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Zusammenfassung

Die hier durchgeführten Untersuchungen ermöglichen 
ein besseres Verständnis der Elektronentransferprozesse 
zwischen der Flavin-abhängigen Fruktosedehydrogena-
se (FDH) und dem Redoxprotein Cytochrom c (Cyt c). 
Dies liefert im Hinblick auf sensorische Anwendungen 
wichtige Erkenntnisse für vorteilhafte Sensorarchitek-
turen und deren Messbedingungen. Es wurden zwei 
unterschiedliche pH-Optima für die Redoxreaktion der 
beiden Proteine untereinander entdeckt. Die Reaktion 
wurde im Weiteren mit Elektroden kombiniert und so 
eine Fruktose-abhängige Stromantwort detektiert. Dar-
über hinaus konnten definierte dreidimensionale Sensor-
architekturen der beiden Proteine, mit Hilfe von DNA als 
zusätzlichen biologischen Baustein erzeugt und für die 
Sensorik genutzt werden.

Abstract

With regard to sensor application, flavin-dependent 
fructose dehydrogenase (FDH) and the redox protein cy-
tochrome c (cyt c) were examined for a better understand-
ing of electron transfer (ET) pathways. First, two different 
pH optima could be determined for the reaction of both 
proteins. A fructose-dependent signal can be achieved on 
a cyt c electrode with adsorbed FDH as well as with the 
enzyme in solution. Furthermore, fructose sensors could 
be produced using a defined arrangement of cyt c and 
FDH by the layer-by-layer technique with DNA as a second 
building block.

1. Einleitung

Elektronentransfer-(ET-)Reaktionen 
spielen eine entscheidende Rolle in 
den Stoffwechselprozessen aller Or-
ganismen (Berg et al. 2012). Die Reak-
tionskaskaden der Proteine innerhalb 
der Atmungskette oder der Photo-
synthese sind für diese Zwecke opti-
mal angepasst. Es gibt verschiedene 
Beispiele, in denen versucht wurde, 
diese Elektronentransferkaskaden zu 
imitieren, um sie für die analytische 
Stoffdetektion oder auch für eine 
bioenergetische Anwendung zu nut-
zen. In diesem Zusammenhang wur-
de auch die Elektronenübertragung 
durch das Redoxprotein Cytochrom 
c umfassend untersucht. Cytochrom 
c zeigt einen direkten Elektronen-
transfer (DET) an modifizierten Elek-
troden, wie sie bspw. durch Selbstor-
ganisierte Monoschichten (SAM) auf 
Gold erreicht werden (Taniguchi et al. 
1982, Armstrong et al. 1988, Song et 

al. 1993, Ge et al. 2002). So kann man 
auf den Einsatz von Redoxmediato-
ren verzichten, die unter Umständen 
Interferenzen oder Seitenreaktionen 
verursachen. Aufgrund des möglichen 
Selbstaustausches von Elektronen 
zwischen Cyt c Molekülen gibt es auch 
verschiedene Ansätze, das Protein in 
Multischichten anzuordnen (Lisdat et 
al. 2009, Sarauli et al. 2010, Feifel et 
al. 2012). Im Hinblick auf sensorische 
Anwendungen kann Cyt c so genutzt 
werden, um gekoppelt mit Erken-
nungselementen, wie bspw. bestimm-
ten Enzymen oder sogar mehreren 
unterschiedlichen Enzymen auf einer 
Sensoroberfläche, bioelektrochemi-
sche Signale in Abhängigkeit vom 
Substrat zu generieren (Jin et al. 1996, 
1997, Sarauli et al. 2012, Feifel et al. 
2014). Hierbei kommen überwiegend 
voltammetrische Messmethoden zum 
Einsatz. Gezeigt wurde das bereits 
für das Flavo-Enzym Cellobiosedehy-
drogenase (Feifel et al. 2013) und die 

PQQ-abhängiger Glukosedehydroge-
nase (Wettstein et al. 2012). Diese Pro-
teinaufbauten besitzen Potential für 
Anwendungen in der Bioelektronik, 
Biosensorik und in Biobrennstoffzellen 
(Wu et al. 2007, Cooney et al. 2008, 
Lisdat et al. 2009).

In der hier gezeigten Studie wurde das 
Hämoflavo-Enzym Fruktosedehydro-
genase verwendet. Dies ist ein Memb-
ran-assoziiertes Enzym mit einer mola-
ren Masse von ca. 140 kDa. Es besteht 
aus drei Untereinheiten, von denen 
die größte ein Flavin-Adenin-Dinukle-
otid (FAD) und die mittlere Unterein-
heit drei prosthetische Gruppen Häm 
c enthält, während die kleinste Un-
tereinheit der Membranassoziierung 
dient (Ameyama et al. 1981, Kawai et 
al. 2013, 2014). Die Formalen Potenti-
ale (E

f) der Hämgruppen werden mit 
10 ±4 mV, 60 ±8 mV und 150 ±4 mV vs. 
Ag/AgCl (sat. KCl) bei pH 5,0 beschrie-
ben. Werte anderer Studien zeigen das 
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Formale Potential adsorbierter FDH an 
Goldelektroden (+ 80 mV; Kahn et al. 
1991) und Kohlenstoffelektroden (+ 39 
mV vs. Ag/AgCl, sat. KCl; Kamitaka et 
al. 2007), diese liegen im Bereich des 
Ef vom Häm 2, bei 60 ± 8 mV.
Der Km Wert des Enzyms für Fruk-
tose wurde mit 10 mM bei pH 4,5 
(K3[Fe(CN)6] als Elektronenakzeptor) 
bestimmt (Ameyama et al. 1981). Die 
FDH ist ein Enzym mit einem pI von 
5,0 ± 0,1, sein pH-Optimum liegt bei 
pH 4,0 bis 4,5 und sein Temperatur-
optimum bei 37 °C. Aufgrund hydro-
phober Oberflächengruppen tendiert 
FDH in wässriger Lösung zur Präzipi-
tation, was zu einer Inaktivierung des 
Enzyms führt. Die Lagerung des En-
zyms in einem Triton X®-enthaltenden 
Puffer bei 4 °C erhält jedoch die Ak-
tivität für mindestens zwei Wochen 
(Ameyama et al. 1981).
Die FDH wurde in vergangenen Unter-
suchungen für die Konstruktion von 
Biosensoren (Kahn et al. 1992, Kinne-
ar et al. 1997, Bassi et al. 1998) sowie 
für Biobrennstoffzellen (Kamitaka et 
al. 2007, Tkac et al. 2009, Tamaki et al. 
2012) verwendet. Die Immobilisierung 
konnte gezeigt werden, und sowohl 
ein Direkter Elektronentransfer (DET) 
als auch ein Mediator-vermittelter 
Elektronentransfer (MET) ließen sich 
nachweisen. Dabei zeigte sich vor al-
lem an kohlenstoffbasierten Materia-
lien die Möglichkeit eines DET (Kami-
taka et al. 2007, Tominaga et al. 2007, 
2009). Besonders effizienter DET kann 
beobachtet werden, wenn das Enzym 
mit der Häm-Untereinheit zur Elektro-
denoberfläche ausgerichtet wird. To-
minaga et al. (2007) generierten bio-
elektrokatalytische Ströme auf HOPG 
(highly oriented pyrolytic graphite, ba-
sal-plane) und Kohlenstoffplatten. Die 
katalytischen Oxidationsströme zeig-
ten sich nur im sauren Milieu (≤ pH 6), 
während im neutralen oder alkali-
schen Milieu keine katalytischen Re-
aktionen nachweisbar waren. Hierbei 
wurde auch eine Zersetzung des FDH-
Trimers beobachtet. Als effizientestes 
System zeigt sich bis dato eine kohlen-
stoffbasierte Elektrode (Ketjen black), 
deren höchste Stromdichten bei pH 
5 erreicht wurden. Neben Kohlen-
stoff eignet sich nach vielen Studien 
auch Gold als mögliche Oberfläche 
für einen ET von FDH. Beispielsweise 
können Goldnanopartikel, modifiziert 

mit Mercaptoethanol, in Anwesenheit 
von FDH und Fruktose bioelektroka-
talytische Signale zeigen (Murata et 
al. 2009). Auch Polyanilin-modifzierte 
ITO-Elektroden zeigen einen effizien-
ten DET (Sarauli et al. 2015). Ferapon-
tova et al. (2005) wiesen Reaktionen 
an Cysteamin- und Mercaptoethanol-
modifizierten Goldelektroden nach, 
mit FDH und Cyt c als Mediator (beides 
in Lösung). Hier wird ein pH von 7 als 
besonders effizient genannt.
Die im Folgenden gezeigten Untersu-
chungen wollen den Interprotein-ET 
zwischen FDH und Cyt c sowohl in 
Lösung als auch mit auf Elektroden 
gebundenem Protein charakterisie-
ren. Dies hat das Ziel, die Gestaltung 
von ET-Ketten für analytische Frage-
stellungen zu ermöglichen, in deren 
Folge substratspezifische Sensoren 
(Fruktose) mit einstellbarer Sensitivität 
erzeugt werden können.

2. Material und Methoden

Chemikalien
Citronensäure, D-Fruktose, Eisen(III)- 
sulfat, Kaliumhexacyanoferrat (III), 
Kalimhydroxid, 11-Mercapto-1-un-
decanol (MU), 11-Mercaptounde-
cansäure (MUA), Triton X®-100 (TX), 
Cytochrom c (Horse heart) und dsD-
NA (Calf thymus) wurden von Sigma-
Aldrich (Taufkirchen, Germany) bezo-
gen. Ethanol, Natriumdodecylsulfat 
(SDS), Na

2HPO4, H2SO4 (96  %), H3PO4 
(≥ 85  %), H2O2 (30  %) und HNO3 (≥ 
65  %) wurden bei Carl Roth (Karls-
ruhe, Germany) erworben, KCl and 
K2HPO4/KH2PO4 bei der Firma Merck 
bestellt. Golddraht (0,5 mm Durch-
messer, 99,999  % Reinheit) wurde bei 
der Firma Goodfellow (Bad Nauheim, 
Germany) bestellt. Amicon® Ultra Zen-
trifugalfilter mit einem MWCO von 10 
kDa wurden über Merck Millipore Ltd. 
(Cork, Ireland) bezogen. Alle Lösun-
gen wurden mit 18 MΩ Reinstwasser 
hergestellt (Evoqua Water Technolo-
gies GmbH, Germany, Ultra Clear Di-
rect).
Kommerziell erhältliche lyophilisierte 
und mit Stabilisierungsagenzien ver-
sehene FDH (Gluconobacter japonicus, 
NBRCA3260, vorher Gluconobacter 
industrius) wurde über Sigma Ald-
rich bezogen (4,5 mg FDH enthielten 
5,1  % Protein). Eine 0,5 mg (Protein)/
ml Stammlösung (  3,3 µM) wurde 

durch Lösen des Lyophilisats in 0,5 ml 
McIlvaine-Puffer (pH 4,5) hergestellt.
Alternativ wurde FDH (Gluconobacter 
japonicas, NBRCA3260) aus der Ar-
beitsgruppe von Prof. Dr. Kenji Kano 
(Kyoto University, Japan) bezogen. Das 
Enzym wurde rekombinant in Glucono-
bacter oxydans expremiert und nach 
Kawai et al. (2013) aufgereinigt. Es war 
in einer Stammlösung mit einer Kon-
zentration von 5,6 mg/ml in 100 mM 
McIlvaine-Puffer (pH 6,0) gelöst und 
enthielt zur Stabilisierung 300 mM 
Saccharose. Die Aktivität wurde nach 
Ameyama et al. (1981) vor der Ver-
wendung bestimmt. Der Aktivitätstest 
basiert auf der Reduktion von Hexacy-
anoferrat (III) durch FDH in Anwesen-
heit von Fruktose. Die Reaktion wird 
gestoppt durch die Zugabe von Phos-
phorsäure, SDS und Eisen(III)-sulfat. 
Dabei denaturiert SDS das Enzym, 
wodurch die weitere Reduktion des 
Hexacyanoferrats unterbunden ist. 
Eisen(III)-sulfat reagiert mit dem Reak-
tionsprodukt der Reduktion, dem He-
xacyanoferrat (II), zu Preußischblau, 
welches spektroskopisch bei einer 
Wellenlänge von 660 nm gemessen 
werden kann.

UV-Vis-Spektroskopie. Kinetische 
Messungen wurden mit einem Ther-
mo-Scientific-Evolution-300-Spektro-
meter (Weltham, MA, USA) durchge-
führt. Es wurden je 1 U FDH zu 25 µM 
Cyt c-Lösung, in 100 mM McIlvaine-
Puffern bei verschiedenen pH-Werten 
hinzugegeben. Jede Probe wurde vor 
der Messung durch Rühren für 5 s ge-
mischt und für 5 min bei 37 °C equilib-
riert. Nachfolgend wurde Fruktose zur 
Cyt c/FDH-Mischung zugegeben, so 
dass sich eine Konzentration von 50 
mM einstellte. Die Mischung wurde 
erneut für 5 s gerührt. Anschließend 
wurde die Reduktionsrate von Cyt c 
durch Aufzeichnung der spektroskopi-
schen Veränderung bei einer Wellen-
länge von 550 nm für 5 min ermittelt.
Für die Abschätzung der Reduktions-
rate des Cyt c wurde die Geschwin-
digkeit aus der Anfangssteigung der 
kinetischen Kurve, innerhalb der line-
aren Phase und unter Subtraktion der 
Kontrollwerte (Messung ohne Subst-
ratzugabe) berechnet. Unter Verwen-
dung des Lambert-Beer-Gesetzes so-
wie eines Extinktionskoeffizienten (ε) 
für reduziertes Cyt c von ε(550)red – ε(550)ox = 
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21,1 mM-1cm-1 (van Gelder) und einer 
Schichtdicke von 1 cm konnte die um-
gewandelte Substratkonzentration 
ermittelt werden. Als Kontrolle diente 
die Absorption von vollständig redu-
zierten Cyt c, welche durch die Zuga-
be von Ascorbinsäure erhalten wurde.

Präparation der Proteinelektroden. 
Golddrahtelektroden (AuE) wurden 
3 x in frischer Piranhalösung (H2SO4/
H2O2, 3 : 1) für 20 min gereinigt. Jedem 
Schritt folgt eine kurz Ultraschallbe-
handlung und gründliches Spülen mit 
Reinstwasser. Anschließend wurden 
die Elektroden für 4 h in 2,5 M KOH 
gekocht und nach Spülen in Reinst-
wasser in 96%iger H2SO4 gelagert.
Für die Modifizierung mit einer SAM 
aus MU/MUA wurden Elektroden für 
20 min in 65  % HNO3 gereinigt und 
mit Reinstwasser, gefolgt von EtOH 
(reinst), gespült. Nachfolgend wurde 
jede Elektrode in einer 3:1-Mischung 
aus 5 mM MU und MUA (ethanolische 
Lösung) für mindestenst 24 h inku-
biert. MU und MUA bilden eine Selb-
storganisierte Monoschicht (SAM) auf 
der Elektrodenoberfläche. Die nega-
tiv geladenen Carboxylsäuregruppen 
binden adsorptiv positiv geladene Cyt 
c-Moleküle, in einem neutralen pH-Be-
reich, während MU als Abstandshalter 
zwischen den MUA-Molekülen dient, 
um die Dichte der negativ geladenen 
MUA-Moleküle zu reduzieren (Ge et al. 
2002).

Präparation von Cyt c-Monoschicht-
elektroden. Cyt c-Monoschichten 
wurden durch zyklovoltammetrische 
Messung (Scanrate 100 mV/s) einer 
MU:MUA-modifizierten Elektrode in 
30 µM Cyt c-Lösung (5 mM KPP pH 7,0) 
erzeugt.

Präparation von Cyt c-Monoschicht-
elektroden mit immobilisierter FDH. 
Cyt c-Monoschichtelektroden wurden 
wie zuvor beschrieben hergestellt und 
anschließend in einer 200 µg/ml FDH-
Lösung in 5 mM KPP-Puffer pH 7,0 in-
kubiert. Da FDH-Stammlösungen im 
McIlvaine-Puffer mit zusätzlichen Sta-
bilisierungsagentien vorlagen, wur-
de die Lösung mit Hilfe von Amicon-
Zentrifugenfiltern (MWCO 10 kDa) 
umgepuffert (Protokoll nach Herstel-
lerangaben). Präparierte Cyt c/FDH-
Elektroden wurden vor der Messung 

gründlich 5 x in 5 mM KPP-Puffer pH 
7,0 gespült.

Präparation von Cyt c/FDH-Multi-
schichtelektroden. Es wurden ver-
schiedene Mischungen aus 20 µM Cyt c 
und FDH mit Konzentrationsverhält-
nissen von 100 : 1 bis zu 5 : 1 in 0,5 mM 
KPP-Puffer pH 5,0 hergestellt. Auch die 
hier verwendeten FDH-Stammlösun-
gen wurden wie zuvor mit Amicon- 
Zentrifugenfiltern umgepuffert.
Auf frisch präparierte Cyt c-Mono-
schichtelektroden wurden durch wech-
selnde 10-minütige Inkubation in 0,2 
mg/ml DNA (0,5 mM KPP-Puffer pH 
5,0) und oben genannte Cyt c/FDH-
Mischungen Multischichtarchitektu-
ren erzeugt. Die Elektroden wurden 
zwischen jedem Immobilisierungs-
schritt 5 x mit 0,5 mM KPP-Puffer pH 
5,0 gespült. Zur Stabilisierung der 
Multischichtarchitektur wurden mo-
difizierte Elektroden bei Raumtempe-
ratur getrocknet und anschließend bei 
40 °C für 40 min in 0,5 mM KPP-Puffer 
pH 5,0 inkubiert (Kepplinger et al. 
2011).

Zyklovoltammetrie. Zyklovoltammet-
rische Messungen wurden mit einem 
Autolab PGSTAT 20 (Metrohm, Germa-
ny) durchgeführt. Präparierte Elektro-
den (Arbeitselektrode) wurden in einer 
selbstkonstruierten 1-ml-Messzelle bei 
einer Eintauchtiefe von 2 mm (  3,3 
mm2 aktive Elektrodenoberfläche) ver-
messen. Als Referenzelektrode diente 
eine Ag/AgCl in 1 M KCl (Microelect-
rodes Inc., Bedford, USA) mit einem 
Potential von +236 mV vs. NHE (Bard 
et al. 2007). Als Gegenelektrode dien-
te ein Platindraht mit einer Oberfläche 
von ca. 50 mm2.
Zur Bestimmung der elektroaktiven 
Menge Cyt c wurden Zyklovoltammo-
gramme der präparierten Elektroden 
in 5 mM KPP-Puffer pH 7,0 bei einer 
Scanrate von 100 mV/s durchgeführt. 
Dem Faraday-Gesetz folgend korre-
liert die Ladung (Flächenintegral des 
Peaks) mit der Anzahl an Redoxmole-
külen (Cyt c). Präparierte Elektroden 
wurden vor der Vermessung im jewei-
ligen Messpuffer für 2 min equilibriert, 
im Falle der wärmestabilisierten Multi-
schichtelektroden für 10 min. 
Messungen nach Zugabe von Substrat 
oder freiem Enzym erfolgten immer 
nach 30-sekündiger Durchmischung 

der Lösung durch Rühren. Dargestell-
te Zyklovoltammogramme sind immer 
zweite Scans. Wenn nötig, sind weite-
re Scans zur Beurteilung der Stabilität 
durchgeführt worden.

SPR-Messungen. Messungen der 
Surface-Plasmon-Resonance (SPR) er-
folgten mit einem Biacore T100 (GE 
Healthcare) bei einer fixen Flussrate 
von 1 µl/min und einer Temperatur 
von 25 °C. Goldsensor-Chips (SIA Kit-
Au, BT-1004-0, GE Healthcare) wur-
den zunächst 3 x für 10 min in frischer 
Piranhalösung (3:1-Mischung aus  
96 %iger H2SO4 und 30 %iger H2O2) 
gereinigt und anschließend mit Reinst-
wasser und Ethanol (reinst) gespült. 
Die gereinigten Goldsensorchips wur-
den analog zu Golddrahtelektroden 
(siehe oben) mit einer SAM-Schicht aus 
MU/MUA versehen. Abweichend von 
der Präparation der Golddrahtelek-
troden wurden die Schritte des Cyt 
c-Monoschichtaufbaus und des Mul-
tischichtaufbaus aus einer DNA sowie 
einer Cyt c/FDH-Lösung, unter Einhal-
ten der Konzentrations- und Pufferbe-
dingungen, im Fließsystem mit oben 
genannter Flussrate durchgeführt. 
Hierbei konnte mittels SPR-Messun-
gen die Kinetik der Massenzunahmen 
durch die Modifizierungsschritte ver-
folgt werden.

3. Ergebnisse und Diskussion

Untersuchungen zu Cyt c und FDH 
in Lösung. Die Elektronentransferre-
aktion zwischen Cyt c und FDH wurde, 
durch Bestimmung der Reduktionsge-
schwindigkeit von Cyt c, im Bereich 
zwischen pH 4,5 und 7,0 untersucht. 
Im Zeitraum der Verfolgung der Ab-
sorptionsänderung von Cyt c konnte 
keine Sättigung der Absorption beob-
achtet werden. Dies bestätigt, dass die 
kinetischen Daten im linearen Bereich 
der Reaktion ermittelt wurden.
Abb. 1 sind die einzelnen Redukti-
onsgeschwindigkeiten für den unter-
suchten pH-Bereich zu entnehmen. 
Man erkennt bei pH 4,0 die höchste 
Geschwindigkeit und damit den effizi-
entesten Elektronentransfer. Im Weite-
ren ist eine Abnahme mit zunehmen-
den pH-Werten festzustellen, jedoch 
kommt es bei pH-Werten oberhalb 
von pH 6,0 wiederum zu einer Zunah-
me der Reaktionsgeschwindigkeit.
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Dies steht im Kontrast zum Verhalten 
des Enzyms (FDH) mit dem Elektron-
akzeptor Hexacyanoferrat (III). Hier 
konnte nur im sauren Medium eine 
hohe Enzymaktivität festgestellt wer-
den, während im neutralen pH ledig-
lich ~4  % der Aktivität beobachtet 
wurden (Ameyama et al. 1981). Dass 
für die Reaktion der FDH mit Cyt c ein 
weiterer pH-Bereich mit hoher Enzym-
aktivität gefunden werden konnte, 
impliziert unterschiedliche Mecha-
nismen in der Interaktion der beiden 
Moleküle. Zum einen kann der ET über 
die FAD enthaltende Untereinheit und 
dann weiter über die Häm enthaltende 
Untereinheit zum Cyt c erfolgen. Zum 
anderen besteht die Möglichkeit des 
direkten ET von der FAD-Untereinheit 
auf Cyt c. Eine ähnliche Schlussfolge-
rung ziehen auch Feropontova et al. 
(2005) aus ihren zyklovoltammetri-
schen Untersuchungen der FDH mit 
Cyt c bei verschiedenen Scanraten. 
Auch hier wurde im neutralen pH-
Bereich eine überraschend hohe FDH-
Aktivität beobachtet. 

Untersuchungen der Reaktion von 
oberflächengebundenem Cyt c mit 
FDH in Lösung. Neutraler pH: Da der 
heterogene ET von Cyt c, gebunden 
an SAM-Schichten aus MU/MUA, be-
reits hinreichend charakterisiert und als 
schnell eingestuft worden ist (Ge et al. 
2002), wurde hier direkt mit einer Cyt 
c-Monoschichtelektrode begonnen, 
die Reaktion des Redoxproteins mit 
FDH zu untersuchen. Die Reaktion der 
beiden Moleküle zeigte bereits in Lö-
sung einen effizienten ET bei pH 7,0. 
Ausgehend von dieser Erkenntnis wur-
den substratabhängige zyklovoltam-
metrische Messungen durchgeführt. 

Während Cyt c adsorptiv immobilisiert 
auf einer MU/MUA-Golddrahtelekt-
rode vorlag, wurden der Messlösung 
nacheinander FDH sowie zunehmende 
Konzentrationen Fruktose zugegeben. 
Abb. 2 sind die daraus resultierenden, 
substratabhängigen katalytischen 
Ströme zu entnehmen. Die Katalyse 
startet bei einem Potential von –50 mV 
(vs. Ag/AgCl, 1 M KCl) und zeigt eine 

effiziente Reduktion des Cyt c durch 
FDH, obwohl es oberflächengebun-
den nur eingeschränkt zugänglich 
ist. Die Auftragung der katalytischen 
Ströme (Abb. 2 B) ergibt eine typische 
enzymatische Reaktionskinetik vom 
Michaelis-Menten-Typ. In Näherung 
kann ein apparenter Km-Wert von 0,5 
mM bestimmt werden.
Darüber hinaus zeigt sich eine Abhän-
gigkeit der biokatalytischen Reaktion 
von der Konzentration der FDH in Lö-
sung (Ergebnisse hier nicht grafisch 
dargestellt).
Diese Untersuchungen wurden so-
wohl mit der kommerziell erhältlichen 
als auch der nicht kommerziellen FDH 
vorgenommen. Beide Enzymchargen 
zeigten ein ähnliches Verhalten, mit ei-
ner leicht höheren Aktivität zugunsten 
der nicht kommerziellen Enzymcharge.
Nach Ameyama et al. (1981) wird 
FDH in Abwesenheit von stabilisie-
renden Detergenzien durch Präzipi-
tation inaktiviert. Daher wurden hier 
Vergleichsmessungen mit und ohne 
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kommerzielle FDH (Sigma Aldrich). Mittelwerte aus 3 Wiederholungsmessungen (n = 3).
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Abb. 2) Zyklovoltammogramme einer Cyt c-Monoschicht-Elektrode in Anwesenheit von 4 U/ml FDH in Lösung 
(5 mM KPP-Puffer pH 7,0, Scanrate 2 mV/s). (A) Cyt c-Monoschicht mit FDH (1) nach Zugabe von FDH und 
Fruktose unterschiedlicher Konzentrationen: 1,0 mM (2), 6,6 mM (3), 14,6 mM (4), 24,6 mM (5). (B) Plot der 
prozentualen katalytischen Stroms gemessen bei +200 mV (vs. Ag/AgCl, 1 M KCl) als Funktion der Fruktosekon-
zentration. Hier verwendet: nichtkommerzielle FDH aus der AG Kano. Mittelwerte aus 3 Wiederholungsmes-
sungen (n = 3).
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Abb. 3) Zyklovoltammogramme einer Cyt c-Monoschicht-Elektrode mit 4 U/ml FDH in Lösung (20 mM KPP-
Puffer pH 5,0, Scanrate 2 mV/s). (A) Cyt c-Monoschicht mit FDH in Lösung (1) und nach Zugabe von Fruktose 
verschiedener Konzentrationen: 0,5 mM (2), 5,0 mM (3), 15,0 mM (4), 45,0 mM (5). (B) Plot des prozentualen 
katalytischen Stroms erhalten bei +200 mV (vs. Ag/AgCl, 1 M KCl), als Funktion der Fruktosekonzentration. Hier 
verwendet: kommerzielle FDH (Sigma Aldrich). Mittelwerte aus 4 Wiederholungsmessungen (n = 4).

das nichtionische Detergens Triton 
X-100 (TX) durchgeführt (Ergebnisse 
hier nicht grafisch dargestellt). Dabei 
konnte nach Zugabe von 0,1 % TX 
eine deutliche Abnahme des kataly-
tischen Stroms beobachtet werden. 
Um zusätzliche Einflussfaktoren auf 
die Protein-Protein-Interaktion aus-
zuschließen, wurde daher für die 
nachfolgenden Untersuchungen zum 
ET-Mechanismus auf eine zusätzliche 
Zugabe von TX verzichtet.
Saurer pH: Sowohl die eigenen Unter-
suchungen zur Reaktion der FDH mit 
Cyt c in Lösung als auch zuvor publi-
zierte Daten zeigen das pH-Optimum 
im sauren pH-Bereich zwischen pH 
4,0 und 4,5. Untersucht man den ET 
von immobilisiertem Cyt c mit FDH in 
Lösung, stellt man jedoch erst ab pH-
Werten von pH 5,0 eine signifikante 
katalytisch Aktivität fest (Abb. 3).
Ein eindeutiges und konzentrations-
abhängiges katalytisches Signal kann 
hier beobachtet werden, jedoch ist 
es deutlich geringer als das, was bei 

pH 7,0 festgestellt werden konnte. 
Die Abhängigkeit des katalytischen 
Stroms von der Fruktosekonzentra-
tion ist Abb. 3 B zu entnehmen. Der 
Verlauf ist prinzipiell ähnlich dem bei 
pH 7, jedoch kann hier ein deutlich 
höherer Km-Wert von 2,6 mM abge-
schätzt werden. Zusammenfassend 
ist festzustellen, dass der ET-Weg im 
neutralen pH-Bereich im Vergleich 
zum sauren Milieu deutlich höhere 
Ströme bei kleineren Substratkonzen-
trationen zulässt. Gleich ist in beiden 
pH-Bereichen die Limitierung der Ab-
fuhr der Elektronen vom reduzierten 
Enzym bei hohen Fruktosekonzentra-
tionen.

Untersuchungen mit auf Cyt c-Mo-
noschichten gebundener FDH. Die 
Immobilisierung von FDH auf Cyt c-
Monoschichten wurde hier basierend 
auf adsorptiven Wechselwirkungen 
aufgrund unterschiedlicher Ladun-
gen der beiden Biomoleküle erreicht. 
Dieses Prinzip wurde bereits in frühe-

ren Arbeiten genutzt (bspw. Dronov 
et al. 2008). FDH hat einen isoelekt-
rischen Punkt von 5,0 während der 
von Cyt c bei ~10 liegt. Damit sind bei 
einem pH von 7,0 entgegengesetzte 
Ladungen zu erwarten und FDH kann 
auf einer Schicht von Cyt c immobili-
siert werden.
Anschließende zyklovoltammetrische 
Messungen in Puffer unter Fruktose-
zugabe zeigten signifikante oxidative 
Ströme, ab einem Potential von –100 
mV (vs. Ag/AgCl, 1 M KCl) und einen 
maximalen Strom bei +200 mV von 
0,7 nA (Ergebnisse hier nicht grafisch 
dargestellt).
Im Gegensatz zu bereits publizier-
ten Untersuchungen von Kahn et al. 
(1991) konnte hier unter den gewähl-
ten Bedingungen, kein ET von FDH an 
modifizierten Goldelektroden festge-
stellt werden. Um dies zu überprüfen, 
wurden Goldelektroden zunächst mit 
einer SAM aus MU/MUA modifiziert 
und anschließend mit FDH adsorptiv 
beschichtet. Nach Zugabe von Frukto-
se konnten keine katalytischen Ströme 
gefunden werden. Daher erscheint die 
Kopplung der FDH über das Redoxmo-
lekül Cyt c unter den gegebenen Be-
dingungen deutlich effizienter. 
Weitere zyklovoltammetrische Unter-
suchungen zeigten jedoch, dass die 
FHD relativ leicht von der Elektrode 
desorbiert, besonders nach Fruktose-
zugabe zur Messlösung, wohingegen 
das Cyt c recht stabil immobilisiert 
bleibt. Schlussfolgernd behalten beide 
Proteine auch immobilisiert eine gute 
Reaktionsfähigkeit, jedoch gilt es, in 
der weiteren Sensorentwicklung eine 
stabile Fixierung zu erreichen und die 
relativ schwachen Signale zu verstär-
ken. Dies wurde in der Folge mit der 
Abscheidung von Multischichtarchi-
tekturen umgesetzt und untersucht.

Charakterisierung von Cyt c/FDH-
Multischichtsystemen. Der Idee fol-
gend, höhere katalytische Ströme zu 
erhalten und dabei stabilere Sensor-
architekturen zu erzeugen, wurde die 
Layer-by-Layer-Technik aufgegriffen. 
Mit Hilfe eines Polymers (hier DNA) 
kann ein enger Kontakt der beiden Pro-
teine, unter Erhalt der Proteinstruktur, 
erreicht werden. Das Enzym kann auf 
diese Weise in eine Matrix aus elekt-
ronübertragenden Redoxproteinen 
eingebettet werden. Die erfolgreiche 

A

Potential E [V]

-0,1 0,0 0,1 0,2 0,3

0,9

0,6

0,3

0,0

-0,3

-0,6

St
ro

m
 I 

[n
A]

 

3
4
5

2
1

B

Fruktosekonzentration [mM]

0 10 20 30 40 50

100

80

60

40

20

0

K
at

al
yt

is
ch

es
 A

kt
iv

it
ät

 [ 
%

] 

17THWildau 
Wissenschaftliche Beiträge 2017

A
N

G
EW

A
N

D
T

E 
B

IO
W

IS
SE

N
SC

H
A

FT
EN

IN
FO

R
M

A
T

IK
 /

 T
EL

EM
A

T
IK

O
P

T
IS

C
H

E 
T

EC
H

N
O

LO
G

IE
N

 /
 P

H
O

T
O

N
IK

P
R

O
D

U
K

T
IO

N
 U

N
D

 M
A

T
ER

IA
L

M
A

N
A

G
EM

EN
T

 U
N

D
 R

EC
H

T



Umsetzung solcher Architekturen, 
unter Erhalt der Elektronentransfer-
eigenschaften von Cyt c konnte schon 
mehrfach gezeigt werden (Spricigo et 
al. 2008, Wegerich et al. 2011, Feifel 
et al. 2014). Cyt c ist somit nicht nur 
Reaktionspartner der FDH, sondern 
fungiert auch als elektronleitender 
„Draht“ durch die kompakte Multi-
schichtstruktur. Im Hinblick auf den 
Aufbau von Multischichten ist die Wahl 
eines negativ geladenen Polymers wie 
DNA sinnvoll. Sie dient hierbei nur als 
strukturelles Bauelement, dessen ne-
gative Ladung in Interaktion mit dem 
positiv geladenen Cyt c ausgenutzt 
wird. DNA selbst ist im angewendeten 
Potentialbereich nicht elektroaktiv und 
bindet, wie zuvor durch Sarauli et al. 
(2009) und Wettstein et al. (2014) be-
schrieben, im sauren Milieu stabil elek-
trostatisch eine große Menge Cyt c. Die 
alternierende Abscheidung von DNA 
und einer Cyt c/FDH-Mischung wurde 
in dieser Arbeit so durchgeführt, dass 
Strukturen mit 3, 5 oder 7 Multischich-
ten entstanden sind (Au-MU/MUA-Cyt 
c-[DNA-Cyt c/FDH]n).
Zunächst ergaben sich jedoch die Fra-
gestellungen, ob erstens Cyt c und 
FDH tatsächlich co-immobilisiert wer-
den können und ob zweitens ein ET 
zwischen beiden innerhalb der Multi-
schichten möglich ist.
Um die Frage der Co-Immobilisierung 
zu klären, wurde hier zunächst eine 
SPR-Untersuchung durchgeführt. Auf 
einem modifizierten SPR-Sensorschip 
(siehe Abschnitt 3) wurden in einem 
Fließsystem schrittweise Schichten 
aufgebracht. In Abb. 4 ist die stetige 
Abscheidung der Biomoleküle durch 
eine Zunahme der „Response Units“ 
(RU) sichtbar. Das Ansprechen im SPR 
wird in ersten Linie durch Anlagerung 
von bloßer Molekülmasse hervorgeru-
fen, aber auch durch Veränderungen in 
der Lösung. Auch deshalb folgt jedem 
Anlagerungsschritt ein Spülschritt, um 
die Änderung der RU von Indexsprün-
gen zu bereinigen. Wie der Abbildung 
zu entnehmen, führt jede Biomolekül-
lösung zu einer eindeutigen Assoziati-
on, gefolgt von einer vergleichsweise 
geringen Dissoziation der Moleküle im 
Spülschritt. Jedoch fällt die Assoziati-
on der DNA deutlich geringer aus. Die 
Tatsache, dass nach erfolgter DNA-Ab-
scheidung erneut ein ähnlich großes 
Abscheidungssignal für die Cyt c/FDH-

Mischung erreicht werden kann, lässt 
sich als Beweis für eine hinreichende 
DNA-Assemblierung werten. Es kann 
anhand der SPR-Messung nicht auf-
geklärt werden, ob und in welchem 
Umfang die Massenanlagerung aus 
der Cyt c/FDH-Mischung durch Cyt c 
oder FDH bzw. beiden hervorgerufen 
wird. Spätere Untersuchungen zeigen 
jedoch, dass beide Proteine gemein-
sam abgeschieden werden (Zyklovol-
tammetrie).
Für zyklovoltammetrische Messun-
gen ist ein Wechsel der Pufferbe-
dingungen gegenüber dem Aufbau 
der Multischichten notwendig. Hier 
wird von 0,5 mM KPP-Puffer pH 5,0 
auf 5 mM KPP pH 7,0 gewechselt. 
Für die Herstellung der Sensorelek-
troden wurde zudem eine stabilisie-
rende Hitzebehandlung eingesetzt 
(Kepplinger et al. 2011).
Zunächst kann die Erhöhung der 
Oberflächenkonzentration von Cyt c 
durch die Zunahme der entsprechen-

den Redoxpeaks im Zyklovoltammo-
gramm, festgestellt werden. Es lässt 
sich aus den Flächenintegralen der 
Redoxpeaks eine Oberflächenbele-
gung von ~127 pmol/cm2 für eine 
5-Schichtelektrode (Au-MU/MUA-Cyt 
c-[DNA - Cyt c/FDH]5) bestimmen. Die 
Zugabe von 10 mM Fruktose führt zu 
einem detektierbaren katalytischen 
Strom. Tab. 1 sind Werte für weite-
re Multischichten zu entnehmen. 
Eine sukzessive Zunahme sowohl der 
Konzentration der Redoxproteine als 
auch der katalytischen Ströme mit 
der Anzahl der aufgebrachten Schich-
ten ist zu konstatieren. Dies ist auch 
ein Beweis für die gemeinsame Ab-
scheidung beider Proteine während 
der Herstellung. Wenn das Cyt c/FDH 
Verhältnis weiter gesenkt wird (von 
24:1 auf 5:1) dann kann der kataly-
tische Strom noch weiter gesteigert 
werden (siehe Abb.5).
Damit kann in dem Multischichtsys-
tem ein effizienter ET sichergestellt 
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Abb. 4) SPR-Sensorgramm von [DNA-Cyt c/FDH-]Multischicht-Abscheidungen auf einem MU/MUA-modifizier-
ten Goldchip mit einer Cyt c-Monoschicht. Cyt c/FDH-Molverhältnis: 24 : 1, Flussrate 1 µl/min, Laufpuffer 0,5 mM 
KPP pH 5,0. Hier verwendet: nichtkommerzielle FDH aus der AG Kano.

Abb. 5) Zyklovoltammogramm einer 5-Schichtelektrode (Au-MU/MUA-Cyt c-[DNA-Cyt c/FDH]5). Cyt c/FDH- 
Molverhältnis: 5 : 1, 5 mM KPP-Puffer pH 7,0, Scanrate 2 mV/s. In Abwesenheit von Fruktose (1) und nach 
Zugabe von 10 mM Fruktose (2). Hier verwendet: nichtkommerzielle FDH aus der AG Kano.
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werden, und zwar sowohl durch 
Selbstaustausch (Cyt c zu Cyt c) als 
auch durch Interprotein-ET (FDH zu 
Cyt c). In Abb. 6 ist schematisch der 
Elektronentransportweg dargestellt. 
Die FDH liefert nach Substratzuga-
be und erfolgter Umsetzung diese 
Elektronen für die Reduktion von Cyt 
c-Molekülen in unmittelbarer Umge-
bung. Anschließend werden Elektro-
nen über einen Shuttle-Prozess (Cyt 
c-Cyt c-Elektronenaustausch) zur Elek-
trode abgeführt, wo im finalen Schritt 
Elektronen über die an der SAM-
Schicht gebundenen Cyt c-Moleküle 
einen oxidativen katalytischen Strom 
generieren.
Vergleicht man an dieser Stelle den 
hier verwendeten reinen proteinba-
sierten Ansatz mit bereits publizierten, 
in denen ein Redoxpolymer (bspw. Os-
miumkomplex) verwendet wird, so fin-
det man in beiden Ansätzen einen ET-
Mechanismus, der auf dem „Hopping“ 
zwischen den Redoxzentren beruht. 
Die Diffusionskoeffizienten für Redox-
polymer bewegen sich in dem Bereich 
von 10-9 bis 10-11 cm2s-1 und resultieren 
in einer Austauschrate (kex) von 104 bis 
106 M-1s-1 (Pickup et al. 1983, Sosnoff 
et al. 1994, O’Mullane et al. 2004). 
Cyt c zeigt eine etwas geringere Effizi-
enz im Austausch (kex ~104 M-1s-1, nach 
Feifel et al. 2011), aber gewährleistet 
dennoch einen ausreichenden Elektro-
nentransport um Fruktose-abhängige 
katalytische Ströme zu detektieren. 
Hierbei sei angemerkt, dass lediglich 
bei höheren Scanraten eine Limitie-
rung im Elektronenaustausch der Cyt 
c-Moleküle untereinander zu verzeich-
nen ist (sichtbar durch abnehmende 
katalytische Ströme). Darüber hinaus 
bietet der hier gezeigte Ansatz den 
Vorteil, einzig auf Biomolekülen zu ba-
sieren, was im Hinblick auf sensorische 
Anwendungen und deren Bioverträg-
lichkeit von Bedeutung ist.
Um die Sensitivität des Systems zu 
untersuchen, wurden amperometri-
sche Messungen durchgeführt. Das 
5-Multischichtsystem (Au-MU/MUA-
Cyt c-[DNA-Cyt c/FDH]5) ist für das 
Substrat Fruktose im Bereich von 5 µM 
bis 10 mM sensitiv. Kleinere Konzen-
trationen (unterhalb 5 µM) ergeben 
keine detektierbaren Signale. Abb. 7 
gibt einen Ausschnitt einer ampero-
metrischen Messung wieder. Nach 
Zugabe des Subtrates stellt sich ein 

stabiles, gut definiertes Signal ein. 
Die Konzentrationsabhängigkeit ist in 
Abb. 7 B zusammengefasst und zeigt 
eine typische Michaelis-Menten-Kine-
tik. Eine Sättigung ist bei niedrigen 
mM-Konzentration erreicht. Der ap-
parente Km-Wert kann mit 0,3 mM 
angegeben werden. Dieser Wert äh-
nelt stark dem Wert für frei in Lösung 
befindliche FDH (0,5 mM) und zeigt 
erneut, dass in den DNA-basierten 
Sensorarchitekturen, die Cyt c/FDH-
Interaktion limitiert ist durch den Ab-
transport der Elektronen vom redu-
zierten Enzym zur Elektrode.
Die Stabilität der Multischichtarchi-
tekturen während der Messung und 
Lagerung wurde ebenfalls untersucht. 
Dabei erweisen sich die Sensorstruktu-
ren stabil gegen mechanischen Stress, 
wie Rühren oder Pufferwechsel. Nach 
Lagerung in 0,5 mM KPP-Puffer pH 
5,0 bei 4 °C konnte nach drei Tagen 
eine durchschnittliche Aktivitätsmin-
derung um 25  % und nach elf Tagen 
um 45  % festgestellt werden. Dies 
zeigt, dass auch in Abwesenheit von 

stabilisierenden Detergenzien, FDH 
durch die Co-Immobilisierung hinrei-
chend vor Denaturierungsprozessen 
geschützt wird.

4. Fazit

Es wurde die ET-Reaktion des Flavin-
abhängigen Enzyms FDH mit dem 
Redoxprotein Cyt c sowohl in Lösung 
als auch gebunden an Oberflächen 
untersucht. In Lösung konnte neben 
einem pH-Optimum von 4,0 ein weite-
rer vorteilhafter pH bei 7,0 festgestellt 
werden. Wenn Cyt c gebunden an der 
Oberfläche vorliegt, ist ein ET mit FDH 
für pH-Werte von 5,0 und 7,0 detektier-
bar. Gleichwohl ist der ET im neutralen 
pH-Bereich effizienter. Dieses Verhal-
ten suggeriert, dass es zwei ET-Wege 
gibt. Darüber hinaus zeigen die hier 
gemachten Untersuchungen, dass ein 
ET zwischen Cyt c und FDH möglich ist, 
auch wenn ein Protein oberflächenge-
bunden vorliegt.

Tab. 1: Katalytische Ströme (bestimmt bei +200 mV vs. Ag/AgCl, 1 M KCl) und Cyt 
c-Oberflächenkonzentrationen nach Abscheidung von 3, 5 und 7 Multischichten 
([DNA-Cyt c/FDH], Cyt c/FDH-Verhältnis 24 : 1 auf einer thiolmodifizierten Gold-
elektrode (MU/MUA).

Schichtanzahl Katalytischer Strom 
[nA]

Cyt c-Oberflächenkonzentration
[pmol/cm2]

3 0,5 15

5 4,4 127

7 8,3 222

Elektrode 

El
ek

tr
o

d
e 

M [DNA-Cyt c/FDH] [DNA-Cyt c/FDH] n+1

e- e- e- e- Fruktose

Fruktose

Fruktose

Dehydro-

Cyt c Cyt c FDH

Abb. 6) Schematische Illustration der Elektronentransferschritte in einer Cyt c/FDH-Multischichtelektrode  
in Anwesenheit von Fruktose.
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Es konnte im Weiteren gezeigt werden, 
dass eine ET-Reaktion auch dann noch 
möglich ist, wenn beide Proteine an der 
Elektrodenoberfläche fixiert werden. 
Während die direkte Immobilisierung 
von FDH auf Cyt c-Monoschichten le-
diglich in eine moderate katalytische 
Aktivität mündete, konnte durch die 
Konstruktion von Multischichtarchitek-
turen mit Hilfe von DNA eine deutliche 
Steigerung in den katalytischen Strö-
men erzielt werden. Dabei ließ sich eine 
Erhöhung der Sensorsignale mit zu-
nehmender Anzahl der Multischichten 
erreichen. Die Sensitivität dieser Multi-
schichtelektroden kann somit während 
der Herstellung gesteuert werden.
Die hier erzeugten 3D-Strukturen, ein-
zig aus Biomolekülen aufgebaut, haben 
ein hohes Potential zur Anwendung 
in sensorischen Fragestellungen und 
bieten eine Reihe weiterer interessan-
ter Vorteile. So können bspw. mehrere 
unterschiedliche Enzyme in solch eine 
Struktur eingebunden werden, um 
weitere natürliche Reaktionskaskaden 
zu imitieren (Dronov et al. 2008, Lisdat 

et al. 2009, Spricigo et al. 2009). Die 
Sensoreigenschaften können durch die 
Anzahl der Schichten, aber auch durch 
das Verhältnis der Proteine zueinander 
beeinflusst werden. Die Co-Immobili-
sierung verschiedener Biomoleküle sta-
bilisiert empfindliche Enzyme.
Ausblickend sind Anwendungen in 
weiteren Forschungsfeldern wie bspw. 
der Photobioelektrokatalyse denkbar, 
wo es darum geht, komplexere Bio-
moleküle, wie das Photosystem I, auf 
Elektrodenoberflächen zu immobili-
sieren und eine Licht-Strom-Wandlung 
zu realisieren (Stieger et al. 2014).
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