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Impedimetrischer DNA-Nachweis —
Schritte in Richtung sensorischer Anwendung

Marc Riedel, Julia Kartchemnik, Michael |. Schéning, Fred Lisdat*

Zusammenfassung

Diese Studie beschreibt einen labelfreien impedimetri-
schen Sensor auf der Grundlage von kurzen einzelstran-
gigen DNA-Erkennungselementen fiir den Nachweis von
Hybridisierungsereignissen. Der Fokus der Arbeit liegt auf
der Aufklarung des Einflusses der Ziel-DNA-Lange und der
Erkennungssequenzposition auf die sensorische Leistungs-
fahigkeit. Die impedimetrischen Messungen werden in An-
wesenheit des Redoxsystems Kaliumhexacyanoferrat (11/111)
durchgefiihrt und zeigen einen Anstieg des Durchtrittswi-
derstandes nach der Hybridisierung mit komplementérer
Ziel-DNA mit einer Nachweisgrenze im unteren nanomola-
ren Bereich. Nach der Hybridisierung kann die Regenerati-
on des Sensors mit deionisiertem Wasser durch die Einstel-
lung effektiver Konvektionsbedingungen erreicht werden
und ermdglicht somit eine Wiederverwendbarkeit des Sen-
sors. Untersuchungen zu langeren Ziel-DNA-Strangen mit
einem zur Lésung exponierten Uberhang demonstrieren
die Anwendbarkeit des impedimetrischen Nachweises fur
langere Sequenzen. Allerdings resultiert eine zunehmen-
de Uberhanglinge in einer verringerten Durchtrittswider-
standsanderung. Um die Impedanzénderung fir langere
Ziel-DNA zu erhéhen, wird die Erkennungssequenzpositi-
on verandert, sodass ein kleiner Uberhang zur Elektrode
ausgerichtet ist. Die Ergebnisse legen nahe, dass DNA in
direkter Nahe zur Elektrode einen groReren Einfluss auf das
impedimetrische Signal besitzt als weiter entfernte DNA.

Abstract

This study describes a label-free impedimetric sensor
based on short ssDNA recognition elements for the de-
tection of hybridisation events. We concentrate on the
elucidation of the influence of target length and recogni-
tion sequence position on the sensorial performance. The
impedimetric measurements are performed in the pres-
ence of the redox system ferri-/ferrocyanide and show an
increase in charge transfer resistance upon hybridisation
of complementary ssDNA in the nanomolar range. After
hybridisation, a sensor regeneration can be achieved with
deionised water by adjustment of effective convection
conditions, ensuring sensor reusability. By investigation
of longer targets with overhangs exposed to the solution,
we can demonstrate applicability of the impedimetric de-
tection for longer ssDNA. However, a decreasing charge
transfer resistance change (ARct) is found by extending the
overhang. As a strategy to increase the impedance change
for longer target strands, the position of the recognition
sequence can be designed in a way that a small overhang
is exposed to the electrode surface. These results suggest
that DNA near the electrode possesses a larger impact on
the impedimetric signal than DNA further away.
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1. EINLEITUNG

Die Bioanalytik in den Bereichen Medi-
zin, Nahrungsmittelindustrie und Um-
weltkontrolle strebt nach einfachen
und schnellen DNA-Nachweissys-
temen mit einer hohen Prézision und
geringen Kosten. Verschiedene Ver-
fahren wurden bereits fir die Erken-
nung von genetisch bedingten Krank-
heiten, die Identifikation pathogener
Krankheitserreger, den Nachweis von
Kontaminationen in Nahrungsmit-
teln sowie fiir forensische Studien

* korrespondierender Autor

entwickelt. Neben bereits etablierten
Nachweismethoden, wie z.B. PCR,
werden ebenfalls DNA-Biosensoren
mit zunehmendem Interesse wéhrend
des letzten Jahrzehnts verfolgt (Drum-
mond et al. 2003, Lucarelli et al. 2008,
Sassolas et al. 2008). Das Funktions-
prinzip von DNA-Biosensoren basiert
gewohnlich auf einem spezifischen
Hybridisierungsereignis zwischen im-
mobilisierter einzelstrangiger DNA
(Fanger-ssDNA) und komplementa-
rer Ziel-ssDNA in einer Probenldsung,
welche die Umwandlung in ein ana-

lytisches Signal ausl6st. Die Analyse
von hybridisierungsinduzierten Ver-
anderungen der Oberflicheneigen-
schaften ist bereits mit verschiedenen
Signalwandlern wie piezoelektrischen
(Kleo et al. 2011), optischen (Fan et al.
2008) und elektrochemischen Syste-
men (Drummond et al. 2003, Panke et
al. 2007) gezeigt worden. Insbeson-
dere elektrochemische Biosensoren
sind aufgrund der einfachen, billi-
gen und tragbaren Anwendung viel-
versprechend fir eine Verwendung
in der ,Point-of-care“-Diagnostik
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(Lucarelli et al. 2008). In verschiede-
nen Ansdtzen ist bereits der Nachweis
von Hybridisierungsreaktionen mit
elektrochemischen Methoden gezeigt
worden. Meistens wird fir den Nach-
weisprozess des Hybridisierungsereig-
nisses ein Redoxmolekil bendtigt. Oft
muss ein Redox- oder Enzymlabel an die
komplementére Zielsequenz gekoppelt
werden, was zu einer hohen Sensitivi-
tat fuhrt, jedoch die Anwendung teuer
und zeitintensiv macht. Des Weiteren
kdnnen ein Einfluss des Labels auf die
DNA-Erkennung sowie eine variieren-
de Ausbeute der DNA-Label-Kopplung
nicht ausgeschlossen werden (Daniels
& Pourmand 2007).Infolgedessen ist
die Verwendung eines Labels fur eine
biosensorische "Point-of-care"-Anwen-
dung nicht vorteilhaft.

Stattdessen wird ein labelfreies Nach-
weissystem mit einer kosteneffektiven
und schnellen Anwendbarkeit bevor-
zugt. Dabei resultiert die Bindung der
komplementdren Ziel-DNA am im-
mobilisierten Féngerstrang in einer
Verédnderung der elektrochemischen
Eigenschaften (wie z. B. Leitfahigkeit,
Widerstand und Oberflachenpotenzial)
der Elektrodenoberfliche (Berggren et
al. 1999, Li et al. 2005). Dies macht die
Verwendung eines Labels unnétig. Die
groBe Anzahl an Studien, welche die
Impedanzspektroskopie fir Bindungs-
analysen nutzen, zeigt das deutliche
Interesse fir die Verwendung dieser
Technik zum Aufbau elektrochemischer
Sensoren (Lisdat & Schafer 2008, Park
& Park 2009, Kafka et al. 2008). Dies
kann ebenfalls auf die Moglichkeit der
kompletten Oberflachencharakterisie-
rung durch die Aufnahme von Spekt-
ren Uber einen weiten Frequenzbereich
zuriickgefuihrt werden.

Erste Bemiihungen der Kombinati-
on von Impedanzspektroskopie und
DNA-Nachweis fokussierten auf die
Sensorsensitivitdt durch die Anderung
der DNA-Immobilisierungsmethoden
(Park et al. 2008, Peng et al. 2007),
der Bestimmung des Einflusses des
Fangertyps (Wang et al. 2008), der
Oberflichenkonzentration (Keighley
et al. 2008, Witte & Lisdat 2011) und
der Verwendung von verschiedenen
Oberflachenmaterialien (Kafka et al.
2008, Cai et al. 2004). Weitere An-
satze mit Impedanzspektroskopie zei-
gen das Potenzial zum Nachweis von
»single base mismatches“ (Kafka et al.
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2008, Wang et al. 2008) oder DNA-Pro-
tein-Interaktionen (Witte & Lisdat 2011,
Tersch & Lisdat 2011). In den meisten
Féllen werden eher kurze Zielstrange
verwendet, welche fir Proof-of-Prin-
ciple-Betrachtungen gut geeignet sind,
aber die Leistung des Systems fiir den
Nachweis von langeren Stréngen aus
z.B. PCR-Amplifikationsprotokollen nicht
zeigen. Des Weiteren existieren einige
andere Probleme bei der Anwendung
der Impedanzspektroskopie in der Bio-
analytik wie z. B. zeitliche Impedanzan-
derungen (Tersch & Lisdat 2011) oder
die schlechte Wiederverwendbarkeit
(Patolsky et al. 1999). Es besteht somit
weiterhin Forschungsbedarf, um gut
definierte Schnittstellen und Nach-
weiszyklen zu erhalten. Dies ist fur ein
Sensorformat, welches einen Nachweis
von gelabelten Molekiilen vermeidet,
besonders wichtig.

In dieser Studie soll der Einfluss der
Ziel-DNA-Lange und der Erkennungs-
sequenzposition auf das Impedanzsig-
nal untersucht werden. Zunachst wer-
den dazu die Bedingungen evaluiert,
um ein Sensorsystem mit einer aus-
reichenden Signalstabilitdt und einer
wiederverwendbaren Anwendung zu
realisieren.

2. EXPERIMENTELLER TEIL

Die Thiol-modifizierte Fanger-DNA
und die komplementdre Ziel-DNA
wurden von biomers.net (Ulm,
Deutschland) synthetisiert. Die ver-
wendeten Sequenzen sind in Tabelle
1 dargestellt. Alle anderen Chemika-
lien wurden von Sigma-Aldrich (Tauf-
kirchen, Deutschland) bezogen. Die
Herstellung der Lésungen erfolgte mit
Reinstwasser.

Fur die elektrochemischen Untersu-
chungen wurden Goldchipelektroden
mit einer 200 nm dicken Goldschicht
verwendet. Die Sensorflache besitzt
einen Durchmesser von 5 mm und
eine Flache von 0,2 cm?2,

Die gereinigten Goldchips wurden fur
den Aufbau einer DNA-Erkennungs-
schicht mit T uM Thiol-modifizierter
Fanger-DNA und 0,5 yM Mercapto-
hexanol in 0,1 M Kaliumphosphatpuf-
fer (+ 1 M Kaliumchlorid und 2 mM
Magnesiumchlorid, pH 7) fir zwei
Stunden inkubiert. Um unspezifische
Wechselwirkungen der immobilisier-
ten DNA zu vermeiden, wurde die

Sensoroberflache anschlieRend durch
die Inkubation mit T mM Mercapto-
hexanol in 0,1 M Natriumphosphat-
puffer (pH 7) passiviert.

Die Hybridisierung wurde auf der mo-
difizierten Sensorelektrode fir zehn
Minuten unter Riihren mit 10 uM Ziel-
DNA in 50 mM TRIS-Puffer (+ 0,1 M
Natriumphosphat, pH 7) durchgefiihrt.
Fur die Untersuchung der Sensorsen-
sitivitdt wurden Konzentrationen zwi-
schen 0,01 uM und 10 uM verwendet.
Die Impedanzspektroskopiemessun-
gen wurden in 0,1 M Natriumphos-
phatpuffer (pH 7) in Anwesenheit von
2 mM Kaliumhexacyanoferrat(ll/I11)
unter folgenden Parametern durchge-
fahrt: Frequenzbereich 10 kHz — 1 Hz,
5 mV AC Amplitude, Open Circuit Po-
tential (180—190 mV vs. Ag/AgCl).

3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 SENSORPRINZIP UND
CHARAKTERISIERUNG

Fur den Aufbau des Sensors wird kurze
Thiol-modifizierte Fénger-DNA, wel-
che als Erkennungselement dient, auf
den Goldchipelektroden tber Chemi-
sorption immobilisiert. Wir verwen-
den Fanger-DNA mit einer Lénge von
25 Nukleotiden aufgrund der héheren
Hybridisierungsspezifitit und -effizi-
enz im Vergleich zu ldngeren Fangern
(Lucarelli et al. 2008). Zusatzlich wird
Mercaptohexanol verwendet, um un-
spezifische Wechselwirkungen der DNA
mit der Goldoberflaiche zu vermeiden
und die Orientierung der Fanger-DNA
Richtung Losung zu begiinstigen.

Um die Qualitédt der hergestellten DNA-
Elektroden zu evaluieren, werden die
Elektroden hinsichtlich der Konzentra-
tion an hybridisierungsfahiger Fanger-
DNA durch einen Hybridisierungs-
schritt mit Methylenblau-modifizierter
DNA (25merMB) voltammetrisch un-
tersucht. Die Oberflichenbelegung an
funktionaler Fanger-DNA wird anhand
der Reduktionspeakflache, welche der
Anzahl gebundener 25merMB-DNA
entspricht, bestimmt. Da verschiedene
Studien einen Einfluss der Finger-DNA-
Dichte auf die Hybridisierungseffizienz
und Sensorleistung demonstrieren
(Keighley et al. 2008, Witte & Lisdat
2011), haben wir Elektroden mit einer
dhnlichen  Oberflichenkonzentration
(11,5 = 2,2 pmol/cm2) gewdhlt, um



Tab. 1: Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten einzelstrangigen DNA. Komplementédre Sequenzposition der Ziel-DNA
in Bezug zum 25mer Fanger ist fett dargestellt. SH — Thiol; MB — Methlenblau; eli — Sequenz mit einem zur Elektrodenober-

fliche ausgerichteten Uberhang.

Typ Oligonukleotid Sequenz (5' — 3')

SH-C,- CGT CCA AGC GGG CTG ACT CAT CAA G
MB-C,-CTT GAT GAG TCA GCC CGC TTG GACG

CTT GAT GAG TCA GCCCGCTTG GACG

TAC AGT ACA CCT TGA TGA GTC AGC CCG CTT GGA CG
CCA CTA GCATTA CAG TACACC TTG ATG AGT CAG CCC GCT TGG ACG
AGC ATT ACA GTA CAC CTT GAT GAG TCA GCC CGC TTG GAC GCCACT

TAC AGT ACA CCT TGA TGA GTC AGC CCG CTT GGA CGC CAC TCC CAT

CAC AAC GCA CTA GGATGT TCA CAATCG CAG TCA GAC CAC TAG CAT TACAGT ACACCT

Fanger 25mer Fénger
Zielstrang 25merMB
Zielstrang  25mer
Zielstrang  35mer
Zielstrang  45mer
Zielstrang  45mer(eii:5)
Zielstrang  45mer(eti:10)
Zielstrang  80mer

eine gute Reproduzierbarkeit und Ver-
gleichbarkeit zu gewéhrleisten.

AnschlieRend werden die Elekt-
roden vor und nach der Hybridi-
sierung mit 25mer Ziel-DNA in
Anwesenheit des Redoxsystems
Kaliumhexacyanoferrat(ll/Ill) mittels
Impedanzspektroskopie untersucht.
Um eine schnelle sensorische An-
wendbarkeit zu gewahrleisten, wird
die Hybridisierung auf eine sehr kurze
Zeit von nur zehn Minuten reduziert.
Ein reprasentatives Impedanzspek-
trum einer Elektrode mit einer denatu-
rierten und hybridisierten Oberflache
ist in Abbildung 1 dargestellt. Dabei
korreliert der Halbkreisdurchmesser
mit dem Durchtrittswiderstand (Rct)
und steigt nach der Hybridisierung.
Diese Beobachtung ist auf die weitere
Akkumulation von negativer Ladung
zurtckzufthren, welche die Umwand-
lung des negativ geladenen Redoxsys-
tems an der Elektrode stort. Das auf-
genommene Impedanzspektrum wird
anschlieRend durch eine Anpassung
an das Ersatzschaltbild ausgewertet
und der Durchtrittswiderstand als
analytische Messgrofie gewdhlt. Nach
der Hybridisierung mit 25mer DNA
steigt der Rct von 4510 £ 1150 Q auf
12140 £ 3810 Q (n=8) und erlaubt eine
gute Diskriminierung zwischen dem
denaturierten und dem hybridisierten
Zustand. Trotz der Unterschiede jeder
Elektrode in Bezug auf den absoluten
Durchtrittswiderstand bleibt das Rct-
Verhidltnis zwischen dem denaturier-
ten und hybridisierten Zustand mit

TGA TGA GTC AGC CCG CTT GGA CG

2,7 £ 0,25 (n=8) relativ konstant und
wird als Sensorparameter gewahlt.

3.2 SENSORREGENERATION

Die Denaturierung ist ein essenziel-
ler Schritt, um den Sensor nach der
Hybridisierung zu regenerieren und
eine Wiederverwendbarkeit fir ei-
nen nachhaltigen und 6konomischen
Betrieb zu erméglichen. Aus diesem
Grund werden nachfolgend verschie-
dene Denaturierungsstrategien mit
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destilliertem Wasser als Denaturie-
rungsreagenz und Methylenblau-mo-
difizierter Ziel-DNA voltammetrisch
getestet. Das Denaturierungsprinzip
von destilliertem Wasser basiert auf
der Destabilisierung des DNA-Duple-
xes aufgrund der fehlenden Abschir-
mung der negativen Eigenladung der
DNA in Abwesenheit von Kationen.
Dies fuhrt wiederum zu einer elekt-
rostatischen AbstoRung der einzelnen
Strange. Es werden drei verschiedene
Denaturierungsmethoden mit destil-

CPE

sol

ct

6000 8000 10000

Z' [Q]

Abb. 1) Im Nyquist-Plot dargestellte Impedanzspektren einer DNA-modifizierten Goldchipelektrode im denatu-
rierten (weill) und hybridisierten Zustand (blau). Inset: Das in dieser Arbeit fiir die Analyse der Daten verwen-
dete Ersatzschaltbild (Rso — Losungswiderstand, R — Durchtrittswiderstand, CPE — konstantes Phasenelement,

welches die Doppelschichtkapazitdt représentiert).
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liertem Wasser untersucht: zehn Mi-
nuten Inkubation, zehnmaliges Spulen
des Chips fir je drei Sekunden sowie
zehnmaliges Spulen des Chips fir je
drei Sekunden, gefolgt von einer vier-
minutigen Inkubation unter Riuhren.
Wihrend eine Inkubation in Wasser
fur zehn Minuten zu einer schlech-
ten Entfernung von 25merMB DNA
(14 %) fuhrt, steigt die Effizienz auf bis
zu 60% durch das Spulen mit Wasser
und kann auf nahezu 100% durch ei-
nen zusatzlichen Ruhrschritt far vier
Minuten gesteigert werden (siehe Ab-
bildung 2). Das heil’t, dass durch die
Einstellung geeigneter konvektiver
Bedingungen eine effektive Denatu-
rierungsprozedur mit destilliertem
Wasser etabliert werden kann. Durch
die Verwendung dieser Prozedur
sind vier repetitive Hybridisierungs-/
Denaturierungszyklen durchgefiihrt
worden, ohne Verdnderungen der
Hybridisierungs- und Denaturierungs-
effizienz (durchschnittlich 98 + 2%)
festzustellen. Somit wird die Elekt-
rodenfunktionalitdt nicht durch die
Denaturierungsprozedur beeinflusst
und eine konstante Qualitat des DNA-
Nachweises wahrend der Messzyklen
ist moglich. Eine gleichbleibende De-
naturierungsqualitdt kann auch fur
den impedimetrischen Sensor zum
Nachweis von labelfreier DNA Uber
mehrere Messzyklen gezeigt werden.

3.3 SENSORSENSITIVITAT

AnschlieRend werden die Elektroden
bei verschiedenen Konzentrationen von
25mer Ziel-DNA untersucht, um die
untere Nachweisgrenze und den dyna-
mischen Bereich des impedimetrischen
Sensors zu bestimmen. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 3 als normalisiertes
Rct-Verhéltnis in Abhdngigkeit von der
DNA-Konzentration  dargestellt.  Sie
zeigt eine sigmoidale Bindungskurve mit
einem ansteigenden Rct nach der Hy-
bridisierung mit Konzentrationen zwi-
schen 0,01 uM und 10 uM 25mer DNA.
Die Halbwertkonzentration betrégt 380
+ 50 nM und der lineare Messbereich
liegt zwischen 0,15 pM und 1 uM. Der
Konzentrationsbereich des Sensors ist
damit dhnlich wie ein impedimetrisches
System mit kiirzeren Fangersequenzen
(Kafka et al. 2008) und ein voltammet-
rischer Sensor, welcher gelabelte Ziel-
DNA verwendet (Panke et al. 2007).
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Abb. 2) Zyklische Voltammogramme einer DNA-modifizierten Goldchipelektrode vor (a) und nach der Hybri-
disierung (b) mit komplementdrer Methylenblau-modifizierter DNA sowie nach der Anwendung verschiedener
Denaturierungsprozeduren mit destilliertem Wasser: 10 min Inkubation (c), 10 x spiilen fiir je 3 s (d), 10 x
splilen fiir je 3 s sowie eine 4 min Inkubation unter Riihren (e).
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Abb. 3) Relatives Verhdltnis des Durchtrittswiderstandes von DNA-modifizierten Goldchipelektroden (n=3) in
Abhdngigkeit von der 25mer DNA-Konzentration. Die Daten sind auf den Wert fiir die Hybridisierung mit 10 uM
Ziel-DNA normalisiert: (Rn/Ra)konz. — Durchtrittswiderstandsverhdltnis zwischen dem hybridisierten (Rp) und
dem denaturierten Zustand (R4) nach der Inkubation mit verschiedenen 25mer DNA-Konzentrationen; (Rn/
Rd)10um — Durchtrittswiderstandsverhdltnis zwischen dem hybridisierten (Rp) und dem denaturierten Zustand
(Ra) nach der Inkubation mit 10 uM 25mer Ziel-DNA.

3.4 EINFLUSS DER ZIEL-DNA- den Einsatz von Amplifizierungsme-

LANGE UND DER ERKENNUNGS-
SEQUENZPOSITION

Obwohl eine Sensitivitdat im nanomo-
laren Bereich erreicht werden kann,
sind oft Amplifizierungsschritte fur ei-
nen analytischen Nachweis von gerin-
gen DNA-Mengen notwendig. Durch

thoden wie PCR entstehen jedoch
langere DNA-Strdange, deren Einfluss
auf das Impedanzsignal bisher nur
wenig beachtet worden ist. Deshalb
haben wir Hybridisierungsstudien mit
unterschiedlich langen komplementa-
ren Ziel-DNA-Strangen durchgefiihrt.
Zundchst werden dazu Sequenzen



mit einer Ldnge zwischen 35 und 80
Nukleotiden (35mer, 45mer, 80mer)
untersucht, welche nach der Bindung
am immobilisierten Fanger einen zur
Lésung exponierten Uberhang besit-
zen. Das Design der Strukturen ist in
Abbildung 4 dargestellt.

Wie in Abbildung 5A dargestellt, in-
duzieren alle Zielsequenzen einen
Anstieg der Impedanz nach der Hyb-
ridisierung. Entgegen unseren Erwar-
tungen nimmt die Rct-Anderung mit
zunehmender Strangldnge ab, ob-
wohl ein langerer Strang eine héhere
Akkumulation der DNA-Masse bzw.
negativer Ladung vor der Elektrode
bedingt. Da eine sinkende Hybridisie-
rungseffizienz fir ldangere Strange be-
kannt ist (Baker & Milam 2011), kann
der Einfluss einer kleineren Menge an
Fanger-Ziel-DNA-Komplexen auf die
impedimetrische Signalantwort nicht
ausgeschlossen werden. Die impedi-
metrischen Experimente geben keinen
Einblick in die Hybridisierungseffizienz
der jeweiligen Strange, weshalb die
Hybridisierungsstudien mittels Ober-
flaichenplasmonenresonanzspektros-
kopie (SPR) reproduziert wurden. Der

25mer

Aufbau der DNA-Sensorschicht auf
dem SPR-Chip und die Hybridisierung
mit den Zielsequenzen erfolgten in
einem FlieBsystem unter identischen
Bedingungen wie fiir den impedime-
trischen Sensor. In Abbildung 5B ist
eine reprasentative SPR-Messung der
unterschiedlich langen Zielsequen-
zen dargestellt. Fir das 25mer kann
ein stabiles SPR-Signal zum Ende der
Hybridisierung festgestellt werden,
was einen klaren Hinweis fir die Aus-
bildung einer komplett hybridisierten
Sensoroberflache gibt. Im Gegensatz
dazu zeigen die Sequenzen mit einem
Uberhang ein ansteigendes SPR-Signal
am Ende der Hybridisierung, dies ist
wahrscheinlich auf eine langsamere
Hybridisierungskinetik von langeren
Zielstrangen zurtickzufihren. Fur die
Auswertung der Messung ist die ange-
lagerte Masse der Zielstrange bestimmt
worden (1000 RU = 100 ng/cm?), um
die Oberflichenkonzentration an
Fanger-Ziel-DNA-Komplexen zu be-
rechnen. Wahrend eine zunehmende
Zielsequenzldnge aus einer Zunahme
der angelagerten hybridisierten Masse
resultiert, nimmt die molare Konzent-
ration an Fanger-Ziel-DNA-Komplexen

45mer(el:5)

bei langeren DNA-Strédngen ab. Eine
Abnahme der Hybridisierungseffizi-
enz geschieht in guter Ubereinstim-
mung mit anderen Berichten (Baker
& Milam 2011, McKendry et al. 2002)
und zeigt die sterische und abstoRen-
de Behinderung der Uberhinge. In
Bezug auf die impedimetrischen Er-
gebnisse bedeutet dies, dass die Rct-
Anderung einen identischen Verlauf
wie die Oberflaichenkonzentration
der ausgebildeten Fanger-Ziel-DNA-
Komplexe besitzt (siehe Abbildung
5C). Demzufolge ist eine hohe Ober-
flaichenkonzentration an  Fanger-
Ziel-DNA-Komplexen wichtiger als
die angelagert DNA-Masse, sofern
ein groler Teil der DNA weiter ent-
fernt vor der Elektrode lokalisiert ist.
Eine Akkumulation negativer Ladung
durch den Uberhang besitzt somit
einen geringeren Einfluss auf das Im-
pedanzsignal als zundchst vermutet.
Wir schlussfolgern, dass elektroden-
nah positionierte DNA die AbstoBung
zwischen Elektrodenoberfliche und
dem negativ geladenen Redoxsystem
starker erhoht und schwieriger fir
die Komplexionen zu penetrieren ist.
Dessen ungeachtet zeigt der Sensor

45mer(ei:10)

Abb. 4) Schematische Darstellung der Fénger-Ziel-DNA-Komplexe zwischen einem 25mer Finger und den entsprechenden Zielstriingen.
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das Potenzial fir den Nachweis von
langeren DNA-Sequenzen bis zu ei-
ner Lange von 80 Nukleotiden nach
einer kurzen Hybridisierungszeit von
nur zehn Minuten.

Im Weiteren wird untersucht, wie
das impedimetrische Signal fir lan-
gere Zielsequenzen gesteigert wer-
den kann. Dazu wird die Position der
Erkennungssequenz in dem Strang
verandert, sodass die verwendeten
45mere einen zur Oberflaiche ausge-
richteten Uberhang von fiinf Nukleo-
tiden (45mer(eo:5)) oder zehn Nukle-
otiden (45mer(eo:10)) besitzen (siehe
Abbildung 4). Durch die Ausrichtung
des Uberhangs zur Oberfliche soll
eine weitere Akkumulation der nega-
tiven Ladung direkt vor der Elektrode
induziert werden, welche zu einem
Anstieg des Rct im Vergleich zum
45mer ohne Uberhang zur Elektrode
fuhrt. Eine Ausrichtung der Uberhén-
ge zur Elektrode kdnnte jedoch auch
die Hybridisierungskinetik aufgrund
sterischer und abstoRender Effekte
beeinflussen. In Abbildung 6 sind die
reprasentativen  Impedanzspektren
einer Elektrode fiir die verschiedenen
45mer Sequenzen dargestellt. Trotz
der unterschiedlichen Erkennungsse-
quenzposition induzieren alle 45mer
Molekiile eine Impedanzanderung
nach dem Hybridisierungsereignis
und sind nachweisbar. Das erhaltene
Rct-Verhaltnis steigt fur das 45mer,
45mer(eo:5) und 45mer(eo:10) auf
1,72 + 0,13, 2,03 + 0,08 bzw. 2,25 +
0,07 und zeigt eine deutliche Abhén-
gigkeit zwischen der Rct-Anderung
und dem zur Elektrodenoberfliche
ausgerichteten Uberhang. Um kon-
zentrationsbedingte Effekte auf das
Impedanzsignal auszuschlielRen,
werden anschlieBend SPR-Untersu-
chungen durchgefiihrt. Diese zeigen
lediglich eine geringe Abnahme der
Oberflachenkonzentration der ausge-
bildeten Fanger-Ziel-DNA-Komplexe
mit zunehmender Ldnge des zur Elek-
trode exponierten Uberhangs. Der im-
pedimetrische Effekt des elektroden-
nahen Uberhangs kann somit auf den
Anstieg der negativen Ladung nahe
der Elektrode zuriickgefiihrt werden,
welche die Permeation des Redoxsys-
tems zur Elektrode erschwert. Die Er-
gebnisse zeigen, dass das impedimet-
rische System die Unterscheidung von
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Abb. 5) (A) Impedanzspektren einer DNA-modifizierten Goldchipelektrode vor (weil) und nach der Hybri-
disierung mit 25mer (schwarz), 35mer (rot), 45mer (griin) und 80mer (blau) Ziel-DNA. (B) SPR-Messung
der Hybridisierung mit 25mer (schwarz), 35mer (rot), 45mer (griin) und 80mer (blau) Ziel-DNA auf einem
Fédnger-DNA-modifizierten SPR-Chip. (C) Normalisierte Hybridisierungssignale der Impedanz- und SPR-
Ergebnisse fiir die Hybridisierung mit 25mer, 35mer, 45mer und 80mer Ziel-DNA. Das impedimetrische
Signal wird anhand des Durchtrittswiderstandsverhdltnisses [(Rn/R4)-1] zwischen der hybridisierten (Rp)
und denaturierten Situation (Rq) bestimmt. Die Masse und Konzentration der gebundenen Zielstriinge wird
anhand des SPR-Signals kalkuliert.
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Abb. 6) Impedanzspektren einer DNA-modifizierten Goldchipelektrode vor (weill) und nach der Hybridisierung
mit 45mer (griin), 45mer(eti:5) (gelb) und 45mer(eti: 10) (orange) Ziel-DNA (eii:5 und eli: 10 bedeutet, dass ein
Uberhang von 5 oder 10 Nukleotiden zur Elektrode ausgerichtet ist).

Zielsequenzen mit einer identischen
Lange, aber unterschiedlichen Erken-
nungssequenzpositionen ermdglicht.
Des Weiteren geben die Ergebnisse
Zugang zum Design von vorteilhaften
Fanger-Ziel-DNA-Komplexen, welche
in einem gesteigerten Impedanzsig-
nal resultieren und moglicherweise
eine labelfreie Detektion von ldngeren
Zielsequenzen als dem vorgestellten
80mer erlauben.

4. SCHLUSSFOLGERUNG

Die in dieser Arbeit vorgestellten
Experimente zeigen, dass durch die
Kombination von Fanger-DNA-modi-
fizierten Goldchipelektroden und der
Impedanzspektroskopie ein sensori-
sches System zum labelfreien Nach-
weis von Nukleinsduren entwickelt
werden kann. Der Sensor ermdglicht
eine eindeutige Diskriminierung zwi-
schen dem hybridisierten und dem
denaturierten Zustand bis zu einer
Nachweisgrenze im unteren nano-
molaren Bereich sowie eine Wieder-
verwendbarkeit nach der Denaturie-
rung mit Wasser. Untersuchungen
zum Einfluss der Zielsequenzlange
und der Erkennungssequenzposi-
tion auf das impedimetrische Si-
gnalverhalten zeigen eine direkte
Beziehung zwischen der Ldange der
Sequenzen sowie der Ausrichtung
des Uberhangs und liefern wichtige
Erkenntnisse zur Steigerung der Sen-
sitivitdt des sensorischen Systems.

Sequenzen mit einem zur Ldsung
exponierten Uberhang fiihren mit
zunehmender Ldnge zu abnehmen-
den Impedanzédnderungen, was zum
einen auf eine geringere Hybridisie-
rungseffizienz langerer Strange und
zum anderen auf den geringeren
Einfluss der weiter entfernten DNA-
Uberhange auf die Signalantwort zu-
rickzufihren ist. Dessen ungeachtet
kdnnen Zielstrange mit einer Ldnge
von bis zu 80 Nukleotiden labelfrei
innerhalb einer kurzen Hybridisie-
rungszeit von zehn Minuten detek-
tiert werden, was einen Zugang zum
Nachweis von PCR-Produkten aus
biochemischen Proben gibt. Eine
Steigerung der Signalantwort kann
durch eine Verdanderung der Erken-
nungssequenzposition innerhalb
der Ziel-DNA, d. h. eine Verschie-
bung des Uberhangs zur Elektrode,
erreicht werden. Die Ergebnisse zei-
gen, dass durch das Design von vor-
teilhaften Fanger-Ziel-DNA-Komple-
xen eine verbesserte Sensitivitat von
langen DNA Sequenzen erreicht wer-
den kann. Des Weiteren ermdoglicht
das impedimetrische System eine
Unterscheidung von Zielsequenzen
mit gleicher Lédnge, aber unterschied-
licher  Erkennungsequenzposition.
Zusammenfassend kann festgehal-
ten werden, dass in dieser Arbeit ei-
nige Hindernisse in der Anwendung
der Impedanzspektroskopie fiir den
Nachweis von DNA tiberwunden wor-
den sind.
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