0 und 2.5 mM
Glucose, vergleichbar mit dem linearen Bereich fir den optischen Aktivitatstest (Vgl. Abb.
74).
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Abb. 75 Konzentrationsabhangigkeit fiur Glucose mit PEGMA-Fc-SS-modifizierten Goldelektroden
in Abwesenheit (m) und in Anwesenheit (®) von 10 mM Calciumionen; 50 yg ml”" NAD-

GDH + 2,5 mM NAD" in HEPES/KCI pH 8; E = + 400 mV, RE: Ag|AgCl, GE: Platin; n = 2
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Abb. 76 Konzentrationsabhangigkeit fur Glucose mit PEGMA-Fc-SS-modifizierten Goldelektroden,
Originalmesskurven zu Abb. 75 in Abwesenheit (A) und in Anwesenheit (B) von 10 mM
Calcium-lonen; 50 ug mI"" NAD-GDH + 2,5 mM NAD" in HEPES/KCI pH 8, E = + 400 mV,
RE: Ag|AgCl, GE: Platin

Durch die Verwendung hydrophilerer Oligo(ethylenglykolmethacrylat)-Monomere, d.h. mit

langeren PEG-Seitenketten, liele sich dieser Effekt wahrscheinlich noch verstarken.

Die Temperatur- und Calciumeffekte lassen sich flr eine gezielte Steuerung der
Polymerstruktur und Permeabilitdt ausnutzen. Ist keine Redoxaktivitat gewlinscht, kann das
Polymer durch Erhéhung der Umgebungstemperatur auf > 30°C, auch lokal an der Elektrode
moglich, oder die Verringerung der Calciumkonzentration inaktiviert werden. Dies ist
interessant fur den Aufbau paralleler Antikdrper- und DNA-Arrays mit Markerenzymen.
Arrays dieser Art werden sowohl fir die Proteinanalytik als auch fur die DNA-
Expressionsanalyse eingesetzt.”® 21 Dazu werden mikroelektronisch hergestellte Arrays
mit einzeln adressierbaren Elektroden eingesetzt. Durch die Verwendung der neuen
schaltbaren Redoxpolymere, kann die aufwendige Herstellung entfallen. Eine einzelne,
grol¥flachige Elektrode kann, wie auch die Arrays, mit Spots verschiedener
Zusammensetzung (AK, DNA-Oligomere 0.4.) versehen werden. Uber aufgesetzte,
wiederverwendbare FlieRkanale oder Uber gerateintegrierte Arrays von Peltierthermostaten
kénnen die einzelnen Elektrodenbereiche gesondert adressiert werden (Abb. 77). Das
Messsignal des aktivierten Spots wird elektrochemisch Uber die Kontaktierung der gesamten
Elektrode erfasst.

Denkbar ist die Anwendung der PEGMA-Polymere flr die direkte Messung in Blut, da die

Blutproteine von den PEGMA-Schichten abgestolien werden.
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Abb. 77 Einsatzmoglichkeiten der neuen schaltbaren Redoxpolymere in Enzymmicroarrays

3.33 Zusammenfassung

Erstmals wurde durch die Variation der Umgebungstemperatur die Kontrolle der
Redoxaktivitat eines kovalent immobilisierten Redoxpolymers gezeigt. PNIPAMFoxy-
modifizierte Goldelektroden zeigten bei einer Temperatur von 20°C ein doppelt so hohes
Stromsignal fur den Glucoseumsatz mit PQQ-GDH als bei einer Temperatur von 36°C. Die
Polymerketten schrumpften bei Temperaturen oberhalb der LCST und die vorherige
dreidimendionale Burstenstruktur verschwand, die Hydrophobizitat der Oberflache stieg
dadurch und die Wechselwirkung des Enzyms mit dem Ferrocen war behindert.

Weiterhin wurde erstmals die durch Ca*-Bindung bedingte Strukturdnderung von PEG-
Seitenketten fur die elektrochemische Analytik ausgenutzt. Die PEGMA-Polymere reagierten
auf die Zugabe verschiedener Ca®*-Konzentrationen mit Verénderung der Absorptions- und
elektrochemischen Eigenschaften. Die Stromwerte fur die Oxidation des enzymatisch
gebildeten NADH stiegen durch die Zugabe von 10 mM Ca?* um 80 %. Diese Beobachtung
ist auf ein Schrumpfen der PEG-Seitenketten durch die Ausbildung Kronenether-ahnlicher

Strukturen zuriickzufihren. Der ET zwischen NADH und den Redoxzentren wird verbessert.






4. Zusammenfassung 91

4. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Entwicklung und Charakterisierung neuer ,smarter®
Redoxhydrogele mit drei verschiedenen funktionellen Eigenschaften und deren Einsatz zur
elektrochemischen Kontaktierung mit Oxidoreduktasen beschrieben.
Diese neuen Redoxpolymere tragen

1. kovalent integrierte Redoxzentren umgeben von einer hydrophilen Polymermatrix,

2. reaktive Kopplungsgruppen fir den Aufbau selbstassemblierter Polymerschichten auf

Elektrodenoberflachen und lassen sich
3. in ihrer Redoxaktivitat durch Verwendung responsiver Polymere Uber externe Stimuli
schalten.

Die Redoxhydrogele wurden nach dem Vorbild eines Baukastensystems in einfachen Ein-
Stufen-Synthesen synthetisiert. Dazu wurden verschiedene Redoxzentren, reaktive
Kopplungsgruppen und Polymermatrices in unterschiedlichen Zusammensetzungen
miteinander copolymerisiert.
Die irreversibel integrierten Redoxzentren wurden durch Derivate von Ferrocen (Fc), 1,10-
Phenanthrolin-5,6-dion (PD) und 4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-fluorenon (CTF) realisiert. Als
Voraussetzung fir die irreversible Integration via Copolymerisation mussten zunachst
polymerisierbare Molekiile der Mediatoren PD und CTF synthetisiert werden. PD wurde Gber
eine Metallkoordinierung (Ruthenium) mit Hilfe eines polymerisierbaren Pyridinlinkers
integriert. 4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-fluorenon wurde erstmals in dieser Arbeit mit
Allylcyanoacetat zu dem  polymerisierbaren  Derivat  (4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-
fluorenyliden)allylcyanoacetat umgesetzt.
Die kovalente Immobilisierung der Polymere auf Goldelektroden erfolgte mittels
copolymerisierter, funktioneller Monomere (Epoxy- (-oxy), Amino- (NH,), Thiol- (SH) oder
Disulfidfunktionen (SS)). Die polymerisierbaren Thiol- und Disulfidlinker wurden vorab durch
einfache Synthesen hergestellt und konnten der direkten Immobilisierung dienen. Die Epoxy-
und Aminogruppen der Polymere wurden Uber externe, funktionelle Thiol- und
Disulfidfunktionen auf die Oberflachen gekoppelt. Die Ankopplung hydrophiler
Redoxpolymere wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal realisiert.
Die Hydrogele Poly(N-Isopropylacrylamid) (PNIPAM) und Poly(ethylenglykolmethacrylat)
(PEGMA) dienten als hydrophile Polymergeriste. Es wurden sieben neue Polymere aus den
genannten Molekilen synthetisiert: PNIPAMFoxy, PEGMA-Fc-SH, PEGMA-Fc-SS, PNIPAM-
RuPD-NH,, PEGMA-RuPD-SH, PEGMA-RuPD-SS und PEGMA-CTF-SH. Der Mediator CTF
wurde damit erstmals in ein Hydrogel integriert. Die Zusammensetzungen der Polymere
unterschieden sich weiterhin durch die zur Polymerisation eingesetzten Monomeranteile und

resultierenden Kettenlangen. Der eingesetzte Mediatoranteil in den PNIPAM-Polymeren
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betragt 1.5 % und der eingesetzte Anteil der Kopplungsgruppen 21 %. In den PEGMA-
Polymeren wurden sowohl 14.5% Mediator- als auch Kopplungsgruppenmonomere
eingesetzt. Die Hydrogele zeigten eine Verteilung der Molekulargewichte von 1 bis 36 kD.
Die Integration der Mediatoren und die kovalenten Ankopplungen per Selbstassemblierung
auf Goldelektroden wurden physiko- und elektrochemisch bestatigt. Die Redoxpotentiale der
verschiedenen Polymere fiir die unterschiedlichen Redoxzentren, lagen im Bereich von 0 bis
+400 mV (Ag|AgCl). Es wurden Geschwindigkeitskonstanten fiir den heterogenen
Elektronentransfer von 20 bis 80 s™” ermittelt, die Ferrocen-Polymere zeigten dabei den
effizientesten ET.

Diese Hydrogele wurden in Form von dunnen Polymerfilmen auf Elektrodenoberflachen
aufgebracht. Durch die erstmals gezeigte, derartige Ankopplung der Polymere, unabhangig
von der Kopplungsgruppe, entstehen dreidimensionale, hydrophile Polymerschichten. Sie
bilden eine Kombination aus bisher eingesetzten Mediatormonoschichten und
Redoxpolymeren (Abb. 78). Die Elektronentransferwege sind kurz und der

Elektronentransfer daher effizient.
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Abb. 78 Vergleichende Abbildungen zweidimensionaler und dreidimensionaler

Elektrodenmodifizierungen, rot: Mediator, griin: Redoxhydrogel

Diese polymermodifizierten Elektroden wurden flir die Kontaktierung von zwei exemplarisch
ausgewahlten Oxidoreduktasen eingesetzt. Beide Enzyme unterscheiden sich in ihren
Katalysemechanismen insofern, dass die Nicotinsdureamid-adenin-dinucleotid-abhangige
Glucosedehydrogenase (NAD-GDH) ein frei bewegliches Coenzym und die
Pyrrolochinolinchinon-abhangige Glucosedehydrogenase (PQQ-GDH) ein prosthetisches
Coenzym verwenden. Die geeignete Polymerzusammensetzung fir die Interaktion mit den
Enzymen wurde ermittelt. Die beiden PNIPAM-Polymere, mit Ferrocen und PD als Mediator,
ergaben die héchsten Katalysefaktoren (katalytischer Strom/diffusiver Strom) fir PQQ-GDH.
Aufgrund der kurzen Elektronentransferwege waren die hdheren Mediatoranteile in den
PEGMA-Polymeren nicht notwendig fur effizientere Elektronentransferprozesse. Fur die

NAD-GDH wurden fiir vier von sieben Polymeren fast identische, Katalysefaktoren von 1.2 -
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1.3 erhalten. Das frei bewegliche Coenzym NAD transportiert die Elektronen zwischen
Redoxzentren und Enzym. Der Elektronentransfer in der Polymermatrix spielte dabei keine
Rolle. Die PEGMA-Polymere ergaben auch fir die PQQ-GDH keine hdéheren
Katalysefaktoren. Diese Polymere kénnen die fir die PQQ-GDH essentiellen Calciumionen
binden und damit zu deren Inaktivitat beitragen. Die AbstoRungskrafte der PEG-Seitenketten
auf Biomolekille konnten durch die Copolymerisationen mit weiteren Monomeren nicht
verkleinert werden.

Das PNIPAMFoxy wurde in Verbindung mit der PQQ-GDH fir den Aufbau eines
kompetitiven Immunoassays eingesetzt. Das in Lésung befindliche Enzym liel3 sich mit einer
erstmals erreichten Empfindlichkeit von 0.5 nM nachweisen, das daraus hergestellte
Konjugat ergab eine Nachweisgrenze von 5 nM.

Die Redoxaktivitaten der PNIPAMFoxy- und PEGMA-Fc-Polymere lieRen sich durch externe
Stimuli in Form von Temperatur und Calciumkonzentrationen kontrollieren. Erstmals wurden
die responsiven Eigenschaften der Polymermatrices flr die Schaltung des
Oxidationvermdgens von irreversibel fixierten Redoxpolymeren eingesetzt. Das Stromsignal
fur den Glucoseumsatz durch PQQ-GDH wurde durch die Erhéhung der Temperatur von 20
auf 36°C um die Halfte verringert. Dieser Effekt wurde in einem vorgeschlagenen Modell
erklart. Das Redoxsignal fur die Oxidation des enzymatisch gebildeten NADH an PEGMA-
Fc-Polymeren wurde durch die Zugabe von 10 mM Calciumionen gesteigert. Die
Empfindlichkeit der modifizierten Elektroden fur die Detektion unterschiedlicher
Glucosekonzentrationen konnte so um 80 % gesteigert werden. Ein Modell fir die
Komplexierung der Calciumionen durch die PEG-Seitenketten unter Ausbildung
Kronenether-ahnlicher Strukturen und der daraus resultierenden Steigerung des

Elektronentransfers wurde vorgeschlagen.
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5. Ausblick

Die aus dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse Uber die  geeignete
Polymerzusammensetzung und Mediatormolekiile der Hydrogele kénnen fir den Aufbau

weiter optimierter Redoxpolymere eingesetzt werden.

Es wurde deutlich, dass PNIPAM das besser geeignete Hydrogel darstellte. Die
Temperaturkontrolle der Redoxaktivitat lieRe sich durch die Einflihrung hydrophiler oder
hydrophober Gruppen genauer einstellen. Ein Mediatoranteil von 1.5 % war ausreichend fur

einen effizienten Elektronentransfer.

Zur Ausnutzung des Calciumeffektes kénnen die PEGMA-Polymere ebenfalls optimiert
werden. Langere PEG-Seitenketten flhren ebenfalls zu hydrophileren Polymeren, die fir die
Kontaktierung der Oxidoreduktasen besser geeignet waren. Aulerdem kdnnen auch sie flr

eine Temperaturkontrolle eingesetzt werden.

Aulerdem kann die Copolymerisation von CTF in langere Polymerketten gelingen, indem
zunachst das Allycyanoacetat copolymerisiert wird und erst anschliefend die Knoevenagel-
Kondensation mit 4-Carboxy-2,5,7-trinitro-9-fluorenon durchgefiihrt wird. So wird die

Inhibition der Polymerisation durch die Nitrogruppen verhindert.

Die Ankopplungsgruppen fir den Aufbau selbstassemblierter Schichten kénnen fir die
Ankopplung von Enzymen oder Proteinen eingesetzt werden. Die Modifizierung mit den
Epoxy- und Amino-funktionalisierten Polymeren kdnnte beschleunigt werden, indem die
funktionellen Gruppen vorab mit den externen Thiol- und Disulfidgruppen umgesetzt werden.
Weitherin stehen diese Gruppen fir die Modifizierung anderer Elektrodenoberflachen als
Gold zur Verfigung. So kénnen sie z.B. an funktionalisierte Silane gekoppelt werden, welche
auf Indiumzinnoxid-, Kohlenstoffpaste- oder Platinelektroden immobilisiert sind. Aufgrund der
anderen Elektrodenmaterialien kénnten z.B. die PEGMA-RuPD-Polymere zu effizienten

Elektrokatalysen eingesetzt werden.

Die polymermodifizierten Elektroden koénnen flir eine Vielzahl an Enzymen und damit
Analyten eingesetzt werden. Die NAD-GDH und PQQ-GDH wurden exemplarisch fur die
NAD- und PQQ-abhangigen Enzyme eingesetzt. Eine Ubertragung auf weitere Enzyme

sollte problemlos mdglich sein.

Der Einsatz der polymermodifizierten Elektroden fur Immunoassays oder -sensoren kann
durch einen optimierten Messaufbau erfolgen. Durch Miniaturisierung der Elektroden kénnen
Verdiinnungsschritte vermieden werden. Eine Anderung des Messprinzips in die direkte
Kompetition von markiertem und unmarkiertem Analyten, anstelle der beschriebenen
Kompetition um die Analytbindungsstellen eines markierten Antikorpers, kdnnte ebenfalls

eine Verbesserung der Assayempfindlichkeit fihren.
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Die schaltbaren Redoxaktivititen der Polymere kénnen flir den Aufbau von
Enzymmicroarrays eingesetzt werden (Abb. 79). Sie kdnnten die aufwendige Herstellung von
Elektrodenarrays einzeln ansprechbarer Elektroden ersetzten. Die Polymere kénnten auf
einen Goldchip gespottet werden. Die einzeln ansprechbaren Spots werden durch die
Temperaturregelung unterhalb des Chips, z.B. durch einen wiederverwendbaren Array aus
Peltierthermostaten im Probenhalter, erreicht. Sie kdnnten aber auch durch den Aufsatz von
Mikrofluidikzellen mit unterschiedlichen FlieRkanalen, einzeln ansprechbare FlieRkanale
bilden.

Temperatur Ca?*-Konzentration

FlieBzelle F

Peltierthermostat-Array

Abb. 79 Einsatzmoglichkeit der neuen schaltbaren Redoxpolymere in Enzymmicroarrays
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6. Material und Methoden
6.1 Material

“Perfect Block”

1,10-Phenanthrolin-5,6-dion

1-Brombutan

1-Brombutanol
2,2’-Azobis(4-methoxy-2,4-dimethylvaleronitril)
2,6-Dichloroindophenol
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol (Tris Base)
2-Hydroxylethylmethacrylat

2-Methylacryloylchlorid

3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB-ready-to-use-L&sung)
3,3 -Dithiodipropionsaure

3,3 -Dithiopropionsaure-di(N-hydroxysuccinimidylester)
4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsaure (HEPES)
4-lodobutylacetat 85%

4-Pyridinpropanol

Acrylamid/Bisacrylamid (30:1)

Allylamin

Ammoniumpersulfat

Anti-Fluorescein-Antikérper Peroxidase markiert (Anti-FITC-POD)
Calcium(Il)chloriddihydrat

Cysteamin

Dichloro-Ruthenium-Triphenanthrolinhydrat [(RuP3)Cl,]
Diethylenglykolmethylethermethacrylat
Dimethylformamid

Dioxan

Ethanol 96%

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
FreeZyme-™-Conjugation Purification Kit

Glycerin

Glycin

Kaliumchlorid (99,99%)

Kaliumhydroxid

Lithiumchlorid

Magermilchpulver
Methacrylsaure-2,3-epoxypropylester
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
NAD-abhangige Glucosedehydrogenase (NAD-GDH)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

N-Isopropylacrylamid
N-Succinimidyl-S-Acetylthiopropionat (SATP)
Perchlorsaure 70%

p-Nitrophenylphosphat (pNPP)
Poly(ethylenglykolsorbitanmonolaurat) (Tween 20)
PQQ-abhangige Glucosedehydrogenase (PQQ-GDH, sGDH)
Pyrrolochinolinchinon (PQQ)

Roti®-Quant (Proteinbestimmung nach Bradford)
Ruthenium(lil)chlorid

MoBiTec
Aldrich
Fluka
Fluka
Wako
Fluka
Sigma
Fluka
Fluka
Sigma
Fluka
Fluka
Sigma
Aldrich
Aldrich
Sigma
Fluka
Fluka
Rockland
Merck
Fluka
Aldrich
Aldrich
Fluka
Fluka
Roth
Roth
Pierce
AppliChem
Merck
Sigma
Roth
Aldrich
AppliChem
Fluka
Sigma
Fluka
AppliChem
Aldrich
Pierce
Merck
Gerbu
Sigma
Roche
Fluka
Roth
Fluka

Sulfosuccinimidyl-4-[N-maleimidomethyl]-cyclohexan-1-carboxylat (Sulfo-SMCC) Pierce

Tetrabutylammoniumhexafluorophosphat
Tetrahydrofuran
Trichlormethan

Aldrich
Fluka
Riedel-de-Haen
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Triethylenglykolethylethermethacrylat Aldrich

Tris(2-carboxyethyl)phosphin-hydrochlorid (TCEP HCI) Pierce

Vinylferrocen Alfa Aesar

B-Nicotinsdureamid-adenin-dinulceotid (NAD) Gerbu

B-Nicotinsdureamid-adenin-dinulceotid reduziert (NADH) Gerbu

6.2 Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung Bemerkung
HBS-Puffer 20 mM HEPES, 20 mM KCl und 1 mM pH-Wert-Einstellung mit 2 M
CaCl, in Wasser Kaliumhydroxid (KOH) auf 7,5

bzw. 8

HEPES / KCI-Puffer 20 mM HEPES und 20 mM KCI in Wasser pH-Wert-Einstellung mit 2 M KOH
auf 7.5 bzw. 8

KCI-Lésung 3 M KCl in Wasser

PBS-Puffer 1.5 mM KH,PO,, 8 mM Na,HPO, - 12 H,O, pH-Wert 7.4

137 mM NaCl, 2.7 mM KCI in Wasser
PBS / EDTA-Lésung PBS-Puffer + 5 mM EDTA

CaCl,-Lésung 1M CaCl, in Wasser

EDTA 0.5 M EDTA in Wasser

KCI/HCI / Pepsin- 0.1 M KCl in Wasser + 2 mg ml”" Pepsin pH-Wert wird mit 0.1 M HCI auf
Ldsung 21

2mg ml™ Pepsin werden jeden
Tag frisch zugegeben
Hydroxylamin-HCI- 0.5 M Hydroxylamin + 25 mM EDTA in
Lésung PBS
TBS-Puffer Fertig geliefert im FreeZyme™

Conjugation Purification Kit

6.3 Methoden

Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC): Analytische und praparative HPLC-
Trennungen wurden mit einem SHIMADZU-HPLC-System (Pumpe: LC-20AT, Degasser:
DGU-20A3, Kommunikationsmodul: CBM-20A) an einer MZ-Aqua Perfect C 18 Saule
(SaulengrofRe: 250 x 4.6 mm (analytisch) bzw. 250 x 20 mm (praparativ); Korngréfe: 5 um)
der Firma MZ-Analytik (Deutschland) als stationarer Phase unter Verwendung eines
UV / Vis-Detektors (SPD-10A VP, SHIMADZU, Deutschland) durchgefihrt. Fir die
Aufreinigung von CTFM und des Allycyano-CTF wurde eine RP 18 Saule der Firma MZ
Analytik (SaulengroRe: 600 x 7.8 mm; KorngroRe: 5 ym; PorengréRe: 500 A) als stationare
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Phase verwendet. Die mobilen Phasen sind in den jeweiligen Syntheseabschnitten
angegeben.

Gelpermeationschromatographie (GPC): Die Bestimmung der Molekulargewichte von
PNIPAMFoxy und PNIPAMF wurde mit einem Thermo Separation Products-GPC-System
(Thermo Fisher Scientific Deutschland, Dreieich) an GRAM-Saulen (Polymer Standard
Service GmbH (PSS), Mainz, Deutschland) (Partikelgrofie: 7 um; Porengréfe: 100 und
1000 A, SaulengréBe: 300 mm x 8 mm) durchgefiihrt. Eine Lésung aus Methylpyrrolidon und
0.5 wt% Lithiumbromid (LiBr) diente als Eluent. Die Flussrate betrug 0.5ml min™. Die
Detektion erfolgte bei Raumtemperatur durch die Bestimmung des Brechungsindexes bzw.
UV / Vis-Absorption bei 300 nm in Poly(styrol)aquivalenten.

Die Bestimmung der Molekulargewichte der anderen Polymere erfolgte mit einem Spectra-
System-GPC-System (Thermo Fisher Scientific Deutschland, Dreieich) an GRAM-Saulen
(Polymer Standard Service GmbH (PSS), Mainz, Deutschland) (Korngréfe: 10 um;
Saulengrofle: 300 mm x 7.5 mm) als stationdre Phase. Die Trennung erfolgte mit dem
Eluenten DMSO + 0.5 g I LiBr bei einer Flussrate von 1 ml min™'. Die Detektion erfolgte bei
Raumtemperatur mit  einem  Brechungsindexdetektor und  mittels UV / Vis-
Absorptionsmessung bei 300nm. Dabei diente Poly(methylmethacrylat) als
Standardsubstanz.

Diunnschichtchromatographie: Es wurden Kieselgel 60 beschichtete Aluminiumfolien mit
Fluoreszenzindikator (A =254 nm) und Konzentrierungszone der Firma Merck verwendet
(DC-Fertigplatten, Kieselgel 60 Fas4, Schichtdicke 0.2 mm, Merck).
Sidulenchromatographie: Die praparative Saulenchromatographie wurde in selbstgefillten
Schwerkraftsdulen verschiedener Gréfke an Kieselgel 60 (Merck, Deutschland; Korngrof3e:
0.063-0.02 mm) als stationarer Phase vor der Polymerisation durchgefihrt. Trichlormethan
(CHCI3;) diente als mobile Phase. Die gewlinschten Fraktionen wurden mittels
Dunnschichtchromatographie (Laufmittel: CHCI3) ermittelt.

Die Aufreinigung der RuPD-Polymere erfolgte mittels GroRenauschluchromatographie in
selbstgeflillten Schwerkraftsaulen an SX-3-Beads von BioRad. Die Saule wurde mit Toluol,
einem Toluol-CHCI;-Gemisch (1:1) und letztendlich mit CHCI; gespult. Die Elution erfolgte
mit CHCI;. Die gewunschte Fraktion wurde anhand der Farbe, der Absorption und des
elektrochemischen Verhaltens bestimmt.

Kern-Magnet-Resonanzspektrometrie (NMR): Es wurden 'H-Spektren (256 Scans) oder
3C-Spektren (256 Scans) in deuteriertem Methanol, Trichlormethan oder DMSO mit einem
Avance 300 Spektrometer (Bruker Franzen Analytik, Bremen) aufgezeichnet. Die
chemischen Verschiebungen (in ppm) wurden in bezug auf das angegebene deuterierte

Lésungsmittel bzw. das undeuterierte Restldsungsmittel ermittelt.
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Massenspektrometrie: Die Massenspektren wurden mit einer GC-MS SSQ 710 (Finnigan,
Thermo Scientific Deutschland, Dreieich) unter Elektronenionisierung bzw. einem MALDI-
TOF REFLEX Il (Bruker Franzen Analytik, Bremen) aufgenommen. Als Probenmatrix diente
eine 5 % Ldsung aus 2°, 4°, 6°-Trihydroxyacetophenonenmonohydrat (THAP) in Methanol.
Kontaktwinkelmessungen: Mit einem BOC Auto 500 Sputtering System (Edwards Limited,
Grof3britannien) wurden goldbeschichtete Deckglaser hergestellt. Die mit Hellmanix-Lésung
vorgereinigten Deckglaser wurden mit einer ersten 10 nm-starken Chromschicht und einer
zweiten 100 nm-starken Goldschicht beschichtet. Bis zu ihrer Verwendung wurden sie in
Ethanol gelagert.

Die Kontaktwinkel der polymermodifizierten Golddeckglaser (Modifizierung analog zur
Elektrodenmodifizierung Kap. 6.4.2) wurden mit einem videogesteuerten optischen
Kontaktwinkelmessgerat (OCA 20; Data Physics Instruments GmbH, Bad Vilbel,
Deutschland) unter Verwendung von Reinstwasser bestimmt. Es  wurden
Zehnfachbestimmungen durchgeflhrt.

Temperatur-abhangige Messungen: Die turbidimetrischen Messungen der PNIPAM-
Polymere in Wasser bei verschiedenen Temperaturen wurden bei einer Wellenlange von 600
bzw. 750 nm mit einem JASCO V-570 Spektrophotometer (JASCO, GroR-Umstadt,
Deutschland) mit temperierbarer Messzelle in Halbmikrokivetten (Schichtdicke: 1 cm)
durchgeflihrt. Die Temperierung erfolgte Uber einen Peltier-Thermostaten.

Die amperometrischen Messungen von PNIPAMFoxy und PNIPAMF bei verschiedenen
Temperaturen wurden mit einer temperierbaren Glasmesszelle im Dreielektrodensystem wie
unter Kap. 6.4.4 beschrieben, durchgeflihrt. Die Temperaturen wurden Uber einen Bereich
von ca. 20 bis 60°C variiert.

Einfluss der Calciumionen (Ca**): Der EinfluR der Ca®" auf die PEG-Polymere wurde
photometrisch und amperometrisch bei variierenden Calciumkonzentrationen untersucht. Die
photometrischen Messungen wurden bei einer Wellenlange von 600 nm und 0.04 mg / ml
Polymer in Wasser und die amperometrischen wie unter Kap. 6.4.4 beschrieben, bei
gleichbleibenden Enzym- und Substratmengen, durchgefuhrt.
UV/Vis-Absorptionsmessungen: Die Absorptionsspektren wurden mit einem JASCO V-570
Spektrophotometer in Halbmikrokiivetten im Bereich von 300 — 800 nm gegen Luft (PMMA,;
Schichtdicke 1 cm; Carl Roth GmbH + Co KG, Deutschland) aufgezeichnet. Die Polymere
wurden in Wasser bzw. Ethanol geldst eingesetzt.

Die Enzymaktivitaten wurden wie unter Kap. 6.6.2 beschrieben, bei 340 nm bzw. 600 nm

spektroskopisch ermittelt.
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6.4 Elektrochemische Messungen

6.4.1 Elektrodenvorbereitung

Polieren mit Aluminiumpasten: Die Diskelektroden wurden mit Pasten aus
Aluminiumoxidpulver (Korngréfie: 0.1, 0.3, 0.05 um) flr je 5 min auf einer Polierunterlage
poliert. Zwischendurch wurden die Elektroden mit Wasser abgespult. Am Ende wurden sie
im Ultraschallbad fir 10 min behandelt. Zusatzlich konnten sie mittels Cyclischer
Voltammetrie im Dreielektrodensystem in 1 M Schwefelsdure und folgenden Einstellungen

gereinigt werden: von -1.5V bis +1.8 V, 0.5V s, 50 Scans.

6.4.2 Elektrodenmodifizierung

Die Elektroden wurden je 12 h in der Polymerlésung (1 mg ml™ in EtOH) inkubiert. Fiir die
SH-Polymere wurden zusatzlich 5 mM Tris(2-carboxyethyl)phosphinhydrochlorid (TCEP HCI)
als Reduzierungsreagenz zugegeben. Im Falle von 12 wurden die Elektroden zunachst 12 h
in 10 MM Cysteamin und anschlieBend 12 h in PNIPAMFoxy (0,5mgml”" in Wasser)
inkubiert. Fir 24 wurde eine 10mM Loésung von Dithiodipropionsaure-di(N-
Hydroxysuccinimidylester) in DMF als externe Thiolverbindung verwendet. Vor dem
Gebrauch wurden die Elektroden mit dem jeweiligen Messpuffer abgespililt.

33 wurde in Tetrahydrofuran gelost und fir 10 min an Gold- bzw. Glaskohlenstoffelektroden

adsorbiert. Anschliellend wurde die Elektrode mit dem Messpuffer abgespdilt.

6.4.3 Cyclische Voltammetrie und Square-Wave-Voltammetrie

Die voltammetrischen Messungen wurden mit einem Autolab PGSTAT 30 System (Eco
Chemie B.V., Utrecht, Niederlande) und der GPES Analysesoftware (General Purpose
Electrochemical System Version 4.9) durchgefiihrt. Die Messungen wurden im
Dreielektrodensystem mit einer (modifizierten) Arbeitselektrode (AE; Gold), einer
Referenzelektrode (RE; Ag|AgCI|3 M KCI) und einer Gegenelektrode (GE; Platin) in einer 1-
ml-Messzelle im angegebenen Puffer, durchgefuhrt. Die verwendeten
Vorschubgeschwindigkeiten (Scanraten (SR)) werden jeweils angegeben.

Die Geschwindigkeitskonstante fir den heterogenen Elektronentransfer &, wurden nach der

Methode von Laviron aus der Peakseparation ermittelt.!'®"

6.4.4 Amperometrie

Amperometrische Messungen wurden mit einem Potentiostaten Pulsed Electrochemical
Detector (Biometra, Géttingen, Deutschland) im Dreielektrodensystem (modifizierte AE, RE
(Ag|AgCl| 3M KCI), GE (Pt)) in einer 1-ml-Messzelle in HEPES/KCI- oder HBS-Puffer bei pH
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7.5 oder 8 durchgefluhrt. Die verwendeten Potentiale werden jeweils angegeben. Wahrend
der Messungen wurde die Lésung geruhrt. Es wird die Stromzunahme nach Enzym- und

Substratzugabe ermittelt. Die entsprechenden Konzentrationen werden jeweils aufgefuhrt.

v

Abb. 80 Typischer Kurvenverlauf einer amperometrischen Messkurve, @ Hintergrundsignal, &

Enzym- und Substratzugabe

Die Auswertung des Signals erfolgte wie in Abb. 80 dargestellt. 3 min nach Enzym- und
Substratzugabe wurde die Stromdifferenz (Al) zwischen Hintergrundsignal (@) und

resultierendem Stromsignal (®) ermittelt.

6.5 Polymersynthesen

6.5.1 Monomere

Synthese von 1-(4-Hydroxybutyl)-1,2-dihydro-1,10-Phenanthrolin-5,6-dion (19)

Die Synthese von 1-(4-Hydroxybutyl)-1,2-dihydro-1,10-Phenanthrolin-5,6-dion (19) wurde
modifiziert nach Hilt et al.l'*"! durchgefiihrt. 500 mg (2.375 mmol) 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion
(17) und 189 mg (1.187 mmol) Brombutanol (18) wurden in 50 ml Acetonitril gelést und unter
Stickstoffatmosphare und Ausschluss von Licht sieben Tage bei Raumtemperatur gerihrt.
Die Bildung eines gelben Niederschlags konnte beobachtet werden. Die Reaktionskontrolle
erfolgte mit Hilfe von Dunnschichtchromatographie und HPLC (Laufmittel: 90 %
Methanol / 10 % Wasser). Das gelbe Prazipitat wurde abfiltriert, in Methanol aufgenommen
und mittels HPLC aufgereinigt. Neben dem PD wurden zwei weitere Fraktionen erhalten. Die
Charakterisierung der beiden Fraktionen mittels 'H-, ®*C-NMR und Massenspektrometrie
fuhrten zu keinem zufriedenstellenden, eindeutigen Ergebnis.

Weitere Synthesen mit Brombutan wurden, analog zur beschriebene Synthese, zur
Aufklarung der Syntheseprodukte durchgefiihrt. 100 mg (476 pmol) 1,10-Phenanthrolin-5,6-
dion und 65.2 mg (51 pl; 476 pmol) Brombutan (20) wurden in 100 ml trockenem Acetonitril



Polymersynthesen 6. MATERIAL UND METHODEN 103

24 h bei Raumtemperatur gerthrt. Der Reaktionsverlauf wurde mittels HPLC (90 %
Methanol/10 % Wasser) verfolgt.

C16H1sN203: 283.3 g mol”

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 8 = 8.8 — 7.4 ppm (m, Ar CH-2 bis CH-4 und CH-7 bis CH-9);
4.3 ppm (s, CH»-15); 3.2 — 2.9 ppm (m, CH>-18, OH-19); 1.55 ppm (m, CH,-17); 1.3 ppm (m,
CH-16).

3C-NMR (300 MHz, CDCls) Fraktion 1: § = 181.5, 170,8, 160.6, 156.1, 153.1, 149.2, 143.8,
131.2, 128.6, 122.3, 89.0, 77.0, 69.9, 39.3, 23.2 ppm.

3C-NMR (300 MHz, CDCls) Fraktion 2: & = 163.5, 141.3, 138.4, 134.8, 130.5, 126.7, 121.7,
117.3,94.9, 84.5, 77.0, 54.0, 37.3, 19.8 ppm.

MS ESI (m/z) Fraktion 1: 287 [M+4]; 356 [M-Butanol], 465 [Dimer 2PD-1Butanol, -10H], 508
[Dimer 2PD-2Butanol, -20H].

MS ESI (m/z) Fraktion 2: 287 [M+4], 551 [Dimer 2PD-2Butanol, —10H + Na], 565 [2(M)]

Synthese von [Ru(PD),]**-Komplex (22)

1.4 g (5,35 mmol) RuCl;-3 H,O (21) wurden in 50 ml N,N-Dimethylformamid (DMF) geldst. Zu
der Lésung wurden 1.5 g (35,4 mmol) LiCl zugegeben und das Gemisch unter Riickfluss und
Stickstoffatmosphére zum Sieden erhitzt. Eine Loésung von 4.5g (10.7 mmol) 1,10-
Phenanthrolin-5,6-dion (17) in 50 ml DMF wurde innerhalb 1 h langsam der ersten Losung
zugetropft. Nach dem Abschluss der Zugabe wurde das Reaktionsgemisch weitere 8 h bei
185°C geruhrt. Nach dem Abkihlen wurden 400 ml Aceton und 100 ml Diethylether
zugegeben und die Mischung flir 24 h bei -18 °C gelagert. Das prazipitierte Produkt wurde
abfiltriert und vakuumgetrocknet. Die Ausbeute betrug 58 %. Die Aufreinigung erfolgte mittels
praparativer HPLC (MZ-Aqua Perfect; Laufmittel: 90 % Wasser/ 10 % Methanol). Der
Komplex wurde mittels Massenspektrometrie bestatigt.

MS (m/z): 592 [M]; 615 [M + Na’]
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Synthese von 3-(Pyridin-4-yl)propylmethacrylat (Ligand) (24)

Eine Mischung aus 10 g (72.9 mmol) 4-Pyridinpropanol (23) und 10 g (100 mmol, 13.77 ml)
Triethylamin wurde auf 0°C temperiert. Dazu wurde eine Lésung von 8.36 g (80 mmol)
Methacrylsaurechlorid (4) in 40 ml Dichlormethan (DCM) tropfenweise zugesetzt. Nach dem
vollstandigen Zutropfen der Losung wurde das Reaktionsgemisch 24 h bei Raumtemperatur
geruhrt. AnschlieRend wurde das Produkt mehrere Male mit Wasser gewaschen und
vakuumgetrocknet. Die Ausbeute betrug 20 %. Vor der Polymerisation wurde das
Rohprodukt sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel 60, CHCI3). Die neue Verbindung,
3-(Pyridin-4-yl)propylmethacrylat (24), wurde mittels 'H-NMR und Massenspektrometrie
charakterisiert.

C12H15NO,: 205.26 g mol™

'H-NMR (300 MHz, CDCl;): & = 8.6 ppm (d, CH-1 und CH-4); 7.24 ppm (d, CH-2 und CH-5);
6.18 ppm (d, CHx-11); 5.67 ppm (d, CHx-11); 4.28 ppm (m, CH,-8); 2.82 ppm (m, CH,-6);
2.14 ppm (m, CH2-7); 2.04 ppm (s, CH3-12).

MS (m/z): 205 [M]; 206 [M + H]

Synthese von 6-(Pyridin-2-yl-disulfanyl)hexylmethacrylat (Thiollinker) (5)

5 g (22.7 mmol) 2,2 -Dithiopyridin (1) wurden in 50 ml Methanol, versetzt mit 333 ul Eisessig,
gelost. Dazu wurden 1.5 ml (1.47 g, 11 mmol) 6-Mercapto-1-hexanol (2), gelést in 4 ml
Methanol wurden langsam dazugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 3 h bei RT geruhrt.
Der Reaktionsverlauf wurde diinnschichtchromatographisch (Kieselgel 60, Dichlormethan)
verfolgt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (Kieselgel 60, Trichlormethan)
gereinigt und das Ldsungsmittel abdestilliert. Das Produkt (3) wurde in 50 ml Dichlormethan
versetzt mit 8 ml Triethylamin geldst und diese Mischung auf 0°C abgekuihlt. Anschlielend
wurden 1.12 ml (1.2 g, 11.5 mmol) Methacrylsaurechlorid (4) in 20 ml Dichlormethan geldst
und der ersten Ldsung langsam tropfenweise zugesetzt. Die Mischung wurde auf
Raumtemperatur erwarmt und 24 h gerthrt. Zur Aufarbeitung wurde das Produkt mehrmals
mit gesattigter NaCl-Lésung extrahiert. Die organische Phase wurde vom L&sungsmittel
befreit und saulenchromatographisch tber Kieselgel 60 mit Petrolether / Ethylacetat 1:1 als
Eluent aufgereinigt. Nach dem Abdestillieren des Lésungsmittels wurde ein farbloses Ol (5)

mit 58 % Ausbeute erhalten. Die Charakterisierung erfolgte mittels "H-NMR.
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'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 8.45 ppm (d, CH-1); 7.7 - 7.05 ppm (m, Ar CH-2 bis CH-4);
6.2 ppm (d, CHx-14a); 6.05 ppm (d, CH>-14b); 4.1 ppm (m, CH»-11); 2.56 ppm (m, CH2-6);
1.9 ppm (s, CH3-15); 1.65 ppm — 1.2 ppm (m, CH;-7 bis CH-10).
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Synthese von Dithiodi((2-propanoyloxy)ethylmethacrylat) (Disulfidlinker) (8)

Eine Losung von 1 g (2.8 mmol) 3,3"-Dithiodipropionsaure-di(-N-hydroxysuccinimidylester)
(6) und 0.77 g (5.9 mmol) 2-Hydroxyethylmethacrylat (7) in 50 ml DCM wurde unter
Argonatmosphare fir 48h bei RT gerihrt. Der Reaktionsverlauf wurde
dinnschichtchromatographisch (Kieselgel, 1. CHCI3;, 2. CHCI;/ 1 % MeOH) verfolgt. Nach
erfolgtem Umsatz wurde das Loésungsmittel abdestilliert. Als Produkt (8) wurde ein weilies
Pulver mit 95 %iger Ausbeute erhalten und mittels "H-NMR bestétigt.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & =6.15 ppm (d, CH-3a); 5.1 ppm (d, CH-3b); 4.35 — 4.25 ppm
(m, CH2-5 bis CH,-6); 3.85 ppm (m, CH,-8); 3.05 ppm (m, CH,-7); 2.83 ppm (s, CH3-1).

R 0 0 s 9
H,C
3 %O/\G/O{% ﬁ_>;o\/\o%2(CH3
6
CH, 7 g—g CH,
3 3

8
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Synthese von 4-Carboxy-2,5,7-Trifluorenon (33)

Eine Lésung aus 130 ml rauchender Salpetersaure und 80 ml konzentrierter Schwefelsaure
wurden unter Ruckfluss erhitzt (85°C). Eine rote Losung aus 10 g Fluorenon-4-carboxylsaure
(32) in 80 ml konzentrierter Schwefelsdure wurde innerhalb von 10 min dazugetropft. Zu
dieser Losung wurde eine weitere Losung aus 90 ml rauchender Salpetersaure und 110 ml
konzentrierter Schwefelsaure (Uber 4.5h zugetropft. Nach dem Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde der Reaktionsansatz 12 h gerthrt. Anschlieiend wurde er auf 1.5
Eiswasser gegossen. Dabei wurde ein leicht gelbes Prazipitat (33) erhalten und gewaschen.
Nach dem Waschen mit 5 %iger wassriger NaHCO;-Losung und Wasser, wurde 33
vakuumgetrocknet. Die Ausbeute betrug 50 %. Die Substanz wurde mittels
Massenspektrometrie charakterisiert.

C14HsN30q: 359.21 g mol™

MS (m/z): 359 [M]; 358 [M-H]

Synthese von (4-Carboxy-2,5,7-Trifluorenyliden)malononitril (CTFM) (35)

0.5g (1.4 mmol) 33 wurden in 50 ml trockenem Methanol gelést. Dazu wurden 0.2 g
(3 mmol) Malononitril (34) und 3 pl Piperidin gegeben. Nach 4 h Erhitzen unter Ruckfluss
wurde die Loésung auf die Halfte aufkonzentriert und Uber Nacht bei 4°C gelagert.
AnschlieRend wurde der abfiltrierte Feststoff getrocknet. Das Produkt (35) wurde mittels
HPLC (5 % Methanol / 95 % Wasser) analog zur Literatur aufgereinigt’'*®!. Dabei wurde eine
Ausbeute von 61 % erreicht. Die blaue Substanz wurde mit Massenspektrometrie bestatigt.
C17HsNgOs: 407.26 g mol”

MS (m/z): 430 [M + Na']; 446 [M + K]

Synthese von (4-Carboxy-2,5,7-Trifluorenyliden)allylcyanoacetat (CTF-Allyl) (37)

Die Synthese von 37 wurde analog zu der von 35 durchgefiihrt. Anstelle des Malononitrils
wurden 0.375 g (3 mmol) Allycyanoacetat (36) eingesetzt. Das violette Produkt wurde mittels
HPLC (5 % Methanol / 95 % Wasser) aufgereinigt und massenspektrometrisch bestatigt.
C20H10N4O10: 466.32 g mol™

MS (m/z): 489 [M + Na']; 505 [M + K]

6.5.2 PNIPAM-Polymersynthesen

PNIPAMFoxy (12)
294 mg (2.6 mmol) 9, 10mg (47 ymol) 10 und 96 pl (705 umol) Methacrylsdure-2,3-
Epoxypropylester (11) wurden in 1 ml entgastem Dioxan gel6st. Diese Losung wurde 5 min

mit Stickstoff begast. Die radikalische Polymerisation wurde durch Zugabe von 13.5 mg
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(0.08 mmol) AIBN gestartet und anschlielend 24 h bei 70°C weitergefuhrt. Nach dem
Abkuhlen wurde die Polymerlésung mit 20 ml Diethylether prazipitiert und anschlieend
gewaschen. Nach dem Vakuumtrocknen des Niederschlages wurde ein gelbes Pulver (12)

von 87 %iger Ausbeute erhalten.

PNIPAMF (12a)

370 mg (3.3 mmol) N-Isopropylacrylamid (NIPAM) (9) und 10 mg (47 ymol) Vinylferrocen
(10) wurden in 1 ml entgastem Dioxan geldst. Die radikalische Polymerisation unter
Argonatmosphéare wurde durch die Zugabe von 16 mg (0.1 mmol) AIBN gestartet und
anschliefend 24 h bei 70°C weitergeflihrt. Nach dem Abklhlen wurde die Polymerlésung mit
20 ml Diethylether prazipitiert und anschliefiend gewaschen. Nach dem Trocknen wurde ein

gelbes Pulver (12a) in 92 %iger Ausbeute erhalten.

PNIPAM-RuPD-NH, (27)

2.735 g (24.2 mmol) 9, 84 mg (440 pmol) 24 und 376 mg (6.6 mmol = 494 pl) Allylamin (25)
wurden in 8 ml Tetrahydrofuran (THF) gelést und mit Hilfe eines Eisbades gekihit. Die
radikalische Polymerisation unter Argonatmosphare wurde durch Zugabe von 128 mg
(4 wt%) 2,2"-Azobis(4-methoxy-2,4-dimethylvaleronitril) gestartet und 12h bei 40°C
fortgefihrt. Dabei wurde eine leicht viskose Losung mit hellgelber Farbe erhalten. Zur
Aufarbeitung wurde das Polymer (26) unter starkem Ruhren in 20 ml Diethylether gegeben
und anschlieRend mehrmals mit Diethylether gewaschen. Das getrocknete Polymer war ein
weilles, feines Pulver in 72 %iger Ausbeute. Nach dem Umsatz mit 22 (Kap. 6.5.4) wurde
eine rot-braune Suspension erhalten, das daraus erhaltene 27 wurde mit Diethylether
prazipitiert. Es wurde mittels Sephadex G-25 und Wasser als mobiler Phase aufgereinigt.

Nach dem Trocknen wurde eine rotbraune Substanz in einer Ausbeute von 60 % erhalten.

6.5.3 PEGMA-Polymersynthesen

PEGMA-Fc-SH (15)

319 mg (1.3 mmol =325 ul) Triethylenglykolmonoethylethermethacrylat (13), 244 mg
(1.3 mmol = 249 ul) Diethylenglykolmethylethermethacrylat (14), 110 mg (520 pymol) 10 und
163 mg (520 umol) 5 wurden in 3 ml THF gelést und mit Hilfe eines Eisbades gekiihlt. Die
radikalische Polymerisation unter Argonatmosphare wurde durch Zugabe von 33 mg 2,2°-
Azobis(4-methoxy-2,4-dimethylvaleronitril) gestartet und wurde 12 h bei 40°C weitergefihrt.
Zur Aufarbeitung wurden 20 ml Petrolether zum Polymer (15) gegeben. Ein Teil des

Polymers ging in Losung, der unldsliche Teil sammelte sich an der Kolbenwand Der
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Petrolether-l6sliche Teil wurde verworfen und der -unldsliche Teil bildete das Produkt. Das

getrocknete Polymer war ein orange-gelbes Ol. Die Ausbeute betrug 87 %.

PEGMA-Fc-SS (16)

16 wurde analog zu 15 synthetisiert. Anstelle von 5§ wurden 225 mg (520 ymol) 8 eingesetzt.
Das getrocknete Polymer (16) ist ein harzartiger orangefarbener Feststoff. Die Ausbeute
betrug 89 %.

PEGMA-RuPD-SH (30)

30 wurde analog zu 15 synthetisiert. Statt Vinylferrocen wurden 50 mg (260 uymol) 3-(Pyridin-
4-yhpropylmethacrylat eingesetzt. Das getrocknete Produkt (76 % Ausbeute) wurde mit dem
[Ru(PD),]**-Komplex umgesetzt. Nach der sdulenchromatographischen Aufreinigung (SX-3

Beads; Trichlormethan) wurde ein orangebraunes Gel in einer Ausbeute von 56 % erhalten.

PEGMA-RuPD-SS (31)

31 wurde analog zu 16 synthetisiert. Anstelle des Vinylferrocens wurden 96 mg (520 umol) 3-
(Pyridin-4-yl)propylmethacrylat eingesetzt. Nach dem Umsatz des getrockneten
Polymergeriistes (29) mit dem [Ru(PD),]**-Komplex und saulenchromatographischer
Aufreinigung (SX-3 Beads; Trichlormethan) wurde ein orangebraunes Gel (31) in 51 %iger

Ausbeute erhalten.

PEGMA-CTF-SH (38)

132mg (538 ymol = 135 pl)  Triethylenglykolmonoethylethermethacrylat (13), 101 mg
(538 pymol = 103 pl) Diethylenglykolmethylethermethacrylat (14), 67 mg (215 uymol) 6-
(Pyridin-2-yl-disulfanyl)hexylmethacrylat (5) und 100 mg (215 uymol) (4-Carboxy-2,5,7-
Trifluorenyliden)allylcyanoacetat (37) wurden in  1ml Methanol gelést. Das
Reaktionsgemisch wurde mit Hilfe eines Eisbades gekihlt. Die Polymerisation unter
Argonatmosphdre wurde durch Zugabe von 27 mg 2,2"-Azobis(4-methoxy-2,4-
dimethylvaleronitril) gestartet und 12 h bei 40°C fortgefiihrt. Das rote, schwach-viskose
Polymer (38) wurde vom Lésungsmittel befreit und anschlieRend saulenchromatographisch
(SX-3-Beads; Trichlormethan) gereinigt. Es wurden sechs unterschiedlich gefarbte
Fraktionen gesammelt. Die roten Fraktionen (3-6) wurden vereint und das Ldsungsmittel

entfernt. Die Ausbeute betrug 85 %.
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6.5.4 Umsetzung der Ligand-Polymere mit dem RuPD-Komplex

Die Umsetzung der Polymergeriste mit Ruthenium-bis-(1,10-Phenanthrolin-5,6-dion)-
dichlorid erfolgte bei vermindertem Lichteinfluss. Eine Ldsung aus 500 mg des
synthetisierten Polymergeristes und 120 mg des unaufgereinigten Komplex-Gemisches in
100 ml Ethanol wurde unter Rickfluss und Argonatmosphéare 12 h bei 78°C gerihrt. Die

Aufreinigung erfolgt sdulenchromatographisch (Kieselgel 60; Trichlormethan).

6.6 Enzymatische Methoden

6.6.1 Rekonstituierung der PQQ-GDH

Die Pyrrolochinolinchinon-abhangigen Glucose-dehydrogenase (PQQ-GDH) bendtigt fir ihre
Funktionalitat das Coenzym PQQ. Vor dem Einsatz einer neuen Enzymlésung muss diese
mit PQQ rekonstituiert werden. 50 yM PQQ wurden der Apoenzym-L6sung in HBS pH 7.5
zugegeben und das Gemisch 1 h bei RT unter Schitteln inkubiert. AnschlieRend war das

Enzym einsatzbereit. Es kann max. 1 Woche bei 4°C gelagert werden.

6.6.2 Enzymaktivitat
NAD-GDH: 40 yl 50 mM pB-Nicotinsaureamid-adenin-dinucleotid-Lésung und 100 yl 1 M
Glucoselosung wurden zu 835 ul HBS-Puffer pH 8 gegeben. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe von 25 pl 0.05 mg ml™" Enzymlésung gestartet. Die Absorptionszunahme durch die
Entstehung von reduziertem p-Nicotinsaureamid-adenin-dinucleotid (NADH) wurde mit einem
JASCO V-570 Spektrophotometer bei A =340 nm Uber 90 s bei 25°C verfolgt. Aus dem
erhaltenen Graphen wurde die Absorptionsanderung pro Minute ermittelt. Die Berechnung
der Aktivitat erfolgte nach Gleichung (15)

Aktivitit [U / mg] = % , (o)

e-d-v-c

mit der Absorptionsdnderung pro Minute 44 /min, dem Gesamtvolumen V., dem
Extinktionskoeffizienten &, der Schichtdicke d, dem Volumen der zugegebenen Enzymldsung
v und ihrer Konzentration c.
PQQ-GDH: Zunachst wurde eine Konzentrationsreihe von Dichlorophenolindophenol (DCIP)
in HBS-Puffer pH 7.5 versetzt mit 20 mM Glucose (HBS-G) im Bereich von 2.5 — 40 uM bei
A =600 nm mit einem JASCO V-570 Spektrophotometer bei 25°C aufgenommen, die fur die
Berechnung der Aktivitdt herangezogen wurde. Die Enzymaktivitdt der PQQ-GDH wurde
durch die Zugabe von 10 pl 0.1 mg mI" PQQ-GDH zu 990 pl 40 yM DCIP in HBS-G
gestartet. Die Absorptionsabnahme wurde 90 s bei A =600 nm und 25°C verfolgt. Der
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resultierende Graph lieferte den Betrag der Absorptionsdnderung pro Minute. Die
Berechnung der Aktivitat erfolgte nach Gleichung (15):
Die Aktivitdt der Antikérper-Enzym-Konjugate (Anti-FITC-sGDH) wurde analog zu dem

Enzym bestimmt.

6.6.3 Elektrochemische Bestimmungen

Wenn nicht anders beschrieben, wurden fur die elektrochemischen Enzymbestimmungen mit
NAD-GDH 2.5 mM B-NAD, 100 mM Glucose und 50 pg mI”" NAD-GDH verwendet.

Fir die PQQ-GDH-Bestimmungen wurden 5mM Glucose und 50 ugml’ PQQ-GDH

eingesetzt.

6.7 Immunologische Methoden

6.7.1 Enzym-Antikérper-Konjugation

N-Succinimidyl S-Acetylthiopropionat (SATP) und Sulfosuccinimidyl! 4-[N-
maleimidomethyl]cyclohexan-1-carboxylat (sulfo-SMCC)

500 pl Enzymlésung (~60 uM in PBS-Puffer) wurden mit 5 ul SATP-Lésung (55 mM in PBS-
Puffer) 30 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Schdttler inkubiert. Der Reaktionsansatz
wurde anschlieRend Uber eine NAP-5 Saule (General Electrics, Deutschland) gereinigt und
fraktioniert gesammelt. Uber eine Proteinbestimmung mittels Roti®-Quant (s.u.) wurden die
proteinhaltigen Fraktionen bestimmt und vereint. Zur Aktivierung der Sulfhydrylgruppen
wurde eine Deacetylierung mittels 50 mM Hydroxylamin-HCI fur 2 h bei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Es erfolgt eine Reinigung mittels NAP-5-Sdule und der gleichzeitigen
Umpufferung zu PBS/5 mM EDTA. In der Zwischenzeit wurden 1 ml Antikdrper (AK; hier
Anti-FITC, 1 mg mlI" in PBS-Puffer) mit 40 pl sulfo-SMCC (11 mM in PBS/5 mM EDTA) fiir
30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Diese Mischung wurde Uber eine NAP-5-Saule
gereinigt und in PBS/EDTA eluiert. Uber eine Proteinbestimmung mittels Roti®-Quant wurden
die proteinhaltigen Fraktionen bestimmt und vereint.

Zur Konjugation wurden AK-Losung und Enzym-SATP-Ldsung im molaren Verhaltnis von ca.
1 : 5 zusammen gegeben und fir 30 min bei Raumtemperatur geschittelt.

Zur Entfernung des EDTA aus der Lésung erfolgte eine Umpufferung mittels PD-10-Saule zu
TBS-Puffer. AnschlieBend wurde das Konjugat mit dem FreeZyme® Conjugation Purification
Kit (Pierce, s.u.) von ungebundenem Enzym befreit. Uber eine Proteinbestimmung mittels
Roti®-Quant wurden die proteinhaltigen Fraktionen bestimmt. Das Anti-FITC-sGDH-Konjugat

musste mit PQQ rekonstituiert werden, um ein gebrauchsfertiges Konjugat zu erhalten.



Immunologische Methoden 6. MATERIAL UND METHODEN 111

FreeZyme™ Conjugation Purification Kit

Die Aufreinigung der Anti-FITC-sGDH-Konjugate erfolgte mit einer Nickel-Iminodiessigsaure-
Saule (Ni-IDA). Die Aufreinigung basiert darauf, dass Histidinreiche Bereiche im Fc-Teil des
AK das Nickel komplexieren "% Uberschiissiges Enzym verlasst die Sédule ungebunden.
Das Konjugat wurde mit EDTA-haltigem Puffer eluiert. Nach einer Aufreinigung Uber eine
Poly(acrylamid)-Entsalzungssaule wurde flr die gesammelten Fraktionen eine

Proteinbestimmung durchgefiihrt. Die positiv getesteten Fraktionen wurden vereint.

Roti®-Quant (Proteinbestimmung nach Bradford)

Die Roti®-Quant-Arbeitslésung wurde aus 2 Teilen Roti®-Quant (Coomassie Brillant Blue -
G250) und 5.5 Teilen Wasser hergestellt. Je 200 pl Arbeitslésung wurden in ein Well einer
Mikrotiterplatte gegeben, 50 yl Standard (Rinderserumalbumin BSA) bzw. Probe wurden

dazugegeben. Nach 5 min bei RT wurde die Absorption bei A = 590 nm bestimmt.

6.7.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektorphorese
Acrylamid/Bisacrylamid: 30 % (29:0,2)
Ammoniumpersulfat: 10 %
Sodiumdodecylsulfat: 10 %

TEMED (N,N,N",N’-Tetratmethylethylendiamin):  fertige Lésung

Tabelle 5 Zusammensetzung der SDS-PAGE-Puffer

Probenpuffer Laufpuffer Trenngelpuffer Sammelgelpuffer

3.55 ml Wasser 3 g Tris Base 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8
1.25 ml Sammelgelpuffer 14 g Glycin 18.15 g Tris Base 6 g Tris Base
2.5 ml Glycerin 1gSDS 80 ml Wasser 60 ml Wasser

pH 8.8 mit 6 N HCI pH 6.8 mit 6 N HCI
2.0 ml 10% (w/v) SDS pH 8.3

einstellen einstellen
0.2 ml 0.5 % (w/v) auf 100 ml auffillen, bei auf 100 ml auffillen, bei
Bromphenolblau 4°C lagern 4°C lagern

Tabelle 6 Zusammensetzung verschiedener SDS-Gele

Je 2 Gele 4% 10 %
Wasser 3,05 mi 4,1 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 650 pl 3,3 ml
Sammel- oder Trenngelpuffer 1,25 mi 2,5 ml
10 % SDS 100 pl 100 pl
10 % APS 25l 50 pl
TEMED 5ul 5ul
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Die Gele wurden entsprechend Tabelle 6 hergestellt. Die Proben wurden im Probenpuffer
mindestens 1:2 verdinnt und 5 min bei 95 °C denaturiert. Die Elektrophorese wurde bei 100-
200V in Laufpuffer fir ca. 30 min — 1h durchgefihrt. AnschlieRend wurden die Proteine mit
Coomassie-Farbstoff angefarbt. Ein mitgefuhrter Standard / Marker (SM1841, Fermentas)
lie eine Aussage uber die Grolie der Proteine zu. Zum anderen lie® sich aus dem Bild der

SDS-PAGE eine Aussage Uber die Reinheit der Proteinlosung treffen.

6.7.3 ELISA
Zur Optimierung der Testbedingungen, wie FITC-BSA-, Uraninmenge und Blockpuffer,
wurde ein Anti-FITC-POD-Konjugat verwendet. Als Blockierungspuffer wurden 3 %
BSA / PBS, 1 % Magermilchpulver und 3 % ,Perfect Block® getestet.
Testablauf in der Mikrotiterplatte (Angaben je Well)

1. 100 pyl FITC-BSAin PBS 1 hRT

2. 3x Waschen mit 300 ul PBS

3. 200 pl Blockierungslésung 2 h RT

4. 3x Waschen mit 300 yl PBS / 0.05 % Tween 20

5. a) Sandwich-Test: 100pl Anti-FITC-POD-Konjugat (1:20.000 in Blockpuffer) 1 h RT
oder
b) kompetitiver Test: 50 pl Uranin in Blockpuffer + 50ul Anti-FITC-POD-Konjugat
1:10.000 in Blockpuffer 1 h RT

6. 3x Waschen mit 300 ul PBS / 0.05 % Tween 20

7. 100 pl TMB-ready-to-use-Lésung (3,3°,5,5'-Tetramethylbenzidin)

8. Abstoppen mit 50 pl H,SO4

9. Absorption bei A = 450 nm messen

Der Immunoassay mit elektrochemischer Detektion wurde bis zu Punkt 5b) in ahnlicher
Weise durchgefiihrt, jedoch wurde anstelle von Anti-FITC-POD Anti-FITC-sGDH zugegeben.
Die 100 pl-Uberstande aus Punkt 5 wurden fiir die Messung entnommen und in die mit
895 ul HBS pH 7.5 geflillte Messzelle Uberfihrt. Die Stromzunahme durch Zugabe von
Substrat (5 mM Glucose) wurde amperometrisch mit der PNIPAMFoxy-Elektrode bei
+ 400 mV detektiert
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

C-NMR
'H-NMR
24-D

AE

Ag|AgCI

AK
Anti-FITC-POD
Anti-FITC-sGDH
Anti-lgG-AP
Au

bpy

Ca2+

CP

CPE

CTF

cv

Cytc

d.h.
DTP-NHS
o

EDTA

ET

F oder Fc
FC-Teil
Fe-S-Cluster
FITC
FITC-BSA
GCE

GDH

GE

GPC

*

HbA1c
HEPES

Hp

ITO

IUPAC

13Kohlenstoff—Kernresonanzspektrometrie
1Protonen-Kernresonanzspektrometrie
2,4-Dichlorophenoxyessigsaure
Arbeitselektrode
Silber-Silberchlorid-Referenzelektrode
Antikérper

Anti-FITC-Antikérper mit Peroxidase markiert
Anti-FITC-Antikérper mit PQQ-Glucosedehydrogenase markiert
Anti-Maus-1gG-Antikérper mit Alkalischer Phosphatase markiert
Goldelektrode

Bipyridin

Calciumionen

Cyclopentadien

Kohlenstoffpaste-Elektrode
(4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-fluorenon)
Cyclische Voltammetrie oder Voltammogramm
Cytochrom ¢

das heif3t
Dithiodi(propionsaure-N-hydroxysuccinimidylester)
Elektron

Ethylendiamintetraessigsaure
Elektronentransfer

Ferrocen

kristallisierendes Fragment der Antikdrper
Eisen-Schwefel-Cluster

Fluorescein

Fluorescein-Rinderserumalbumin
Glaskohlenstoffelektrode
Glucosedehydrogenase

Gegenelektrode
Gelpermeationschromatographie

Proton

glykiertes Hamoglobin
4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsaure
Haptoglobin

Indiumzinnoxid-Elektrode
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126 ANHANG Abkirzungen
LbL Layer-by-Layer

LCST untere kritische Entmischungstemperatur

NAD Nicotinsaureamid-adenin-dinucleotid

NADH Nicotinsaureamid-adenin-dinucleotid reduziert

NADP Nicotinsaureamid-adenin-dinucleotid-Phophat

NHS-Ester N-Hydroxysuccinimidylester

Ni-IDA Nickel-Iminodiessigsaure

OEGMA-MEOQO,-MA
Os

0x

P

PAA

PBS

PD

PEG

PEGMA
PEGMA-CTF-SH
PEGMA-Fc-SH
PEGMA-Fc-SS
PEGMA-RuPD-SH
PEGMA-RuPD-SS
pH

PMMA

PnBA

PNIPAM
PNIPAMFoxy
PNIPAM-RuPD-NH,
pNPP

POD

PQQ

Pt

RE

red

RT

Ru

RuPD oder [Ru(PD),**

S
SAM
SCE

Oligo(ethylenglykolmethacrylat)-2-(2-Methoxyethoxy)ethylmethacrylat
Osmium

oxidierte Spezies

Produkt

Poly(acrylsaure)

Phosphate-buffered saline - Phosphatpuffer
1,10-Phenanthrolin-5,6-dion

Poly(ethylenglykol)

Poly(ethylenglykolmethacrylat)

PEGMA-Polymer mit Carboxy-Trinitrofluorenon-Mediator und Thiollinker
PEGMA-Polymer mit Ferrocen-Mediator und Thiollinker
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p-Nitrophenylphosphat

Peroxidase

Pyrrolochinolinchinon

Platinelektrode

Referenzelektrode

reduzierte Spezies

Raumtemperatur (hier 20°C)

Ruthenium

Ruthenium-1,10-Phenanthrolin-5,6-dion-Komplex

Substrat

Selbstassemblierte Monoschicht

gesattigte Kalomelelektrode (Referenzelektrode)
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SDS-PAGE
SR

SSCE
SWv

u.a.

UE

uQ

UV/Vis

Vgl.

z.B.

Physikalische GrofRen

A
Abs

Ae
AE,
AG*

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Scanrate = Vorschubgeschwindigkeit
Natrium-gesattigte Kalomelelektrode

Square-Wave-Voltammetrie oder Voltammogramm

unter anderem
Untereinheit

Ubichinon

Ultraviolett/sichtbar

Vergleich

zum Beispiel

Elektrodenfliche (cm?)

Absorption

Analytkonzentration (mol I'")

Diffusionskoeffizient (cm? s™)

ausgetauschte Ladung

Peakseparation (V)

Gibbs-Aktivierungsenergie (J)

Gibbs-Standardenergiedifferenz (J)
optische Dielektrizitatskonstante

statistische Dielektrizitatskonstante

Potential (V)

Halbstufenpotential (V)

anodisches Peakpotential (V)

kathodisches Peakpotential (V)

Faraday-Konstante (96 485 C mol™)
Oberflachenbelegung (mol cm™)

Uberspannung (V)

Strom (A)

anodischer Peakstrom (A)

kathodischer Peakstrom (A)

Boltzmann-Konstante (1.380 658 x 102 J K™)

Geschwindigkeitskonstante flr heterogenen

Elektronentransfer (s™")

Wellenlange (nm)

Reorganisationsterm
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Ao I6sungsmittelabhangiger Term

A Schwingungsterm

In dekadischer Logarithmus

log naturlicher Logarithmus

M Molare Masse (g mol™ oder kD)

v Scanrate (Vs™)

n Anzahl der wiederholten Messungen

Q Ladung (C)

R Allgemeine Gaskonstante (8.314 J mol” K™)
T Temperatur (K)

N

Anzahl der Elektronen



Abbildungen ANHANG 129

ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

o O b~ W N -

10
11
12
13
14
15

16

17

18

19

20

21
22

23

24

25

26

27

28

29
30

Schematische Darstellung eines Enzymbiosensors in Parallelanordnung.......................... 2
Vergleichende schematische Darstellung biologischer und biohybrider Redoxsysteme........ 3
Schema der Atmungskette in der inneren Mitochondrienmembran....................cccovvnnne. 4
Schematische Darstellung von BioSENSOreN...........c.viiiiiiiiiii e, 7
Schematische Darstellung der Biosensor-Generationen.............c.cocveviiiiiiiiiiiiiieenenn, 8

Auftragung der Gibbs-Energie gegen die Reaktionskoordinate flir Reaktanten und Produkte

einer Elektronentransfer-Reaktion...............oiiiiiiii i 10

Strukturbeispiele Elektroneniibertragender Gruppen in nativen Systemen....................... 11
Redoxreaktion der PQQ-GDH.........c.ouiiiiii e 12
Strukturmodell der PQQ-GDH aus Acinetobacter calcoacetiCus. .............cocveviiiininaninenn. 12
Redoxreaktion der Nicotinsaureamid-adenin-dinucleotid-Glucosedehydrogenase............. 13
Strukturmodell der NAD-GDH aus BacilluS SP. ........c.ueeiiiiiii e 13
Schema des Poly(N-Isopropylacrylamides)...........ooouiiiiiiii e 15
Schema von Poly(ethylenglykol) und Poly(ethylenglykolmethacrylat)......................ooe 16
Vergleich der Strukturen von 18-Krone-6 und Poly(ethylenglykolmethacrylat)................... 17

Ausgewahlte Strukturformeln haufig verwendeter organischer und Organometall-
[T o E= Y (o] = o F PP 19

Strukturformeln von Cyclopentadien und Cyclopentadienylanion und Redoxverhalten von

FerroCen(-AerVAtEN). ... e 20
Strukturformel des 1,10-Phenanthrolin-5,6-dions mit dem o-Chinon-Anteil....................... 21
Reversible Reduktion von 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion .............ccccooiiiiiiiii e 22
Strukturformel des 4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-fluorenon (CTF)..........ccoooiiiiiiiiii, 22
Reaktionsschema flr die Aktivierung und reversible Oxidation/Reduktion der Nitrogruppen
0 Lo I P 23
Schema der Komplexierung von CTF und NADH iiber eine Ca**-Koordination................. 23

Mediatormonoschicht- und polymermodifizierte Elektrodenoberflachen in Wechselwirkung
Mit redoXaktiven ENzZymeN. ... ... 26
Beispiele fir die Bildung der kovalenten Schichten auf Silber-, Gold-, Glaskohlenstoff-,
Indiumzinnoxid- und Platin-Elektroden. ... 28
Schema einer Hydrogelmodifizierten Elektrode mit kovalent integrierten Redoxzentren zur
Kontaktierung von redoxaktiven Enzymen.............oooiiii 31

Strukturformeln der verwendeten Redoxmediatoren 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion, Ferrocen

und 4-Carboxy-2,5,7-Trinitrofluorenon. ... 32
Schema typischer Cyclischer Voltammogramme fir diffusionsabhangige und
diffusionsunabhangige RedOXProzeSSe ........cviiiiiririiiii e 37
Synthese 6-(Pyridin-2-yl-disulfanyl)hexylmethacrylat................cooi 40
Synthese von Dithiodi((2-propanoyloxy)ethylmethacrylat)..............ccooooiiiii 40
Synthese VON PNIPAMEFOXY .......ucuitiitiiit e ee e 40

Absorptionsspektren fiir PNIPAMFoxy und PNIPAMF ... 42



130 ANHANG Abbildungen
Abb. 31 Schema des PNIPAMF- und PNIPAMFoxy-Polymeres ...........c.coooiiiiiiiiiiiiiiiiieeene 42
Abb. 32 Abhangigkeiten der kathodischen Peakstrome von der Scanrate fir PNIPAMFoxy- im

Vergleich zu PNIPAMF-modifizierten Goldelektroden .............coooiiiiiiiiiiiiiiiiieea 43
Abb. 33 Stabilitat des Peakpotentials und der Peakstrome flir PNIPAMFoxy-modifizierte

ELEKIrOTEN. . .. 44
Abb. 34 Transmissionsmessung zur Ermittlung der LCST von PNIPAMFoxy und PNIPAMF........... 44
Abb. 35 Abhéangigkeit des Peakpotentials vom pH-Wert fir PNIPAMFoxy-modifizierte

GOIdElEKITOTEN. . ... et 45
Abb. 36 Synthese von PEGMA-Fc-SH und PEGMA-FC-SS ..., 46
Abb. 37 Schema der Ankopplung von PEGMA-Fc-SH und PEGMA-Fc-SS an Goldelektroden........ 47
Abb. 38 Strategien fir die Integration des 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion in das Redoxpolymer ......... 49
Abb. 39 Synthese von 1-(4-Hydroxybutyl)-1,2-dihydro-1,10-Phenanthrolin-5,6-dion...................... 50
Abb. 40 Madgliche kovalente und ionische Dimerbildung alkylierter 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion...... 50
Abb. 41 Synthese von [Ru(PD)2]2+-KompIex .......................................................................... 51
Abb. 42 Square-Wave-Voltammogramme von Phenanthrolindion, Ruthenium-Phenanthrolin und

Ruthenium- Phenanthrolindion-Komplex .......... ..o 52
Abb. 43 Schema der Integration des [Ru(PD),J*"-Komplexes (ber einen Pyridinliganden in die

P oIy MBI . e 53
Abb. 44 Syntheseweg fiir 3-(Pyridin-4-yl)propylmethacrylat................coiiiiiii 53
Abb. 45 Synthesewege flir PNIPAM-RUPD-NH,........ccooiii e 54
Abb. 46 Absorptionsspektren fir PNIPAM-RuPD-NH,; [Ru(PD)2]2+, PD und das mediatorlose

VergleiChSPOIYMEN .. ... e 55
Abb. 47 Oberflachenmodifizierung mit 3,3 -Dithiodi(propionsaure-N-hydroxysuccinimidylester) und

PNIPAM-RUPD-NH . ... o e ee s 55
Abb. 48 Cyclisches Voltammogramm und Square-Wave-Voltammogramm fiir PNIPAM-RuPD-NH,-

modifizierte GoldeleKtroden. ... .. ..o 56
Abb. 49 Stabilitat der PNIPAM-RuPD-NH,-modifizierten Goldelektroden ..............ccoooviiiiiiiininnnn. 57
Abb. 50 Synthese von PEGMA-RUPD-SH und PEGMA-RUPD-SS ...... ..o, 58
Abb. 51 Syntheseweg des (4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-fluorenyliden)malononitrils........................ 62
Abb. 52 Verschiedene Aktivierungspotentiale zur Aktivierung der unterschiedlichen Nitrogruppen des

O I 63
Abb. 53 Absorptionsspektren fir CTFM im Vergleich zum polymerisierbaren CTF-Derivat ............ 63
Abb. 54 Darstellung des polymerisierbaren 4-Carboxy-2,5,7-Trinitrofluorenon-Derivats................. 64
Abb. 55 Synthese vOn PEG-CTF-SH...... ..o e 64
Abb. 56 Absorptionsspektren fiur PEGMA-CTF-SH im Vergleich zu Allyl-CTF ..., 65
Abb. 57 Modellvorschlag fur die PEGMA-CTF-SH-Ankopplung auf Goldelektroden...................... 66
Abb. 58 Ausschnitt einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese.............ccooooiiiiiiiiiiiiiiii 70
Abb. 59 Cyclische Voltammogramme einer PNIPAMFoxy-modifizierten Goldelektrode ................. 72
Abb. 60 Vergleich der Enzymkatalysen durch PEGMA-Fc-SS-modifizierte Goldelektroden............ 73
Abb. 61 Vergleich der Enzymkatalysen durch PEGMA-Fc-SH-modifizierte Goldelektroden............ 73
Abb. 62 Cyclische Voltammogramme einer PNIPAM-RuPD-NH,-modifizierten Goldelektrode......... 74



Abbildungen ANHANG 131

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73
74

75
76
77
78

79
80

Cyclische Voltammogramme einer PEG-CTF-SH-modifizierten Goldelektrode.................. 75
Schema fir die elektrochemische und optische Detektion des Immunoassay................... 76
Ausschnitte einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ............ccocoviiiiiiiiiiiiiiiinnenn 77
Korrelation der Absorption mit der Uraninkonzentration im optischen kompetitiven
Immunoassay mit Anti-FITC-POD-Konjugat...........ccooiiiiiii e 78
Konzentrationsabhangigkeiten  der  Stromsignale  von  PNIPAMFoxy-modifizierten
Goldelektroden mit PQQ-GDH und Anti-FITC-sGDH-Konjugat............cccoiiiiiiiiiiinnnnn 78
Temperaturabhangigkeit des katalytischen Stroms an Gold-PNIPAMFoxy und in PNIPAMF-
01T T PP 82
Modellvorschlag fir den Temperatureffekt von PNIPAMF und PNIPAMFoxy-modifizierte
GOIEIEKIrOTEN. . ... 83
Strukturvorschlag fir die inter- und intramolekularen Calciumkomplexe fir zwei PEGMA-
POlYMErKEEN. . ... 84
Abhangigkeit der Absorption von PEGMA-Fc-SH und PEGMA-Fc-SS von der
CalciumKoNzZeNntratioNn. . ... ... . e 85
Abhangigkeit des Stroms von der Calciumkonzentration mit PEGMA-Fc-SH- und PEGMA-
Fc-SS-modifizierten Goldelektroden .........oooininiii 86

Modellvorschlag fiir den Effekt der Ca®*-lonen auf PEGMA-modifizierte Goldelektroden.....86
Abhangigkeit der Enzymaktivitait von der Glucosekonzentration bei photometrischer
DEEKEION ...t 87
Konzentrationsabhangigkeit fir Glucose mit PEGMA-Fc-SS-modifizierten Goldelektroden..87
Konzentrationsabhangigkeit fur Glucose mit PEGMA-Fc-SS-modifizierten Goldelektroden..88

Einsatzméglichkeiten der neuen schaltbaren Redoxpolymere in Enzymmicroarrays.......... 89
Vergleichende Abbildungen zweidimensionaler und dreidimensionaler
ElektrodenmodifiZiErUNGEN. .........ui e 91
Einsatzmoglichkeit der neuen schaltbaren Redoxpolymere in Enzymmicroarrays.............. 94

Typischer Kurvenverlauf einer amperometrischen Messkurve...............ccccooiiiiiiiiiien, 100






Danksagung

Ich danke allen, die zum Gelingen der Arbeit beigetragen haben!

Herrn Prof. Dr. Frieder W. Scheller danke ich fir die Bereitstellung des Themas und die Betreuung

und Férderung der Arbeit.

Herrn Prof. Dr. Frank F. Bier danke ich fir die freundliche Aufnahme im Fraunhofer Institut flr

Biomedizinische Technik, Potsdam, und die Forderung der Arbeit.

Ein besonderer Dank gilt Dr. Martin Katterle fUr die tatkraftige Unterstitzung dieser Arbeit und der

Erweiterung meiner wissenschaftlichen und personlichen Kompetenzen.

Ich danke Herrn Dr. Nenad Gajovic-Eichelmann und Herrn Dr. habil. Axel Warsinke fir die

Unterstltzung der Arbeit und die wissenschaftlichen Diskussionen.

Meinen ,Biromitbewohnern“ Edda und Ines danke ich fir die warmherzige, freundliche Aufnahme, die

grofRe Hilfe und die vielen frohlichen Stunden, zusammen mit Thomas, Dirk, Soeren ,,007“ und Irene.

Ich danke allen weiteren Mitarbeitern des Fraunhofer Instituts fir Biomedizinische Technik und der AG
,Biomimetische Systeme und Materialien“ fir das erfrischende Arbeitsklima, die selbstverstandliche
Hilfe und viel Spald neben der Arbeit, vor allem Bianca fir die Super-Labororganisation. Herrn Dr.
Oliver Panke und Dr. Kai Strotmeyer danke ich fir die Hilfe im Labor und fiir die hilfreichen,
wissenschaftlichen Diskussionen. Esther Lather und Jessica Meil3ner danke ich fir die fleilRige Hilfe im
Labor. Ein groRBer Dank geht auch an die Mitarbeiter der ehemaligen AG Analytische Biochemie der

Universitat Potsdam.

Frau Marlies Grawert und Herrn Dr. Helmut Schlaad vom Max-Planck-Institut flir Kolloid- und

Grenzflachenforschung, Potsdam, danke ich fir die Gelpermeationschromatographie-Messungen.

Meiner Mentorin Frau Dr. Barbara Thomas danke ich fir die materielle Unterstitzung meiner
Doktorarbeit, fur die beruflichen und persénlichen Erfahrungen, die sie an mich weitergegeben hat und

fir ihre herzliche Art.

Mein besonderer Dank gilt meiner ganzen Familie fir ihre moralische und finanzielle Unterstitzung
wahrend der Arbeit. Besondere Freude bereitet mir das naturwissenschaftliche Interesse von Jannik

und Jule und unsere gemeinsamen Experimente.

Ich danke allen meinen Freunden - in Deutschland und der Schweiz - fiir das Interesse an der Arbeit,

die moralische Unterstlitzung und das Leben neben der Arbeit. Danke!

Ich danke Martin, Bettina, Christian, Thomas und Irene fiir das kritische Korrekturlesen.






Eidesstattliche Erklarung
Hiermit versichere ich an Eides statt, dass ich diese Arbeit selbstandig verfasst habe. Ich

habe keine anderen Quellen und Hilfsmittel, als die in dieser Arbeit angegebenen,

verwendet.

Potsdam,

Birgit Nagel



	Titelblatt
	Impressum

	Inhaltsverzeichnis
	1. Einleitung
	1.1 Allgemeiner Überblick 
	1.2 Theoretische Grundlagen
	1.2.1 Biohybride Redoxsysteme 
	1.2.1.1 Biophotozellen
	1.2.1.2 Biobrennstoffzellen
	1.2.1.3 Biosensoren

	1.2.2 Redoxreaktionen
	1.2.2.1 Elektronentransfer (ET)
	1.2.2.2 Oxidoreduktasen
	Pyrrolochinolinchinon-abhängige Glucosedehydrogenase (PQQ-GDH)
	Nicotinsäureamid-adenin-dinucleotid-abhängige Glucosedehydrogenase (NAD-GDH)

	1.2.3 Redoxpolymere
	1.2.3.1 Hydrophile Polymere / Hydrogele
	Poly(N-Isopropylacrylamid) (PNIPAM)
	Poly(ethylenglykol) (PEG) 

	1.2.3.2 Mediatoren 
	Ferrocen (Fc)
	1,10-Phenanthrolin-5,6-dion (PD)
	4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-fluorenon (CTF)


	1.2.4 Chemisch-modifizierte Elektroden
	1.2.4.1 Kovalente Modifizierung
	1.2.4.2 Nicht-kovalente Modifizierung



	2. Zielstellung
	3. Ergebnisse
	3.1 Polymersynthesen und -charakterisierungen
	3.1.1 Allgemeines
	3.1.1.1 Allgemeine Synthesestrategien
	3.1.1.2 Allgemeines zu den physikochemischen und elektrochemischen Charakterisierungen

	3.1.2 Kopplungsgruppen
	3.1.2.1  Synthese von 6-(Pyridin-2-yl-disulfanyl)hexylmethacrylat (5) 
	3.1.2.2 Synthese von Dithiodi((2-propanoyloxy)ethylmethacrylat) (8)

	3.1.3 Ferrocen-Polymere
	3.1.3.1 PNIPAMFoxy (12)
	3.1.3.2 PEGMA-Fc-SH (15) und PEGMA-Fc-SS (16)
	3.1.3.3 Zusammenfassung 

	3.1.4 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion-Polymere
	3.1.4.1 Alkylierung von 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion
	3.1.4.2 Metall-Koordination des 1,10-Phenanthrolin-5,6-dions
	3.1.4.3 Synthese von [Ru(PD)2]2+-Komplex (22)
	3.1.4.4 3-(Pyridin-4-yl)propylmethacrylat (24)
	3.1.4.5 PNIPAM-RuPD-NH2 (27)
	3.1.4.6 PEGMA-RuPD-SH (30) und PEGMA-RuPD-SS (31)
	3.1.4.7  Zusammenfassung 

	3.1.5 4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-fluorenon-Polymere
	3.1.5.1 (4-Carboxy-2,5,7-Trinitro-9-fluorenyliden)malononitril (35)
	3.1.5.2 PEGMA-CTF-SH (38)
	3.1.5.3 Zusammenfassung 

	3.1.6 Zusammenfassung Polymere

	3.2 Kontaktierung von Oxidoreduktasen mit schaltbaren Redoxpolymeren
	3.2.1 Allgemeines
	3.2.2 Kontaktierung der Oxidoreduktasen mit den Redoxpolymeren
	3.2.2.1 PNIPAMFoxy 
	3.2.2.2 PEGMA-Fc-SS und PEGMA-Fc-SH
	3.2.2.3  PNIPAM-RuPD-NH2
	3.2.2.4  PEGMA-RuPD-SS und PEGMA-RuPD-SH
	3.2.2.5 PEGMA-CTF-SH 

	3.2.3 Kompetitiver Immunoassay
	3.2.4 Zusammenfassung 

	3.3 Schaltbare biohybride Redoxsysteme
	3.3.1 PNIPAMFoxy
	3.3.2 PEGMA-Fc-SH und PEGMA-Fc-SS
	3.3.3 Zusammenfassung 


	4. Zusammenfassung
	5. Ausblick
	6. Material und Methoden
	6.1 Material
	6.2 Lösungen
	6.3 Methoden
	6.4 Elektrochemische Messungen 
	6.4.1 Elektrodenvorbereitung
	6.4.2 Elektrodenmodifizierung
	6.4.3 Cyclische Voltammetrie und Square-Wave-Voltammetrie
	6.4.4 Amperometrie

	6.5 Polymersynthesen
	6.5.1 Monomere
	Synthese von 1-(4-Hydroxybutyl)-1,2-dihydro-1,10-Phenanthrolin-5,6-dion (19)
	Synthese von [Ru(PD)2]2+-Komplex (22)
	Synthese von 3-(Pyridin-4-yl)propylmethacrylat (Ligand) (24)
	Synthese von 6-(Pyridin-2-yl-disulfanyl)hexylmethacrylat (Thiollinker) (5)
	Synthese von Dithiodi((2-propanoyloxy)ethylmethacrylat) (Disulfidlinker) (8)
	Synthese von 4-Carboxy-2,5,7-Trifluorenon (33) 

	6.5.2 PNIPAM-Polymersynthesen
	PNIPAMFoxy (12)
	PNIPAMF (12a)
	PNIPAM-RuPD-NH2 (27)

	6.5.3 PEGMA-Polymersynthesen
	PEGMA-Fc-SH (15)
	PEGMA-Fc-SS (16)
	PEGMA-RuPD-SH (30)
	PEGMA-RuPD-SS (31)
	PEGMA-CTF-SH (38)

	6.5.4 Umsetzung der Ligand-Polymere mit dem RuPD-Komplex

	6.6 Enzymatische Methoden
	6.6.1 Rekonstituierung der PQQ-GDH
	6.6.2 Enzymaktivität
	6.6.3 Elektrochemische Bestimmungen

	6.7 Immunologische Methoden 
	6.7.1 Enzym-Antikörper-Konjugation
	6.7.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektorphorese
	6.7.3 ELISA


	7. Literatur
	Anhang
	Abkürzungsverzeichnis
	Physikalische Größen

	Abbildungsverzeichnis

