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Zusammenfassung

Es wird ein impedimetrisches Sensorsystem fiir den Nach-
weis von Protein-DNA-Wechselwirkungen vorgestellt. Der
Sensor nutzt kurze Thiol-markierte DNA (ssDNA), die tber
Chemisorption auf Goldchipelektroden immobilisiert
wird. Aus den Impedanzspektren wurde der Durchtritts-
widerstand (R ) als KenngréRe fiir die zu untersuchen-
den Wechselwirkungen gewabhlt. In Anwesenheit des Re-
doxsystems Ferro-/Ferrycyanid konnte eine Zunahme des
Durchtrittswiderstandes nach der Immobilisierung und
anschliefender Hybridisierung auf der Sensoroberflache
registriert werden. Der Einsatz langerer Fanger-DNA (25-
mer im Vergleich zu 18-mer) fiihrte zu einer Abnahme der
Konzentration an immobilisierten Fanger-Strangen, aber
auch zu einer VergrofRerung der Durchtrittswiderstdnde
sowohl fir ssDNA als auch dsDNA. Bei dhnlichen Ober-
flaichenkonzentrationen lieR sich eine annahernd gleiche
Sensitivitat des Hybridisierungsnachweises im Vergleich
zu 18-mer Fanger-Strangen erzielen.

Mit Hilfe des Elektrodensystems wurde die Nachweisbar-
keit von Protein-DNA-Wechselwirkungen untersucht. Die
Restriktion doppelstrangiger DNA durch die Restriktions-
endonuklease BamHI konnte mit der Zyklovoltammetrie
und markierungsfrei mit der Impedanzspektroskopie
verfolgt werden. Des Weiteren wurde die sequenzspezi-
fische Bindung des Transkriptionsfaktors NF-kB p50 an-
hand einer Abnahme von R impedimetrisch registriert.

1 Einleitung

In den letzten Jahren hat der Einsatz von Nuklein-
sduren als analytisches Werkzeug zur Identifizierung
und Quantifizierung vieler Substanzen an Bedeutung
gewonnen. Eine neue, interessante Art dieser affinen
Biosensoren kann beispielsweise durch die Kombinati-
on von DNA-Schichten und elektrochemischen Trans-
ducern hergestellt werden. Verschiedene elektrochemi-
sche Methoden, wie Voltammetrie (Pdnke et al. 2007;
Biitow et al. 2010), Amperometrie (Hianik et al. 2001;
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In this work, the applicability of an impedimetric DNA
sensor has been investigated for the detection of pro-
tein-DNA interactions. The sensor is based on short
thiol-modified single-stranded DNA, which is chemi-
sorbed to gold chip electrodes. In the presence of the
redox system ferri-/ferrocyanide impedance measure-
ments show an increase in charge transfer resistance
after immobilization and hybridization of ssDNA to
the sensor surface. The use of a longer capture oli-
gonucleotide (a 25-mer instead of an 18-mer) results
in a decreasing probe concentration on the surface.
Furthermore it causes an increase of the charge trans-
fer resistance for both ssDNA and dsDNA. The hybridi-
zation event, however, can be detected with a similar
sensitivity compared to an 18-mer (with the same sur-
face concentration) and allows a good discrimination
between ssDNA and dsDNA.

This electrode system is used to follow an enzyme re-
action on the surface electrochemically. The cleavage
of a double-stranded DNA by restriction endonuclease
BamHI could be verified by cyclic voltammetry and
impedance spectroscopy. The sequence specific DNA-
binding of the transcription factor NF-kB p50 is found
to cause a decrease in charge transfer resistance.

Loaiza et al. 2008) und Impedanzspektroskopie (Kafka
et al. 2008; Park et al. 2009) finden bereits fiir die Detek-
tion spezifischer DNA-Sequenzen Anwendung und er-
lauben die Konstruktion sensitiver, kleiner und kosten-
glinstiger Sensoren (Drummond et al. 2003; Odenthal
et al. 2007; Lucarelli et al. 2008). Die Einsatzfihigkeit
dieser DNA-Biosensoren beschriankt sich jedoch nicht
nur auf den Nachweis von Hybridisierungsvorgiangen.
Eine Vielzahl an Studien belegen die Moglichkeit,
DNA-Biosensoren auch fiir den Nachweis von nieder-
molekularen Substanzen einzusetzen (Evtyugin et al.
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2008; Erdem et al. 2002; Shah et al. 2008), die mit der
DNA durch Interkalation, iiber Bindung in den Fur-
chen doppelstrangiger DNA oder auf Grund elektrosta-
tischer Wechselwirkungen interagieren (Labuda et al.
2010). Ein weiterer Bereich ist die Untersuchung von
Protein-DNA-Wechselwirkungen, welchen eine vielfdl-
tige Bedeutung innerhalb von zelluldren Prozessen, wie
z. B. der Replikation, der Transkription, der Restriktion
und der DNA-Reparatur, zukommt. Etablierte Metho-
den zur Detektion entsprechender Wechselwirkungen,
wie der electromobility shift assay (Molloy 2000), der
DNAse-footprinting assay (Bailly et al. 2005) oder Mi-
croarray-Techniken (Wang et al. 2003; Mukherjee et al.
2004) sind meist aufwdndig, zeitintensiv oder benoti-
gen ein radioaktives Label. Demzufolge ist die Entwick-
lung neuer, vorteilhafter Methoden fiir den Nachweis
spezifischer Assoziationen zwischen Proteinen und
DNA von besonderem Interesse. In letzter Zeit gelang
es bereits einigen Arbeitsgruppen, elektrochemische
Systeme zum indirekten aber auch direkten Nachweis
von Protein-DNA Wechselwirkungen auf einer Elektro-
denoberfliche einzusetzen. So kann durch die Bindung
von Proteinen an dsDNA deren Basenpaarstapelung
durch Herausdrehen von einzelnen Basen oder durch
Biegung der Duplex beeintrdchtigt werden, wodurch
ein verdnderter DNA-vermittelter Ladungstransfer
hervorgerufen wird (Gorodetzky et al. 2008). Boon et
al. (2002) nutzten dieses Prinzip zum Nachweis von
Protein-DNA-Wechselwirkungen. Hierfiir setzten sie
Daunomycin als redoxaktiven Interkalator ein. Sowohl
Proteinbindungen als auch enzymatische Reaktionen
mit der DNA lieen sich dadurch anhand einer Abnah-
me des Stromflusses fiir Daunomycin zur Goldelektrode
analysieren. Weiterhin stellen Proteine, die selbst elekt-
roaktiv sind, eine interessante Alternative dar. Zum Bei-
spiel konnte die elektrochemische Oxidation von Tyro-
sin- und Trypthophan-Resten innerhalb eines Proteins
mittels Voltametrie zur Bindungsdetektion eingesetzt
werden (Kerman et al. 2005). Ebenso wurde MutY, ein
Basenaustausch-Reparatur-Enzym, untersucht. Elektro-
chemische Studien zeigten, dass die Bindung von MutY
an DNA-modifizierten Goldelektroden mit einer Ande-
rung des [4FeS]*+/>* Clusters assoziiert ist und so anhand
einer DNA-vermittelten Redoxreaktion elektroche-
misch detektiert werden kann (Boon et al. 2003).

Im Gegensatz zur Amperometrie und Voltammetrie,
bei denen die eingesetzten Spannungen relativ hoch
sind und dadurch potentialbedingte Schddigungen der
Biomolekiile auftreten konnen, kann die elektrochemi-

TH Wildau [FH], Wissenschaftliche Beitrdage 2012

sche Impedanzspektroskopie (EIS) als eine relativ scho-
nende Methode bezeichnet werden, die in den letzten
Jahren vermehrt in den Fokus geriickt ist (Daniels et al.
2007; Lisdat et al. 2008; Panke et al. 2008; Guan et al.
2004). Der Nachweis spezifischer Wechselwirkungen
zwischen immobilisierten Biomolekiilen und Analyt-
molekiilen in Lésung kann prinzipiell durch Ande-
rungen der Kapazitdt der elektrochemischen Doppel-
schichtoderdes Durchtrittswiderstandes (R ) analysiert
werden. Einige Vertffentlichungen zeigen bereits erste
Beispiele zur Nutzung dieses Systems fiir die Detekti-
on von Protein-DNA-Wechselwirkungen (Chang et al.
2009; Ban et al. 2004).

Im Rahmen vorhergehender Arbeiten zeigten wir die
Einsatzfihigkeit impedimetrischer DNA-Sensoren fiir
den markierungsfreien Nachweis eines Metallinterkala-
tors, eines Furchenbindersund eines Finzelstrang-DNA-
Bindeproteins (Witte et al. 2011). Ziel dieser Arbeit war
die Detektion sequenzspezifischer Wechselwirkungen
zwischen Proteinen und DNA. Hierzu wurden dsDNA-
modifizierte Elektroden durch Immobilisierung und
anschliefende Hybridisierung von ssDNA pripariert.
Da liangere DNA-Strdnge eine bessere Zugdnglichkeit
interagierender Proteine im Vergleich zu kurzen Stran-
gen vermuten lassen, wurde zundchst die dsDNA-Aus-
bildung von 25-mer langen DNA-Strdngen im Vergleich
zu 18-meren impedimetrisch analysiert. Im Anschluss
wurde die Funktionalitédt des Systems zur markierungs-
freien Detektion von Protein-DNA-Wechselwirkun-
gen verifiziert, wobei eine Restriktionsendonuklease
(BamHI) und die sequenzspezifische Bindung eines
Transkriptionsfaktors (NF-«xB) untersucht wurden.

2 Ergebnisse und Diskussion

Zundchst wurde im Rahmen der Arbeit die Ausbil-
dung doppelstringiger DNA auf der Oberfliche von
Goldchipelektroden unter Verwendung 25-mer langer
DNA-Sequenzen charakterisiert. Daran anschliefend
wurden Untersuchungen zum elektrochemischen
Nachweis sequenzspezifischer Interaktionen zweier
Proteine mit immobilisierter dsSDNA vorgenommen.

Charakterisierung von DNA modifizierten
Goldelektroden

Alle eingesetzten Elektroden wurden hinsichtlich der
Effizienz der DNA Immobilisierung mit Hilfe der Zy-
klovoltammetrie nach der Hybridisierung Methylen-
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Abb. 1: (A) Vergleich der Oberflichenbeladung zwischen 18-mer (grau) und 25-mer (gelb) langen Fangerstrangen unter gleichen Immobilisierungs-

und Hybridisierungsbedingungen. (B) Vergeich der Durchtrittswiderstande von ssDNA und dsDNA zwischen 18-mer (grau) und 25-mer (weil}) langen
Oligonukleotiden bei vergleichbarer Oberflachenbelegung von 9 pmol/cm?. (C) Verhéltnis der Durchtrittswiderstande R , (dsDNA)/R  (ssDNA) in
Abhangigkeit von der Oligonukleotidldnge (grau: 18-mer, weil: 25-mer) bei der gleichen Oberfldchenbeladung (9 pmol/cm?). Die Impedanz wurde

jeweils fiir drei Sensoren in einer Lésung aus 2 mM Ferri-/Ferrocyanid in 0,1 M Natriumphosphatpuffer bei pH 7 bestimmt.

blau(MB)-markierter Target-Strange beurteilt (Panke et
al. 2007). Das nach der Hybridisierung in Elektroden-
ndhe befindliche redoxaktive MB kann voltammet-
risch erfasst werden, wodurch eine Quantifizierung der
hybridisierungsfdhigen Fanger-Strdnge auf der Elek-
trodenoberfliche moglich ist. Zur impedimetrischen
Charakterisierung der Immobilisierung und Hybridi-
sierung von DNA wurden Impedanzmessungen in An-
wesenheit des Redoxsystems Kaliumhexacyanoferrat
(II/II) durchgefiihrt. Verglichen mit einer unmodifi-
zierten Elektrode resultierte die Immobilisierung von
ssDNA in einer Zunahme der Impedanz. Analog dazu
fiihrte auch eine Hybridisierung zu einer Signalzunah-
me. Beide Effekte lassen sich dadurch erkldren, dass
die elektrochemische Redoxreaktion der Kaliumhe-
xacyanoferrationen aufgrund der Akkumulation von
negativer Ladung auf der Oberfliche und der damit
verbundenen verstdrkten elektrostatischen Abstoung
behindert wird. Die Impedanzspektren wurden durch
eine Anpassung an das Randles-Ersatzschaltbild ausge-
wertet und der Durchtrittswiderstand als analytische
Messgrofie gewdhlt.

Ein Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Ein-
flusses der DNA-Strangldnge auf die Sensitivitdat des
Hybridisierungsnachweises (Steel et al. 2000). Durch
den Einsatz ldngerer Fanger-Strange soll eine bessere
Zuginglichkeit interagierender Biomolekiile erreicht
werden. Dieser Fragestellung nachkommend wurden
anstatt der bisher eingesetzten 18-mer langen DNA-

Strdnge 25-mer DNA-Stringe genutzt (Witte et al.
2011). Hierbei wurde festgestellt, dass der Einsatz linge-
rer DNA-Strdnge unter gleichen Bedingungen zu einer
Verringerung der Menge an immobilisierter DNA fiihrt
(siehe Abb. 1A). Dies lasst sich dadurch erkldaren, dass
nicht nur die Thiol-Gruppen mit der Goldoberfliche
interagieren, sondern der gesamte DNA-Strang. Erst der
anschlielende Passivierungsschritt mit 4-Mercapto-
1-butanol 16st das DNA-Riickgrat von der Oberfliche
und richtet die Strange zur Losung aus. Demzufolge
blockieren wahrend der Immobilisierung langere DNA-
Strange einen grofieren Bereich auf der Oberfliche und
limitieren somit die Zugdnglichkeit fiir weitere Finger-

Striange.
ssDNA Modifi- Sequenz (5’ > 3’)
kation
Fanger 1 5’-SH GTC AGC TCT ATC CAT AGG
Target 1 5’-MB CCT ATG GAT AGA GCT GAC
Target 1a CCT ATG GAT AGA GCT GAC
Fanger 2 5’-SH GTC AGT CGG ATC CAT ACAAGT TCG C

Target 2 5’-MB GCG AAC TTG TAT GGA TCC GAC TGA C
Target 2a GCG AAC TTG TAT GGA TCC GACTGA C
Fanger 3 5’-SH GAC GAT TGA GGG GACTTT CCCAGG C
Target 3 5’-MB GCC TGG GAA AGT CCC CTC AAT CGT C

Target 3a GCC TGG GAA AGT CCC CTC AAT CGT C

Tab. 1: eingesetzte DNA Sequenzen
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Durch dieimpedimetrischen Messungen konnte wei-
terhin gezeigt werden, dass die Lange der DNA-Strdnge
Einfluss auf den Durchtrittswiderstand hat, sowohl fiir
den ssDNA- als auch fiir dsSDNA-Zustand. Unter Bertick-
sichtigung gleicher Oberflichenbelegungen an DNA
konnte bei hoherer Nukleotidanzahl eine Zunahme des
Durchtrittswiderstandes verfolgt werden, was auf eine
verstarkte Akkumulation von negativer Ladung auf den
Elektroden zuriickzufiihren ist. Fiir die Impedanzspekt-
ren von 25-mer langen DNA-Sequenzen wurden Signal-
erhohungen von 166 % fiir ssDNA und 133 % fiir dsD-
NA im Vergleich zu 18-meren registriert (Abb. 1B). Bei
gleicher Oberflichenbelegung konnte dennoch fiir 25-
mer und 18-mer lange DNA-Stringe eine dhnliche Sen-
sitivitat des impedimetrischen DNA-Nachweises erzielt
und somit eine gute Differenzierung zwischen ssDNA
und dsDNA auf der Elektrodenoberfliche gewdhrleistet
werden (Abb. 1C).

Im Gegensatz zum Durchtrittswiderstand konnten
nur geringe Anderungen der Kapazitit von 6 % fiir
25-mer DNA und 3 % fiir 18-mer DNA nach einer Hy-
bridisierungsreaktion detektiert werden. Weiterhin
wurde beobachtet, dass eine vollstindige Denaturie-
rung von 25-mer dsDNA mit den fur 18-mer dsDNA
verwendeten Denaturierungsbedingungen nicht rea-
lisierbar ist (Kafka et al. 2008). Voltammetrische Mes-
sungen bewiesen, dass eine Verlingerung der DNA zur
Ausbildung stabilerer dsDNA fiihrt. Durch eine Verldn-
gerung der Inkubationszeit mit der zur Denaturierung
eingesetzten Harnstofflosung von 30 s auf 10 - 20 min
liefen sich dennoch alle 25-mer dsDNA-Striange auf
der Elektrodenberfliche denaturieren und der Sensor
sich somit fiir eine weitere Hybridisierung regenerie-
ren.

Enzymatische Restriktion durch die

Endonuklease BamHI

Neben dem Nachweis von Nukleinsduren bietet der Ein-
satz von DNA-Monoschichten ebenso eine Plattform
fiir die elektrochemische Analyse von Protein-DNA-
Wechselwirkungen. Diese spezifischen Interaktionen
sind vor allem innerhalb zelluldrer Prozesse, wie z. B.
der DNA-Replikation, der Transkription und der Repa-
ratur, von besonderer Bedeutung. Zu wichtigen Werk-
zeugen der modernen Molekularbiologie zdhlen unter
anderem die Restriktionsendonukleasen. Sie ermogli-
chen die gezielte Herstellung von DNA-Fragmenten,
die dann isoliert und zu neuen Konstruktionen zusam-

mengesetzt werden konnen.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter Verwendung
eines 25-mer Elektrodensystems die sequenzspezifische
Restriktion immobilisierter dSDNA durch die Restrik-
tionsendonuklease BamHI untersucht. Hierzu wurden
Messungen mit Hilfe der Zyklovoltammetrie sowie der
Impedanzspektroskopie durchgefiihrt. BamHI erkennt
als Dimer spezifisch die Sequenz 5’-GGATCC-3’ und ka-
talysiert in Anwesenheit von Magnesiumionen als Co-
faktor die Restriktion doppelstrangiger DNA zwischen
den Guaninbasen (Engler et al. 2001).

Fir den voltammetrischen Nachweis der DNA-Res-
triktion wurden spezifische ssDNA-modifizierte Elek-
troden mit komplementarer MB-markierter sSDNA hy-
bridisiert. Durch die Bindung des MB lésst sich anhand
der Peakstrome (siehe Abb. 2A(a)) die Menge an dsDNA
auf der Elektrodenoberfliche quantifizieren. Nach 3 h
Behandlung der dsDNA-modifizierten Elektrode mit
1 U/pl BamHI konnte ein vollstindiger Verlust des MB-
Redoxsignals nachgewiesen werden (Abb. 2A(b)). Somit
lie3 sich auf eine durch BamHI katalysierte Restriktion
der dsDNA auf der Elektrode schlieflen, da durch die
Strangtrennung MB-markierte DNA-Fragmente ent-
fernt werden und folglich kein MB-charakteristischer
Redoxpeak registriert werden kann.

Weitere Untersuchungen zeigten, dass die Effizienz
der enzymatischen Restriktion von der Inkubations-
zeit abhdngt (Abb. 2B). Nach der Inkubation des Res-
triktionsansatzes auf der Elektrode fiir 15 bis 180 min
ist eine stetige Abnahme der Redoxpeaks fiir MB nach-
zuweisen. Bereits nach einer Inkubation mit BamHI fiir
15 min ist ein signifikanter Stromabfall zu verzeichnen,
der mit einer weiteren Verlangerung der Zeit allméhlich
zunimmt. Eine vollstandige Restriktion der dsDNA auf
der Elektrodenoberfliche ist durch die Inkubation von
1 U/pl BamHI fiir 120 min bei 37 °C nachweisbar. Dem-
zufolge wurden alle weiteren Untersuchungen unter
diesen Bedingungen durchgefiihrt.

Im Weiteren wurde die Sequenzspezifitit der BamHI-
katalysierten Restriktion auf der Elektrodenoberfliche
verifiziert. Hierzu wurden Goldchipelektroden mit
dsDNA préapariert, welche nicht die spezifische Erken-
nungssequenz fiir BamHI enthélt (Fanger 3/Target 3).
Analog zu den vorhergehenden Versuchen ist aus Abb.
2C(a) ein charakteristischer Redoxpeak fiir MB nach
der Hybridisierung-MB-markierter Target-Strange zu er-
kennen. Nach der Inkubation der dsDNA-modifizierten
Elektrode fiir 120 min mit BamHI ist jedoch nur eine
geringe Abnahme der Peakstrome um 15% zu verzeich-
nen (Abb. 2C(b)). Dieses Ergebnis ldsst auf eine hohe



1,00+ A F 1004 B 1,00 c
0,75+ a T a0 0,75+ a
0,50 £ 050

< o025 g 60 T 025

= b o ‘. = b

E 0,00 2 404 E 0,00

S 025 5 S i

5 @ 20 . £ 025

o @ o
-0.50-| 2, 0,50

3 A ————
075+ 0 30 60 90 120 150 180 0,75
1,00 Restriktionszeit [min] 1,00

04 03 02 01 00
Spannung E vs. Ag/AgCl [V]

04 03 02 01 00
Spannung E vs. AgfAgCl [V]

Abb. 2: (A) Cyclovoltammogramme der mit fiir BamHI spezifischen dsDNA-modifizierten Elektroden vor (a) und nach (b) der Behandlung mit einer

BamHI-Endonuklease-Lésung (1 U/ul). (B) Prozentuale Darstellung des unverdnderten dsDNA-Anteils auf der Elektrodenoberfliche (cyclovoltam-

metrische Bestimmung) als Funktion der Restriktionszeit. (C) Cyclovoltammogramme der mit fiir BamHI unspezifischen dsDNA modifizierten Elektro-

den vor (a) und nach (b) der Behandlung mit einer BamHI Endonuklease Losung (1 U/pl). Alle Voltammogramme wurden in 0,1 M Natriumphosphat-

puffer pH 7 bei einer Scanrate von 0.1 V/s aufgenommen.

Spezifitit der BamHI-katalysierten Restriktion schlie-
3en, auch wenn sich die Nukleinsduren in unmittelba-
rer Ndhe zu einer Elektrode befindet.

Anschlieffend wurde die elektrochemische Impe-
danzspektroskopie zur markierungsfreien Detektion
der sequenzspezifischen Restriktion von dsDNA durch
BamHI eingesetzt. Zu diesem Zweck wurde die Sensor-
oberfliche zundchst nach der Quantifizierung der ssD-
NA-Immobilisierung mittels Zyklovoltammetrie durch
einen Denaturierungsschritt mit Harnstofflosung rege-
neriert. Im Anschluss erfolgten die impedimetrischen
Messungen.

Voruntersuchungen zeigten, dass die Anwesenheit
von DTT im Restriktionspuffer zu deutlichen Anderun-
gen der Impedanz der DNA/MCB-modifizierten Elektro-
de fiithrt, ohne dass BamHI gegenwartig ist. Aus diesem
Grund wurde DTT fiir alle folgenden impedimetrischen
Messungen aus dem Restriktionspuffer entfernt. Auch
in diesem DTT-freien Restriktionspuffer konnte mit
Hilfe der zyklovoltammetrischen Methode eine hohe
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katalytische Aktivitit der Endonuklease BamHI nach-
gewiesen werden.

In Abb. 3A sind die Nyquist-Plots einer dsSDNA-mo-
difizierten Elektrode vor und nach der Behandlung mit
1 U/pl BamHI dargestellt. Nach der Inkubation ist mit
1005 Q (b) eine deutlich Abnahme des Durchtrittswi-
derstandes im Vergleich zum Ausgangszustand mit
2994 Q (a) fur eine dsDNA-modifizierte Elektrode zu
verzeichnen. Zusétzlich sind in Abb. 3B die relativen
Durchtrittswiderstandsanderungen fiir dSDNA-modifi-
zierte Elektroden nach der Inkubation mit dem Restrik-
tionsansatz mit und ohne die spezifische Erkennungs-
sequenz fiir BamHI zusammengefasst. Die Restriktion
der dsDNA fiihrte zu einer signifikanten Abnahme von
R,, was auf die verringerte negative Ladung auf der
Elektrodenoberfliche und den dadurch verbesserten
Ladungstransfer zuriickzufiihren ist. Im Vergleich dazu
zeigten die Versuche mit dsDNA ohne spezifische Er-
kennungssequenz fiir BamHI keine signifikante Ande-
rung von R nach Inkubation mit BamHI. Schlussfol-

B Abb. 3: (A) Impedanzspektren der mit fiir
BamHI spezifischen dsDNA-modifizierten Elekt-
roden vor (a) und nach (b) der Behandlung mit
einer BamHI-Endonuklease-Losung (1 U/ul).
(B) Verhaltnis der Durchtrittswiderstande R ,
(nach) / R, (vor) jeweils bestimmt nach bzw.
vor der Elektrodenbehandlung mit der BamHI-
Losung fir Elektroden mit einer fir BamHlI
spezifischen bzw. unspezifischen dsDNA-Er-
kennungssequenz-Modifikation. Die Impedanz
wurde jeweils fiir drei Sensoren in einer Losung

+BamHI dsDNA aus 2 mM Ferri-/Ferrocyanid in 0,1 M Natrium-

+BamHI phosphatpuffer bei pH 7 bestimmt.
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gernd zeigte diese Versuchsreihe, dass es moglich ist,
die enzymatische Restriktion doppelstringiger DNA
durch die Endonuklease BamHI markierungsfrei mit
Hilfe der elektrochemischen Impedanzspektroskopie
nachzuweisen.

Impedimetrische Detektion der DNA-Bindung
von NF-Kappa B p50
Neben enzymatischen Wechselwirkungen mit DNA
sind auch Bindungsereignisse an DNA, wie zum Beispiel
von Transkriptionsfaktoren, von besonderem Interesse.
Transkriptionsfaktoren wie NF-«B sind an einer Vielzahl
von biologischen Prozessen, wie Entziindungs- und
Immunabwehr-Mechanismen, der Apoptose oder der
Zellproliferation, beteiligt (Tisné et al. 1999). NF-«B be-
schreibt eine Gruppe von fiinf strukturell dhnlichen Pro-
teinen, die zur Familie der NF-kB/Rel-Proteine gezihlt
werden (Hayden et al. 2004). Deren Gemeinsamkeit ist
eine Domine von ca. 300 Aminosduren, die sogenannte
Rel-Homologie Doméne, welche an der Dimerisierung
und der DNA-Bindung beteiligt ist. Jeweils zwei Unter-
einheiten kénnen in unterschiedlichen Kombinationen
aneinander binden und so z. B. p50/p65-Heterodimere
oder p50/p50-Homodimere ausbilden (Gosh etal. 1995).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die DNA-Bindung von
p50/pS0-Homodimeren mit Hilfe der Impedanzspekt-
roskopie untersucht. Fiir diesen Zweck wurden Goldchi-
pelektroden mit dsDNA (Fanger 3/Target 3) prdpariert,
welche die spezifische Erkennungssequenz fiir NF-xB
p50 5-GGGRNNYYCC-3’ enthielt (wobei R fiir Adenin
oder Guanin, Y fiir Thymin oder Cytosin und N fiir eine
beliebige der vier Basen steht) (Sif et al. 1993).

Aus Abb. 4A wird deutlich, dass die Inkubation einer
25-mer dsDNA-modifizierten Elektrode mit 33 pg/ml
NF-xB pS0 zu einer Abnahme von R, um 13 % fiihrt,
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Abb. 5: Verhdltnis der Durchtrittswiderstande R , (nach)/R , (vor) jeweils
bestimmt nach bzw. vor der Sensorinkubation mit verschieden kon-
zentrierten NF-xB p50 Losungen fiir Elektroden mit einer fiir NF-xB p50
spezifischen dsDNA-Erkennungssequenz. Die Impedanz wurde jeweils
fir drei Sensoren in einer Lésung aus 2 mM Ferri-/Ferrocyanid in 0,1 M
Natriumphosphatpuffer bei pH 7 bestimmt.

hingegen jedoch nur in einer kapazitiven Anderung
des Sensors von 2 % resultiert. Im Gegensatz dazu zeig-
ten Elektroden mit dsDNA ohne spezifische Erken-
nungssequenz fiir NF-xB nach der Inkubation mit dem
Protein keine Anderung in der Impedanz. Weiterhin
konnte auch nach der Inkubation mit dem Bindungs-
puffer allein nur eine minimale Zunahme von R, um
4 % registriert werden. Die Ergebnisse verdeutlichen,
dass die spezifische DNA-Bindung von NF-kB p50 mit
Hilfe der Impedanzspektroskopie markierungsfrei de-
tektierbar ist und unspezifische Bindungen des Proteins
an DNA auszuschlielen sind. Darauf aufbauend wurde
unter Verwendung von 1 pg/ml bis 33 ng/ml NF-«xB p50
versucht, eine konzentrationsabhingige Anderung des
Widerstandes aufzuzeigen. Die resultierende Bindungs-
kurve ist in Abb. 5 dargestellt und lédsst eine definierte

B Abb. 4: (A) Impedanzspektren der mit

fuir NF-xB spezifischen dsDNA modifizier-
ten Elektroden vor (a) und nach (b) der
Behandlung mit einer 33 pg/ml NF-kB p50
Lésung. (B) Verhaltnis der Durchtrittswider-
stande R (nach)/R  (vor) jeweils bestimmt
nach bzw. vor der Elektrodenbehandlung
mit einer 33 pg/ml NF-xB p50 Lésung

fuir Elektroden mit einer fiir NF-xB p50
spezifischen bzw. unspezifischen dsDNA-
Erkennungssequenz-Modifikation. Die

Impedanz wurde jeweils fiir drei Sensoren
dsDNA
+NFkB

+NF-kB in einer Losung aus 2mM Ferri-/Ferrocyanid
in 0,1M Natriumphosphatpuffer bei pH 7

bestimmt.



Abnahme von R  mit steigender NF-xB p50 Konzentra-
tion erkennen.

Die Abnahme von R, nach der Protein-DNA-Bin-
dung kann durch die NF-kB-Bindung hervorgerufene
Verdnderung der Ladungssituation erkldrt werden. Die
spezifische DNA-Bindung von NF-kB p50 Homodime-
ren resultiert einerseits aus Wechselwirkungen mit den
Nukleobasen der DNA, zusitzlich erfolgt andererseits
auch eine Interaktion mit dem DNA-Riickgrat durch
verschiedene Reste in den Schleifen der NF-kB Sekun-
dérstruktur, wovon 16 positiv geladen sind (Gosh et al.
1995; Michalopoulos et al. 1999). Fiir die DNA-Bindung
von NF-kB p50/p65 Heterodimere ist eine durch die
Proteinbindung hervorgerufene Neutralisation der ne-
gativen Ladung des DNA-Riickgrats beschrieben (Tisné
etal. 1999). Da die DNA-Wechselwirkung auch bei p50-
Homodimeren iiber die Rel-Homologie Doméne erfolgt,
ist auch hier ein Neutralisationseffekt anzunehmen. In
diesem Fall wiirde die verringerte negative Ladung auf
der Elektrodenoberfliche den Ladungsaustausch zwi-
schen dem Kaliumhexacyanoferrat(II/III)-Redoxsystem
und der Elektrode verstarken, was der detektierten Ab-
nahme von R entspriche.
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