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Abstract: Aus drei Proteinkomponenten wird eine supramo-
lekulare Proteinarchitektur auf Elektroden aufgebaut. Damit
kann eine bidirektionale Elektronentransferkaskade infolge
intermolekularen Elektronentransfers etabliert werden. Der
supramolekulare Aufbau im Multischichtformat wird durch
das Einbetten zweier unterschiedlicher Enzyme (Cellobiose-
dehydrogenase und Laccase), sowie eines Redoxproteins
(Cytochromc) mittels carboxymodifizierten Siliciumdioxid-
nanopartikeln realisiert. Das Multiproteinsystem ermçglicht
die duale Detektion zweier unterschiedlicher Analyte: Laktose
und Sauerstoff. Die Kontrolle der Enzymaktivit�t – das heißt,
das selektive Anschalten der Bioelektrokatalyse – wird durch
das angelegte Potential erreicht, da hierdurch der Redoxzu-
stand von Cytochromc vorgegeben wird. Die beiden bidirek-
tionalen Signalketten arbeiten in einer unseparierten Matrix,
ohne dass die Anwesenheit des anderen Biokatalysators stç-
rend wirkt.

Biochemische Stoffwechselwege und Signalketten sind
durch ihre wirksame Kopplung einzelner Reaktionsschritte
gekennzeichnet, die zu einer hoch spezifischen Signaltrans-
duktion f�hrt. Dar�ber hinaus sind diese komplexen Systeme,
in Abh�ngigkeit von �ußeren oder inneren Reizen, z. B. der
Anwesenheit einer bestimmten Substanz, in der Lage, zwi-
schen verschiedenen Reaktionskaskaden umzuschalten. Be-
zogen auf Redoxreaktionen stellen die Photosynthese und die
Atmungskette wichtige Beispiele f�r Systeme dar, die auf
pr�zisen sequenziellen Reaktionsschritten beruhen.[1–4] Der-
artige Stoffwechselwege basieren haupts�chlich auf der Er-
zeugung von Molek�len f�r eine nachfolgende Umsetzung,
dem Einsatz kleiner „Shuttle“-Molek�le, die mit definierten
Komponenten der Signalkette wechselwirken, oder der di-
rekten Reaktion von Proteinmolek�len untereinander. F�r
die Herstellung k�nstlicher Signalwege kamen diese effizi-
enten biologischen Prinzipien bereits zur Anwendung.[5–7] So
ist es mçglich, Proteinfunktionen mit elektrochemischen
Detektionsverfahren zu koppeln, dass Signale in Gegenwart

von einzelnen Substanzen oder bestimmten Molek�lklassen
erzeugt werden.[8–10] Diese Konzepte haben nicht nur Be-
deutung in der Biosensorforschung,[11, 12] der Entwicklung von
Biobrennstoffzellen[13,14] oder Nachweissystemen auf der
Grundlage von „Logic gates“,[15, 16] sondern auch f�r den
Aufbau biohybrider Systeme, welche biologische Funktionen
imitieren.

Basierend auf den Entwicklungen der letzten Jahrzehnte
in der Proteinelektrochemie wurden erhebliche Fortschritte
im Aufbau bioelektronischer Einheiten erzielt. Hierbei ist
man nicht nur auf Monoschichtanordnungen von Proteinen
auf Elektroden beschr�nkt.[17, 18] Es wurde auch ein breites
Spektrum an unterschiedlichsten Multischichtans�tzen unter
Einsatz von Polyelektrolyten,[19, 20] biospezifischen Wechsel-
wirkungen,[21, 22] kovalenten Kopplungen,[23, 24] Redoxpoly-
meren,[25, 26] Nanopartikeln[27,28] oder „molekularen Dr�h-
ten“[29,30] entwickelt. Diese Systeme machen sich sowohl die
Vorz�ge von sequenziellen Reaktionen als auch von mehre-
ren Elektronentransferschritten zu Nutze. Eine spezielle
Gruppe nutzt f�r die Umsetzung von sequenziellen Reak-
tionen direkte Protein-Protein-Wechselwirkungen im immo-
bilisierten Zustand auf Elektrodenoberfl�chen. Diese Ent-
wicklungen beziehen sich haupts�chlich auf Cytochromc-
Multischichtsysteme. Sie gew�hrleisten einen effizienten
Elektronentransfer innerhalb des Schichtsystems,[31, 32] aber
auch eine effektive Kopplung mit zahlreichen Biokatalysa-
toren.[33–36]

Hier stellen wir ein neues System vor, das eine Schaltung/
einen Aktivit�tswechsel zwischen zwei coimmobilisierten
Enzymen innerhalb eines schichtweise aufgebauten supra-
molekularen Netzwerks ermçglicht. Die Kontrolle der Akti-
vit�t der Enzyme innerhalb des Systems wird durch das an-
gelegte Potential erzielt.

Diese Form der Signalkette kann durch das Einbetten
zweier unterschiedlicher Biokatalysatoren, dem Multikupfer-
Enzym Laccase (Lac)[37] und dem Multidom�nen-Enzym
Cellobiosedehydrogenase (CDH),[38] und dem Redoxprotein
Cytochromc (Cyt c) in eine k�nstliche Matrix bestehend aus
carboxymodifzierten Siliciumdioxidnanopartikeln aufgebaut
werden (Abbildung 1).

Mit dieser supramolekularen Architektur ist es gelungen,
eine bidirektionale Elektrontransferkaskade f�r den dualen
Substratnachweis zu etablieren. Um die Laccase in einen
aktiven Zustand zu �berf�hren, ist es notwendig, Elektronen
f�r die Sauerstoffreduktion bereitzustellen. F�r eine Akti-
vierung der CDH wiederum m�ssen die w�hrend der Zu-
ckeroxidation freigesetzten Elektronen gesammelt werden.
Cytochromc �bernimmt in diesem System die zentrale Auf-
gabe eines Elektronendonors/Elektronenakzeptors. Durch
Justierung des Redoxzustands von Cytc ist es im gesamten
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supramolekularen Netzwerk mçglich, die Aktivit�t der
beiden Biokatalysatoren einfach an- und auszuschalten. Die
beiden Enzyme (CDH und Lac) wurden ausgew�hlt, da ihre
Wechselwirkung mit Cytc in Lçsung bereits nachgewiesen
wurde.[39–41]

Die nanobiomolekulare Architektur ist als schaltbares
System f�r den dualen Nachweis zweier unterschiedlicher
Analyte, Laktose und Sauerstoff konzipiert. In diesem Fall
fixieren wir die CDH-Cytc- und Lac-Cyt c-Interproteinelek-
tronentransferreaktionen auf einer Oberfl�che und koppeln
sie sowohl mit Cytc-Cyt c-Selbstaustauschreaktionen als auch
mit dem direkten Elektrontransfer der Cytc-Molek�le mit
der Elektrode. Um eine elektrostatische Wechselwirkung
zwischen den Proteinen und den nichtleitenden Siliciumdi-
oxidnanopartikel f�r den schichtweisen Aufbau zu gew�hr-
leisten, wurden letztere mit Carboxyfunktionen versehen.

Die Triproteinarchitekturen bestehend aus Lac, CDH,
Cytc und SiO2-NPs wurden auf einer Cytc-Monoschicht-
elektrode mithilfe alternierender Inkubationsschritte in den
entsprechenden Lçsungen, aus SiO2-NPs, sowie Mischungen
von Cytc/CDH und Cytc/Lac aufgebaut. Die dem System
zugrundeliegende Monoschichtelektrode besteht aus einer
Goldelektrode, die mit einer gemischten Thiolschicht (Mer-
captoundecans�ure (MUA) und Mercaptoethanol (MU))
modifiziert wurde und an die Cytc adsorbiert ist. Die modu-
lare Triproteinarchitektur ist in Abbildung 1 schematisch
dargestellt.

Um eine definierte Anordnung der Proteine zu erreichen,
machen wir uns die unterschiedlichen Ladungen der Proteine
zu Nutze. Da die CDH und die Lac bei pH 7 eine negative
Nettoladung aufweisen und Cytc eine positive, ist es mçglich
diese f�r die Bildung von Pr�komplexen bestehend aus Cytc
und CDH bzw. Cytc und Lac in einer definierten Mischung zu
nutzen. F�r eine ausreichend starke Wechselwirkung mit den
negativ geladenen SiO2-NPs ist jedoch ein �berschuss an
Cytc erforderlich. Die Multischichtformierung mit Cytc, Lac,

CDH und SiO2-NPskann mittels Quarzkristallmikrowaage-
(QCM)-Experimenten auf einer Goldoberfl�che best�tigt
werden. Anhand der QCM-Experimente kann eine definierte
Bindung der Komponenten an die Oberfl�che und der
Komponenten untereinander gezeigt werden (siehe die Hin-
tergrundinformationen). Per Definition wird das Schichtsys-
tem, das in vier Immobilisierungsschritten erhalten wird
(SiO2-NP, CDH/Cytc, SiO2-NP, Lac/Cyt c), als Tetraschicht
bezeichnet.

Die elektrochemischen Eigenschaften der Triprotein-
elektroden [Cyt c/SiO2-NPs/Cytc·CDH/SiO2-NPs/Cytc·Lac]1–

4 sind in cyclovoltammetrischen Messungen (CV) untersucht
worden. F�r eine erste Einsch�tzung der Funktionalit�t ist
das elektrochemische Verhalten der Cytc-Molek�le inner-
halb der Proteinarchitekturen bei hçheren Scanraten cha-
rakterisiert worden. Hierbei zeigt sich, dass die Cytc-Mole-
k�le innerhalb der nanobiomolekularen Schichtarchitektur
elektroaktiv vorliegen (Abbildung 2). Die Menge an adres-

sierbarem Cytc korreliert direkt mit der Zahl an Aufbau-
schritten (vier Tetraschichten entsprechen G = 79 pmolcm�2).
Die deutliche Zunahme an elektroaktivem Cytc beweist den
effektiven Cytc-Cytc-Elektronenaustausch innerhalb des
Systems trotz des Vorliegens zweier unterschiedlicher Bio-
katalysatoren.

Die Kommunikation der Cytc-Molek�le in den einzelnen
Proteinstapeln bildet jedoch nur eine Grundvoraussetzung
f�r ein funktionsf�higes System bestehend aus drei unter-
schiedlichen Proteinen, deren Anordnung dazu bestimmt ist,
Elektronen untereinander auszutauschen. Um die katalyti-
schen Eigenschaften der CDH innerhalb des modularen
Aufbaus zu untersuchen, wurden CV-Messungen bei kleinen
Scanraten (3 mVs�1) in einer laktosehaltigen Lçsung durch-
gef�hrt. Hierbei kann ein deutlicher Oxidationsstrom begin-
nend ab einem Potential von �0.05 V gegen Ag/AgCl (Ab-
bildung 3) beobachtet werden.

Abbildung 1. Skizze einer [SiO2-NP/CDH·Cytc/SiO2-NP/Lac·Cytc]n-Mul-
tiproteinarchitektur auf einer Cyt c-Monoschichtelektrode. Die Cyt c-Mo-
noschicht wird auf einer gemischten Thiolschicht (MU/MUA) aufge-
baut. Schichtstruktur (n = 1-4 Tetraschichten).

Abbildung 2. Cyclovoltammogramme von Au-MUA/MU-Cyt c-[SiO2-
NPs/Cyt c·CDH/SiO2-NPs/Cyt c·Lac]1–4-Tetraschichtelektroden. (Jede Te-
traschicht beinhaltet zwei Cyt c-Schichten.) Gemessen wurde bei hçhe-
ren Scanraten (100 mVs�1) in laktosefreiem Puffer. Gezeigt ist die Zu-
nahme an adressierbarem Cytc mit zunehmender Zahl an Schichten
(pH 7, 5 mm Kaliumphosphatpuffer).
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Dieser katalytische Oxidationsstrom resultiert aus der
Laktoseumsetzung durch die CDH-Molek�le. Da die Kata-
lyse nur im Potentialbereich der Cytc-Umwandlung auftritt,
kann die Reaktionskaskade wie folgt beschrieben werden:
Zuerst erfolgt die katalytische Oxidation der Laktose an der
FAD-Dom�ne der CDH, die hierdurch aufgenommenen
Elektronen werden wiederum an die H�mgruppe der Cytb-
Dom�ne der CDH �ber intramolekularen Elektronentransfer
weitergegeben und von dort mittels intermolekularer Elek-
tronentransferschritte �ber Cytb-Cyt c und Cytc-Cyt c zur
Elektrode transportiert (Abbildung 1). Zus�tzlich zeigen
Kontrollexperimente, dass im Fall, wenn ausschließlich Cytc
immobilisiert wird, kein katalytischer Strom durch die
Zugabe von Laktose beobachtet werden kann.

Weiterf�hrend sollte die Effizienz der Signalkette beur-
teilt werden. Daf�r wurde die katalytische Reaktion in Ab-
h�ngigkeit der Zahl an immobilisierten Schichten untersucht.
Zu diesem Zweck wurden Elektroden mit einer unter-
schiedlichen Zahl an [Cyt c/SiO2-NPs/Cytc·CDH/SiO2-NPs/
Cytc·Lac]n-Tetraschichten aufgebaut und mittels CV bei
pH 4.5 untersucht. Anhand der CV-Daten kann gezeigt
werden, dass sich mit zunehmender Zahl an Tetraschichten
auch der katalytische Strom nahezu linear erhçht (Tabelle 1).

F�r Tetraschichtelektroden mit n = 4 ist eine vierfache
Steigerung des katalytischen Stroms im direkten Vergleich zu
einer Tetraschicht (n = 1) beobachtet worden. Den Nachweis
f�r einen effizienten Elektronentransfer innerhalb der Ar-
chitektur liefern hierbei die offensichtliche Zunahme des
katalytischen Stroms sowie der Menge an elektroaktivem
Cytc mit zunehmender Zahl an abgeschiedenen Triprotein-
schichten. Die erhaltenen Daten implizieren auch, dass die
CDH- und Cytc-Molek�le in den verschiedenen Proteinsta-
peln innerhalb der Multischichtanordnung in elektrischem
Kontakt mit der Elektrode stehen. Infolge der Laktosediffu-
sion in das Multischichtsystem hinein f�hrt dies zu einer
kaskadenartigen Erhçhung der Umsatzaktivit�t.

W�hrend die Laccase f�r den Aufbau des nanobiomole-
kularen Systems coimmobilisiert wurde, kann die Aktivit�t
der Laccase nicht im gleichen Potentialbereich erfasst werden
wie f�r CDH, sodass diese bei negativeren Potentialen un-
tersucht wurde. Infolge des Wechsels zu negativeren Poten-
tialen kann in den CV-Experimenten ein signifikanter Re-
duktionsstrom aufgrund der Sauerstoffreduktion durch die
Lac beobachtet werden (Abbildung 4). Der katalytische

Strom resultiert aus der Reduktion von Cytc, welcher durch
die nachfolgende Oxidation von Cyt c mittels benachbarter
Laccasemolek�le noch verst�rkt wird. Die erhaltene Sauer-
stoffreduktion im Potentialbereich der Cytc-Umwandlung
verifiziert die postulierte Funktionalit�t der schaltbaren
Proteinarchitektur. Somit kann eine zweite Signalkette pos-
tuliert werden: Diese geht von der Elektrode aus, an welcher
Cytc reduziert wird und die Elektronen anschließend infolge
von Cytc-Cyt c-Interproteinelektronentransfer auf das T1-
Zentrum der Laccase und von dort auf das dreikernige
Kupferzentrum �bertragen werden, an welchem die Elek-
tronen dann schließlich f�r die Reduktion von molekularen
Sauerstoff zu Wasser genutzt werden (Abbildung 1).

Um den Einfluss der Zahl an immobilisierten Laccase-
schichten auf den katalytischen Reduktionsstrom zu beur-
teilen, wurde der katalytische Strom bei �200 mV gegen Ag/

Abbildung 3. Cyclovoltammogramme von Au-MUA/MU-Cyt c-[SiO2-
NPs/Cyt c·CDH/SiO2-NPs/Cyt c·Lac]n-Tetraschichtelektroden (n= 1–4)
in Gegenwart von 5 mm Laktose (Scanrate 3 mVs�1, pH 4.5, 20 mm

Phosphat-Citrat-Puffer). Einschub: Cyclovoltammogramme einer n = 4-
Tetraschichtelektrode mit und ohne Laktose.

Abbildung 4. Cyclovoltammogramme von Au-MUA/MU-Cyt c-[SiO2-
NPs/Cyt c·CDH/SiO2-NPs/Cyt c·Lac]n-Elektroden (n = 1–4), gemessen in
luftges�ttigtem Puffer (Scanrate 3 mVs�1, pH 4.5, 20 mm Phosphat-
Citrat-Puffer). Einschub: Cyclovoltammogramme einer n = 4-Tetra-
schichtelektrode in luftges�ttigtem und argongesp�ltem Puffer.

Tabelle 1: Katalytische Strçme und Cyt c-Konzentrationen der Triprotein-
architekturen in 1–4 Tetraschichten.

Duale Enzym- Zahl an Cyt c-Konz.[a] kat. Strom [nA][b]

elektrode Tetraschichten [pmolcm�2] Lac[c] CDH[d]

CDH·Lac 1 21�2 �26�1 4�1
CDH·Lac 2 40�3 �45�2 6�1
CDH·Lac 3 63�3 �70�6 9�2
CDH·Lac 4 79�8 �110�11 15�2

[a] Die Cyt c-Konzentrationen wurden anhand der Peakfl�che im CV bei
einer Scanrate von 100 mVs�1 berechnet. [b] Die katalytischen Strçme
wurden nach Zugabe von 5 mm Laktose (CDH, bei positiver Polarisati-
on) oder in luftges�ttigtem Puffer (Lac, bei negativer Polarisation) bei
einer Scanrate von 3 mVs�1 bestimmt. [c] Bei �200 mV. [d] Bei
+450 mV.
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AgCl in luftges�ttigtem Puffer f�r Elektroden mit unter-
schiedlicher Schichtzahl bestimmt (Abbildung 4). Aus den
Cyclovoltammogrammen kann geschlossen werden, dass der
Reduktionsstrom mit der Zahl an Tetraschichten ansteigt.
Dies legt wiederum nahe, dass infolge der zunehmenden Zahl
an katalytischen Zentren (Menge an Laccase) auch die bio-
elektrokatalytische Umwandlung von Sauerstoff gesteigert
wird. Die Schlussfolgerung wird zus�tzlich durch die Zunah-
me des als Elektronen-„Shuttle“ f�r beide Enzyme wirken-
den, elektroaktiven Cytochromc unterst�tzt (Abbildung 2).

Um den Einfluss der Substratkonzentration auf die pro-
teinbasierte Signalkette zu untersuchen, wurden die Prote-
inelektroden bei verschiedenen Laktose- (f�r die CDH) und
Sauerstoffkonzentrationen (f�r die Lac) mit CV analysiert
(siehe die Hintergrundinformationen). Die Daten zeigen
sowohl eine lineare Abh�ngigkeit des Reduktionsstroms von
der O2-Konzentration (0–100% Lufts�ttigung) als auch eine
nahezu lineare Abh�ngigkeit des Oxidationsstroms bezogen
auf den Laktosegehalt in Lçsung (0.02–1.0 mm) bei einer
Scanrate von 3 mVs�1. Somit ist das duale Enzymsystem in
der Lage, den erhçhten Sauerstoff- und Laktosekonzentra-
tionen zu folgen. Diese Beobachtung legt nahe, dass der
Gesamtstrom innerhalb der Triproteinarchitektur zumindest
im untersuchten Konzentrationsbereich eher durch die kata-
lytische Reduktion (Lac) oder Oxidation (CDH) an den
Enzymen begrenzt wird als durch die Reaktionen zwischen
den Enzymen und Cytc, Cytc und Cytc oder zwischen Cytc
und der Elektrode.

Da die beiden Enzyme und das Redoxprotein unter-
schiedliche Funktionen innerhalb der Schichtarchitektur
haben, sollten die relativen Mengen an CDH, Lac und Cytc in
den entsprechenden Schichten einen signifikanten Einfluss
auf die Sauerstoffreduktion und die Laktoseoxidation aus-
�ben. Der postulierte Einfluss macht sich bemerkbar, wenn
das Cytc/CDH-Verh�ltnis von 20:1 auf 10:1 verringert wird.
Hierbei konnte eine deutliche Abnahme des Oxidations-
stroms beobachtet werden. Obwohl die Zahl an Reaktions-
stellen (grçßere Menge an CDH) f�r Laktose erhçht ist,
kommt es zu einer begrenzten Elektronenweitergabe, was
eine Aktivit�tsminderung zufolge hat. Bei zu hohen CDH-
Konzentrationen scheint die Elektronen�bertragung zur
Elektrode gestçrt zu sein. Ein �hnliches Verhalten konnte
auch f�r das Cytc/Lac-Verh�ltnis (< 20:1) bezogen auf die
katalytische Reaktion beobachtet werden.

Zusammenfassend ist es uns gelungen, eine schichtartige
nanobiomolekulare Proteinarchitektur mit zwei funktionalen
Signalketten auf der Basis von Protein-Protein-Wechselwir-
kungen auf Elektroden zu entwickeln. F�r den strukturellen
Aufbau wurden CDH, Lac und das Redoxprotein Cyto-
chromc mithilfe von geladenen Siliciumdioxidnanopartikeln
schichtweise immobilisiert. Innerhalb des gestapelten Tri-
proteinsystems sind zwei Enzyme �ber Cytochromc in einem
immobilisierten Zustand effizient mit der Elektrode kontak-
tiert. Da die Aktivit�t der Enzyme durch die Bereitstellung/
den Entzug der Elektronen kontrolliert wird, kann der Re-
doxzustand von Cytochromc daf�r genutzt werden, die Ak-
tivit�t der beiden Biokatalysatoren an- und auszuschalten.
Aufgrund des effektiven Elektronenaustauschs innerhalb des
gesamten modularen Schichtaufbaus kçnnen Laccase und

Cellobiosedehydrogenase – obwohl sie sich in verschiedenen
Abst�nden zur Elektrode befinden – kontaktiert werden. Des
Weiteren arbeiten die schaltbaren Reaktionskaskaden der
Lac und CDH in einer unseparierten Matrix, ohne dass die
Anwesenheit des anderen Biokatalysators stçrt. Innerhalb
des modularen Multischichtsystems agiert Cytc auf Basis von
intermolekularem Elektronentransfer als bidirektionaler
molekularer Draht. Es ist zu erwarten, dass dieser Ansatz
einen Beitrag f�r die Weiterentwicklung von Multiplex-Pro-
teinelektroden und -Biosensoren leistet. Zus�tzlich stellt
dieses System einen deutlichen Fortschritt im biomimetischen
Nachbau biologischer Elektronentransferkaskaden dar.
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