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S. C. Feifel, F. Lisdat
Institut fir Angewandte Biowissenschaften, Technische Hochschule Wildau,
Hochschulring 1, 15745 Wildau, Deutschland
*feifel@th-wildau.de

Kurzfassung:

Aus drei unterschiedlichen Proteinkomponenten wurden vier supramolekulare Proteinarchitekturen auf
Elektroden fir den selektiven Substratnachweis aufgebaut. Der supramolekulare Aufbau im Multi-
schichtformat wird durch das Einbetten eines Redoxproteins (Cytochrom ¢) sowie zweier unter-
schiedlicher Enzyme (Cellobiosedehydrogenase und Laccase) mittels carboxymodifizierter Silizium-
dioxidnanopartikeln realisiert. Die unterschiedlichen Multiproteinsysteme ermdglichen jeweils die Ein-
zeldetektion als auch in dem Triproteinsystem eine duale Detektion zweier unterschiedlicher Analyte:
Laktose und Sauerstoff. Die Kontrolle der Enzymaktivitdt — das heiBt, das selektive Anschalten der
Bioelektrokatalyse — wird durch das angelegte Potential erreicht, da hierdurch der Redoxzustand von
Cytochrom ¢ vorgegeben wird. Die beiden bidirektionalen Signalketten im dem Triproteinansatz
arbeiten in einer unseparierten Matrix, ohne dass die Anwesenheit des anderen Biokatalysators
stérend wirkt. Damit konnte eine bidirektionale Elektronentransferkette basierend  auf inter-
molekularen Elektronentransferschritten zwischen immobilisierten Biomolekulen etabliert werden.
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1 Einleitung

Seit den ersten Konzepten in den 1960zigern,
erfolgte eine stetige Weiterentwicklung der Bio-
sensoren. Innerhalb der verschiedenen Arten
von Biosensoren stellen die elektrochemischen
Sensoren noch immer den gréBten Anteil [1].
Die Immobilisierung der Biokomponente,
welchen einen Analyten spezifisch erkennt, ist
ein entscheidender Schritt bei der Konstruktion
eines Biosensors [2]. Sehr oft kommt es zu
einer reduzierten Aktivitdt der Biomolekile an
den Grenzflachen (Fest-FlUssig), was eine ad-
aquate Anpassung der Oberflache und Fixier-
ung des Biomolekiils erfordert [3]. Zudem ist die
Menge an Biomolekul, die immobilisiert werden
kann, entscheidend flir die Empfindlichkeit des
Sensors. Dies fiihrte unter anderem zur Ent-
wicklung von Multischichtbasierten Immobili-
sierungsverfahren (Layer-by-Layer Prinzip) in
denen ein Biomolekil oder unterschiedliche
Arten von Biomolekilen in Kombination mit
einer Matrix schichtartig assembliert wurden [4].
Far die Einbettung von Enzymen in einer Multi-
schichtarchitektur spielt die elektrische Kom-
munikation und die damit einhergehende Elek-
tronentransferreaktionen (ET) der Moleklle mit
der Elektrode eine entscheidende Rolle und ist
von grundlegender Bedeutung flur die Ent-
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wicklung enzym-basierter Biosensorsysteme [5-
7]. Hierbei gibt es verschiedene Grund-
prinzipien — Uber den Nachweis von Reaktions-
produkten der Enzymreaktion und Mediator-
basiertem Elektronentransfer bis hin zu einer
direkten elektrochemischen Umwandlung von
Redoxenzymen. Letztere Systeme, die ohne
Shuttlemoleklle auskommen, sind im Fokus
unserer Untersuchungen. Die Geschwindigkeit
und Effizienz des Elektronentransfers zwischen
einem Enzym und einer Elektrode ist abhangig
von der Lage des Redox-Zentrums des En-
zyms, der molekularen Umgebung des Redox-
zentrums, und der Orientierung des Enzyms auf
der Elektrodenoberflache und innerhalb der
Multischicht [8,9]. Basierend auf diesen An-
nahmen ist es notwendig eine Architektur auf-
zubauen, in welcher die eingebetteten Enzyme
und Redoxproteine in der Lage sind effizient
Elektronen miteinander auszutauschen. Fur
den Aufbau von multischicht-basierten enzym-
atischen Biosensoren ist die Auswahl eines ge-
eigneten Matrixmolekils auch von entschei-
dender Bedeutung, da es die Funktionalitat des
Biomolekiils nicht negativ beeintréachtigen sol-
Ite, aber auch eine ausreichende Interaktion mit
dem Biomolekil gewéahrleistet sein muss um es
fir den modularen Schichtaufbau einzusetzen.
Siliziumdioxidnanopartikel (SiNPs) wurden un-
ter diesem Aspekt schon fur den Aufbau von
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Biosensoren aufgrund ihrer guten Bio-
kompatibilitdt und guten Stabilitat erfolgreich
genutzt [10-12].

Basierend auf diesen Grundlagen, entwickelten
wir unter Nutzung von SiNPs, Cytochrom c
(Cyt ¢), Laccase (Lac) und Cellobiosedehydro-
genase (CDH) neue funktionelle supramole-
kulare Biosensorarchitekturen auf Elektroden
fr den spezifischen Analytnachweis.

3 Ergebnisse und Diskussion

Far den Aufbau der unterschiedlichen enzym-
basierten Multischicht-Systeme wurden
Siliziumdioxidnanopartikel (SiNPs) als Matrix-
elemente verwendet. Um eine elektrostatische
Wechselwirkung zwischen den Proteinen und
den nichtleitenden SiNPs fiir den schichtweisen
Aufbau zu gewahrleisten, wurden diese mit
Carboxyfunktionen versehen. Einen weiteren
zentralen Baustein bildet das Redoxprotein
Cyt ¢ welches als Elektronenshuttle zwischen
den eingesetzten Enzymen und der Elektrode
fungieren soll. Um die Funktionalitdt des Re-
doxproteins in einem SiNPs-basierten Multi-
schichtsystem zu gewaéhrleisten wurde dieses
als erstes auf seine Funktionalitdt hin unter-
sucht. Daflr wurden multiple Schichten von
Cyt ¢ und SiNPs auf einer Cyt c-Monoschicht-
elektrode mithilfe alternierender Inkubations-
schritte in den entsprechenden Lésungen, aus
SiNPs, sowie Cyt ¢ aufgebaut. Die dem System
zugrundeliegende Monoschichtelektrode be-
steht aus einer Goldelektrode, die mit einer
gemischten Thiolschicht (Mercaptoundecan-
saure (MUA) und Mercaptoethanol (MU)) modi-
fiziert wurde und an die Cyt ¢ adsorbiert ist. Die
Cyt c-basierte Multischichtelektrode ist in Ab-
bildung 1 schematisch dargestellt.

n = Bi-Schicht

3k

Cytc

SiNPs

Abb. 1. Schematische Darstellung einer
SiNPs/Cyt ¢ Multischicht auf einer Monoschicht-
elektrode (M). Schichtstruktur [SiINPs/cyt c], (n =1, 2,
3, 4-Bi-Schichten). Die gelben und blauen Pfeile
zeigen den Elektronentransfer zwischen den Cytc
Molekdilen in der Architektur sowie den Transfer hin-
und weg von der Elektrode.
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Die elektrochemischen Eigenschaften der
Cyt ¢/SiNPs]i_4 Multischichtelektroden wurden
anschlieBend mittels zyklovoltammetrischen
Messungen (CV) untersucht. Dafir wurden die
Proteinarchitekturen bei hdheren Scanraten
charakterisiert. Hierbei zeigt sich, dass die
Cyt c-Molekile innerhalb der Schichtarchitektur
elektroaktiv vorliegen (Abbildung 2). Die Menge
an adressierbarem Cyt c korreliert direkt mit der
Zahl an Aufbauschritten (vier Multischichten
entsprechen ca. 90 pmol/cmz). Die deutliche
Zunahme an elektroaktivem Cyt ¢ beweist den
effektiven Cyt c-Cyt c-Elektronenaustausch in-
nerhalb des multiplen Schichtsystems. Zugleich
kann gezeigt werden, dass die SiNPs eine
funktionelle Matrix fir den definierten Multi-
schichtaufbau darstellen. Mit jedem Depo-
sitionsschritt kann eine &hnliche Menge an el-
ektroaktivem Cyt cimmobilisiert werden.
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Abb. 2. Zyklovoltammogramm von Cyt ¢/SiNPs-ba-
sierten Multischichten. Zyklovoltammogramm vom 1,
2, 3, 4-Bi-Schichten; Cytc/SiNPs (& = 5 nm) und
einer Cyt c-Monoschicht (M: Au-MU/MUA-Cyt c) fir
den direkten Vergleich. Inset: Auswertung der
elektrochemisch bestimmten Cyt c-Konzentrationen
in den einzelnen Multischichten [1, 2, 3, 4-Bi-
Schichten], im Vergleich zu einer Monoschicht (M).
Scanrate 100 mV/s, Kalium-Phosphat Puffer 5 mM,
pH 7.

Die Kommunikation der Cyt c-Molekile in den
einzelnen Proteinstapeln bildet jedoch nur eine
Grundvoraussetzung fir ein funktionsfahiges
System in welches weitere Enzyme als Bio-
katalysator eingebettet werden sollen um einen
Substratnachweis zu realisieren. Als erstes
wurden neue, Cyt c-basierte Multischichtarchi-
tekturen unter Verwendung von Cellobiose-
dehydrogenase (CDH) fir den selektiven Sub-
stratnachweis von Laktose aufgebaut. Um eine
definierte Anordnung der Proteine zu erreichen,
machten wir uns die unterschiedlichen La-
dungen der Proteine zu Nutze. Da die CDH bei
pH 7 eine negative Nettoladung aufweist und
Cyt c eine positive, ist es mdglich diese fir die
Bildung von Prakomplexen in einer definierten
Mischung beider Proteine zu nutzen. Fir eine
ausreichend starke Wechselwirkung mit den
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negativ geladenen SiNPs ist jedoch ein Uber-
schuss an Cyt ¢ erforderlich. Die Multischicht-
formierung mit Cyt c, CDH und SiNPs kann
mittels Quarzkristallmikrowaage-(QCM)-Experi-
menten auf einer Goldoberflache bestétigt
werden. Anhand der QCM-Experimente kann
eine definierte Bindung der Komponenten an
die Oberflache und der Komponenten unter-
einander gezeigt werden. Per Definition wird
das Schichtsystem, das in zwei Immobilisie-
rungsschritten erhalten wird (SiNPs, CDH/
Cyt ¢), als Zweischichtarchitektur (Bi-Schicht)
bezeichnet. Die resultierende Struktur ist in
Abb. 3 dargestellt.

n = Bi-Schichten

SiNPs

i
[

Cytc
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Fig. 3. Schematische Darstellung einer Supra-
molekularen [SiINP/CDH<Cyt c] Architektur, assem-
bliert auf einer Cyt c-Monoschichtelektrode (M). Die
Cyt ¢ Monoschicht wurde auf einer gemischten Thiol-
schicht (MU/MUA) aufgebaut. Die Schichtstruktur ist
[SiNPs/CDHecyt c], (n = 1, 2, 3, 4-Bi-Schichten).

Um die katalytischen Eigenschaften der CDH
innerhalb des modularen Aufbaus zu unter-
suchen, wurden CV-Messungen bei kleinen
Scanraten (3 mV/s) in laktosefreiem bzw.
laktosehaltigem Puffer durchgefiihrt. Hierbei
kann in Gegenwart des Substrats ein deutlicher
Oxidationsstrom beginnend ab einem Potential
von -0.05 V gegen Ag/AgCl (Abb. 4) beobachtet
werden. Der katalytische Oxidationsstrom re-
sultiert aus der Laktoseumsetzung durch die
CDH-Molekile. Da die Katalyse nur im Poten-
tialbereich der Cyt c-Umwandlung auftritt, kann
die Reaktionskaskade wie folgt beschrieben
werden: Zuerst erfolgt die katalytische Ox-
idation der Laktose an der CDH, die hierdurch
aufgenommenen Elektronen werden wiederum
an Cytc weitergegeben und mittels Inter-
proteinelektronenransfer zwischen den Cyt c-
Molekilen zur Elektrode transportiert. Zu-
satzlich zeigen Kontrollexperimente, dass im
Fall, wenn ausschlieBlich Cyt ¢ immobilisiert
wurde, kein katalytischer Strom durch die Zu-
gabe von Laktose beobachtet werden kann.
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Weiterfihrend wurde die Effizienz der Signal-
kette beurteilt. Dafir wurde die katalytische
Reaktion in Abhangigkeit der Zahl an im-
mobilisierten Schichten untersucht. Zu diesem
Zweck wurden Elektroden mit einer unter-
schiedlichen Zahl an [Cyt ¢/SiNPs/Cyt ccCDH],-
Bi-Schichten aufgebaut und mittels CV bei pH
4.5 untersucht (Abb. 4). Anhand der CV-Daten
kann gezeigt werden, dass sich mit zuneh-
mender Zahl an Bi-Schichten auch der kata-
lytische Strom nahezu linear erhéht. Fir Bi-
Schichtelektroden mit n = 4 ist eine siebenfache
Steigerung des katalytischen Stroms im
direkten Vergleich zu einer Bi-Schicht (n=1)
beobachtet worden. Den Nachweis flr einen
effizienten Elektronentransfer innerhalb der
Architektur liefern hierbei die offensichtliche
Zunahme des katalytischen Stroms sowie die
Menge an elektroaktivem Cyt ¢ mit zunehmen-
der Zahl an abgeschiedenen Bi-Protein-Schich-
ten. Die erhaltenen Daten implizieren auch,
dass die CDH- und Cyt c-Molekdile in den ver-
schiedenen Proteinstapeln innerhalb der Multi-
schichtanordnung in elektrischem Kontakt mit
der Elektrode stehen. Infolge der Laktosedif-
fusion in das Multischichtsystem hinein, flhrt
dies zu einer kaskadenartigen Erhdhung der
Umsatzakitivitat.

304 2
254 5 m VATBllayer

204 L

3-Bilayer

Current (nA)
=]

2-Bilayer

5 [ T

e o - o 1-Bilayer

T T
-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
Potential (V)

Fig. 4. Zyklovoltammogramme von verschiedenen
Au-MUA/MU-cyt c-[SINP-CDH-cyt c], supramoleku-
laren Elektroden mit unterschiedlicher Zahl an im-
mobilisierten Schichten. Katalytischer Strom der
CDH-basierten Multischichtelektroden (n = 1, 2, 3, 4)
in Anwesenheit von Laktose (5 mM) bei einer
Scanrate von 5 mV/s. Inset: Zeigt eine 4-Bi-Schicht-
elektrode mit und ohne Laktose.

Basierend auf diesem modularen Prinzip wurde
auch die Laccase (Lac) fir den Sauerstoff-
nachweis in multiple Schichten eingebettet.
Auch in diesem Fall machten wir uns die unter-
schiedlichen Ladungen der Proteine zu Nutze.
Da die Lac bei pH 7 eine negative Nettoladung
aufweist und Cyt ¢ eine positive, war es mdglich
diese fur die Bildung der Prakomplexe be-
stehend aus Cyt ¢ und Lac in einer definierten
Mischung zu nutzen (Abb. 5). Die katalytische
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Aktivitdt der Laccase wurde bei negativeren
Potentialen  untersucht. In den CV-Ex-
perimenten kann ein signifikanter Reduktions-
strom aufgrund der Sauerstoffreduktion durch
die Lac beobachtet werden (Abb. 6).
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Fig. 5. Schematische Darstellung der Struktur und
der postulierten Elektronentransferkaskade einer Au-
MUA/MU-Cyt c-[SiNPs/Cyt ceLac]-Multischichtelekir-
ode. Die Cytc-Monoschicht wurde auf einer ge-
mischten Thiolschicht (MUA/MU) assembliert. Die
multiplen Schichten bestehen aus [SiNPs/Cyt ceLac],
(n=1,2, 3,4, 5, 6 Bi-Schichten).

Der katalytische Strom resultiert aus der
Reduktion von Cyt ¢, welcher durch die nach-
folgende Oxidation von Cyt ¢ mittels benach-
barter Laccasemoleklle noch verstarkt wird.
Die erhaltene Sauerstoffreduktion im Potential-
bereich der Cyt c-Umwandlung verifiziert die
postulierte Funktionalitdt der Proteinarchitektur.
Somit kann auch fir diese System eine Signal-
kette postuliert werden: Diese geht von der
Elektrode aus, an welcher Cyt ¢ reduziert wird
und die Elektronen anschlieBend infolge von
Cyt c-Cyt ¢ Interproteinelektronentransfer auf
das T1-Zentrum der Laccase und von dort auf
das dreikernige Kupferzentrum Ubertragen
werden, an welchem die Elektronen dann
schlieBlich fur die Reduktion von molekularem
Sauerstoff zu Wasser genutzt werden (Abb. 5).
Um den Einfluss der Zahl an immobilisierten
Laccaseschichten auf den katalytischen Re-
duktionsstrom zu beurteilen, wurde der kataly-
tische Strom bei -200 mV gegen Ag/AgCl in
luftgesattigtem Puffer fir Elektroden mit unter-
schiedlicher Schichtzahl bestimmt (Abb. 6).
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Fig. 6. Zyklovoltammogramme von Multischicht-
elektroden  Au-MUA/MU-Cyt c-[SiNPs/cyt c-Lac]i-¢
mit unterschiedlicher Schichtzahl in luftgeséttigtem
Puffer (Scanrate 3 mV/s, 20 mM Phosphate-Citrat
Puffer pH 4.5). Die katalytischen Reduktionsstréme
wurden bei einem Potential von -200 mV vs Ag/AgCl
ausgewertet. 1-6 gibt die Anzahl der Bi-Schichten
auf der Elektrode wieder.

Aus den Zyklovoltammogrammen kann ge-
schlossen werden, dass der Reduktionsstrom
mit der Zahl an Bi-Schichten ansteigt. Dies legt
wiederum nahe, dass infolge der zunehmenden
Zahl an katalytischen Zentren (Menge an Lac-
case) auch die bioelekirokatalytische Um-
wandlung von Sauerstoff gesteigert wird. Die
Schlussfolgerung wird zusétzlich durch die Zu-
nahme der Menge des als Elektronen-,Shuttle”
wirkenden, elektroaktiven Cyt ¢ unterstitzt.

Basierend auf der nachgewiesenen Funktio-
nalitdt der beiden enzymatischen Multischicht-
systeme bestehend aus CDH/Cytc bzw.
Lac/Cyt ¢ und ihrer unterschiedlichen Potential-
bereiche sollten diese in einem fortgeschrit-
tenen System gemeinsam in nur einer Multi-
schichtarchitektur vereinigt werden. Dadurch
soll eine Schaltung bzw. ein Aktivitdtswechsel
zwischen zwei co-immobilisierten Enzymen in-
nerhalb eines schichtweise aufgebauten supra-
molekularen Netzwerks erméglicht werden. Die
Kontrolle der Aktivitdt der Enzyme innerhalb
des Systems soll durch das angelegte Potential
erzielt werden (Abb. 7).
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SiNPs

Elektronentransferschritte der Signalkaskade innerhalb der Triproteinarchitektur:

Elektrode <N Cytc SNl Cytc SN CDH(Cytb €@ CDHFAD Laktose
Eleltrode e} Cytc WmE) Cytc W) [Laccase] EEEE) O,

Abb. 7. Darstellung einer [SiNPs/CDH-Cyt c/SiNPs/
Lac-Cyt c]» Multiproteinarchitektur, assembliert auf
einer Cyt c-Monoschichtelektrode. Die Cytc Mono-
schicht wurde auf einer gemischten Thiolschicht
(MU/MUA) adsorbiert. Schichtstruktur (n=1, 2, 3, 4-
Tetraschichten).

Die Wechselwirkung der beiden Enzyme (CDH
und Lac) mit Cyt ¢ wurde anhand der beiden
bisher diskutierten Systeme schon nachge-
wiesen. Die weiterfihrende duale Enzym-
architektur ist als schaltbares System fir den
dualen Nachweis zweier unterschiedlicher
Analyte, Laktose und Sauerstoff konzipiert. In
diesem Fall fixierten wir die CDH-Cyt c- und
Lac-Cyt c-Interproteinelektronentransferreaktion
auf der Elektrodenoberflache und koppelten sie
sowohl mit Cyt c-Cytc Selbstaustauschre-
aktionen als auch mit dem direkten Elektron-
transfer der Cyt c-Molekile mit der Elektrode.
Die Funktionalitat dieser komplexen Triprotein-
architektur wurde mittels CV untersucht. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass die Triprotein-
elektrode weiterhin fir den selektiven Laktose-
nachweis (CDH) genutzt werden kann und die
katalytische Aktivitdit der Elektrode auch
weiterhin  von der Anzahl immobilisierter
Schichten abhangig ist (Abb. 8, Tab. 1). Hervor-
gehoben sei hier, dass eine unterschiedliche
Anzahl von Tetraschichten (SiNPs/CDH+Cyt c,
SiNPs/LacCyt ¢) eingesetzt wurde.

Zusétzlich ist ersichtlich, dass die Anwesenheit
eines weiteren Biokatalysators in Form der
Laccase sich nicht negativ auf die Aktivitat der
CDH auswirkt. In gleicher Weise wurde die
Triproteinelektrode auch beziglich ihrer bio-
katalytischen Eigenschaften gegenliber Sauer-
stoff (Lac) untersucht. Auch hier kann gezeigt
werden, dass die Umsetzung von Sauerstoff
durch die Laccase weiterhin ohne Stérung
moglich ist. Zudem besteht auch flur die
biokatalytische Aktivitdt gegeniiber Sauerstoff
weiterhin eine Abhéangigkeit von der Zahl an
immobilisierten Schichten und somit der Menge
an Biokatalysator welcher in die Schicht-
architektur eingebettet wurde (Abb. 9, Tab. 1).
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Fig. 8. Zyklovoltammogramme von Au-MUA/MU-
Cyt c-[SiNPs/Cyt ce.CDH/SiNPs/Cyt ceLac]i-«  Elekt-
roden (Tetraschichten (n = 1, 2, 3, 4) in Anwesenheit
von Laktose 5 mM (Scanrate 3 mV/s, pH 4.5, 20 mM
Phosphat-Citrat  Puffer). Inset: Zyklovoltammo-
gramm einer 4-Tetraschichtelektrode in An- und
Abwesenheit von Laktose.

Mit dieser supramolekularen Architektur ist da-
her gelungen, eine bidirektionale Elektrontran-
sferkaskade fur den dualen Substrathachweis
zu etablieren. Um die Laccase in einen aktiven
Zustand zu Uberfihren, ist es notwendig Elek-
tronen fur die Sauerstoffreduktion bereit-
zustellen. Fur eine Aktivierung der CDH wie-
derum missen die wahrend der Zucker-
oxidation freigesetzten Elekironen gesammelt
werden. Cyt ¢ Gbernimmt in diesem System die
zentrale Aufgabe eines Elektronendonors/
Elektronenakzeptors. Durch Justierung des
Redoxzustands von Cyt c ist es im gesamten
supramolekularen  Netzwerk  mdglich, die
Aktivitat der beiden Biokatalysatoren einfach
an- und auszuschalten. Damit folgt dieses
System nicht nur Anforderungen aus der
Analytik sondern nutzt Prinzipien biologischer
Signalwege und transferiert sie auf das Gebiet
neuer biohybrider Funktionssysteme.
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Abb. 9. Zyklovoltammogramme von Au-MUA/MU-
Cyt c-[SiNP/Cyt ceCDH/SiNPs/Cyt ceLac]i— Elektro-
den mit unterschiedlicher Schichtzahl; vermessen in
luftgeséttigtem Puffer (Scanrate 3 mV/s, pH 4.5, 20
mM Phosphat-Citrat Puffer). Inset: Zyklovoltam-
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mogramm einer 4-Tetraschicht-Elekirode in luftge-
sdttigtem und Argon-gesplilten Puffer.

Tab. 1: Katalytische Stréme und Cyt c-Konzen-
trationen der Triproteinarchitekturen mit 1—4 Tetra-
schichten.

Dual Anzahl Cytc Kat. Kat.

[b]
Enzyme Tetra- Konz.™ Strom'®! SgoDn:'
Elektroden Schichten pmol/cm?  Lac (nA)“ (nAJ
CDHesLac 1 21£2 - 261 4+1
CDHe-Lac 2 4013 - 4542 6+1
CDHe-Lac 3 6313 - 7046 912
CDHe-Lac 4 7918 - 110£11 15+2

[a] Die Cyt c-Konzentrationen wurden anhand der Peakflache im CV bei einer
Scanrate von 100 mV/s berechnet. [b] Die katalytischen Stréme wurden nach
Zugabe von 5 mm Laktose (CDH, bei positiver Polarisation) oder in
luftgeséttigtem Puffer (Lac, bei negativer Polarisation) bei einer Scanrate von 3
mV/s bestimmt. [c] Bei -200 mV. [d] Bei +450 mV.

Um den Einfluss der Substratkonzentration auf
die proteinbasierte Signalketten zu unter-
suchen, wurden die Proteinelekiroden bei ver-
schiedenen Laktose- (fir die CDH) und Sauer-
stoffkonzentrationen (fir die Lac) analysiert. Die
Daten zeigen sowohl eine lineare Abh&ngigkeit
des Reduktionsstroms von der Oy-Konzen-
tration (0—100% Luftsattigung) als auch eine
nahezu lineare Abh&ngigkeit des Oxidations-
stroms bezogen auf den Laktosegehalt in
Lésung (0.02-1.0 mM). Somit ist das duale
Enzymsystem in der Lage, den erhéhten Sauer-
stoff- und Laktosekonzentrationen zu folgen.
Diese Beobachtung legt nahe, dass der Ge-
samtstrom innerhalb der Triproteinarchitektur
zumindest im untersuchten Konzentrations-
bereich durch die katalytische Reduktion (Lac)
oder Oxidation (CDH) an den Enzymen be-
grenzt wird und nicht durch die Reaktionen
zwischen den Enzymen und Cyt ¢, Cyt ¢ und
Cyt c oder zwischen Cyt c und der Elektrode.

4 Zusammenfassung

Es wurden unterschiedliche Multischicht-ba-
sierte Redoxprotein-Enzymelekiroden fir den
selektiven und sensitiven Substratnachweis
aufgebaut. In einem weiterentwickelten System
konnte sogar eine nanobiomolekulare Protein-
architektur mit zwei funktionalen Signalketten
auf der Basis von Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen auf Elektroden realisiert werden.
Hierzu wurden die CDH und die Lac, welche
zuvor einzeln in die Cyt c-basierten Multi-
schichtarchitekturen integriert waren, in nur
einer Architektur vereinigt. Innerhalb dieses Tri-
proteinsystems sind die beiden Enzyme Uber
Cytochrom ¢ in einem immobilisierten Zustand
effizient mit der Elektrode kontaktiert. Da die
Aktivitdt der Enzyme durch die Bereitstellung
bzw. den Entzug der Elektronen kontrolliert
wird, kann der Redoxzustand von Cyt ¢ dafir
genutzt werden, die Aktivitdt der beiden Bio-
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katalysatoren an- und auszuschalten. Des-
weiteren arbeiten die schaltbaren Reaktions-
kaskaden der Lac und CDH in einer unse-
parierten Matrix, ohne dass die Anwesenheit
des anderen Biokatalysators stért. Innerhalb
des modularen Multischichtsystems agiert Cyt ¢
auf Basis von intermolekularem Elektronen-
transfer als bi-direktionaler molekularer Draht.
Es ist zu erwarten, dass dieser Ansatz einen
Beitrag fir die Weiterentwicklung von Multiplex-
Proteinelektroden und Biosensoren leistet.
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