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DNA-Mikroarrays („DNA-Chips“) sind mikroanalytische
Messsysteme, auf denen Bibliotheken einzelstr!ngiger
DNA-Bruchst#cke mit genspezifischen Nucleins!uresequen-
zen auf Tr!geroberfl!chen fixiert sind. Mithilfe solcher DNA-
Chips kann die Aktivit!t einer Vielzahl von Genen gleich-
zeitig nachgewiesen werden; dies macht sie zu wertvollen
Instrumenten f#r eine schnelle Genexpressions- und
Sequenzanalyse, die Genotypisierung von Mutationen und
Polymorphismen sowie f#r die Pharmakogenomik.[1] Die
Hybridisierung immobilisierter einzelstr!ngiger DNA-F!n-
gersequenzen mit komplement!ren DNA-Fragmenten in
L6sung (Zielsequenzen, „Targets“) muss f#r eine erfolgreiche
Anwendung von DNA-Chips effizient in ein detektierbares
Signal #berf#hrt werden. Elektrochemische Detektionsme-
thoden[2] sind eine kosteng#nstige Alternative zu den etab-
lierten Fluoreszenzverfahren, da sie hochsensitiv und kom-
patibel mit Mikrofabrikationstechniken sind und die Verwen-
dung unkomplizierter Messger!te erm6glichen. Elektroche-
mische Detektionsmethoden nutzen effektiv die elektroche-
mischen Eigenschaften einzelstr!ngiger (ss) und
doppelstr!ngiger (ds) DNAund/oder elektrochemisch aktiver
Hybridisierungsindikatoren, Intercalatoren und Redoxmar-
ker.[3]

Wir berichten hier #ber ein Verfahren, das elektrostati-
sche Wechselwirkungen nutzt, um den Zustand oberfl!chen-
gebundener DNA-Sequenzen zu visualisieren. Die Detektion
der Hybridisierung komplement!rer DNA-Sequenzen beruht
auf Coulomb-Wechselwirkungen zwischen einem negativ
geladenen, frei diffundierenden Redoxmediator und den
Phosphatgruppen am R#ckgrat der immobilisierten DNA-
Str!nge. Auf DNA-haltigen Bereichen des Mikroarrays
moduliert die elektrostatische Abstoßung zwischen beiden

Spezies den Transfer von Mediatormolek#len zur Elektro-
denoberfl!che. Die resultierende Modulation des Stromsig-
nals wurde genutzt, um eine einfache und markerfreie
Analyse in Form einer Visualisierung einzelstr!ngiger
DNA-F!ngersequenzen und ihrer Aggregate mit komple-
ment!ren Zielsequenzen zu entwickeln.

Ein DNA-Mikroarray hat sehr unterschiedliche lokale
Redoxaktivit!ten auf der Oberfl!che, besonders bei Verwen-
dung anionischer, redoxaktiver Spezies. Zur Pr#fung, ob der
Nachweis von Hybridisierungsvorg!ngen auf der Basis elek-
trostatischer Effekte funktioniert, wurde die elektrochemi-
sche Rastermikroskopie (SECM)[4] gew!hlt. SECM kann
Regionen mit unterschiedlichen Redoxaktivit!ten sichtbar
machen, d.h., sie kann mikroskopisch kleine lokale Variatio-
nen elektrochemischer Reaktivit!t mit hoher lateraler Auf-
l6sung visualisieren. SECM wurde bereits fr#her erfolgreich
zur Untersuchung immobilisierter Biomolek#le und biologi-
scher Prozesse an Grenzfl!chen zwischen festen und fl#ssigen
Phasen eingesetzt.[5] Bei der SECM wird eine scheibenf6r-
mige Ultramikroelektrode (SECM-Sonde) exakt positioniert,
sodass eine elektrochemische Wechselwirkung mit der Ober-
fl!che stattfinden kann; der Abstand zwischen Sonde und
Probenoberfl!che entspricht dann lediglich einigen Elektro-
denradien. Im einfachsten SECM-Abbildungsmodus wird die
SECM-Sonde in konstanter H6he #ber die Probe gefahren,
wobei simultan der durch die Sonde fließende Strom I als
Funktion der x/y-Position der Sonde #ber der Probenober-
fl!che registriert wird. Die Abh!ngigkeit von I vom Abstand
d zwischen Sonde und Probe einerseits und von den
spezifischen Probeneigenschaften andererseits liefert Infor-
mationen #ber lokale elektrochemische Eigenschaften und
die Morphologie der Probenoberfl!che.

Abbildung 1 zeigt den postulierten elektrostatischen
Abstoßungsmodus des SECM, wie er zum Nachweis von
Bereichen mit immobilisierter DNA und zur Charakterisie-

Abbildung 1. Abstoßungsmodus des SECM: A) diffusionslimitierter
Reduktionsstrom in einer [Fe(CN)6]

3�-L"sung bei einem Sondenpoten-
tial von 0 mV vs. Ag/AgCl/3m KCl; B) Positionierung der Sonde im
Nahfeldbereich des elektrochemischen Feedbacks 0ber der Oberfl2che
f0hrt zum Recycling von [Fe(CN)6]

4� zu [Fe(CN)6]
3� (Anstieg des Son-

denstroms); C) Coulomb-Wechselwirkung von [Fe(CN)6]
4� mit dem

Oligonucleotidr0ckgrat 0ber einem DNA-Spot (gehinderte Mediatordif-
fusion, Modulation der Massentransferrate und verminderter Sonden-
strom); D) h"here Dichte der Phosphatgruppen durch Hybridisierung
(weiterer Abfall des Sondenstroms als Folge der verst2rkten Abstoßung
der negativ geladenen Redoxmediatormolek0le).
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rung des Zustands der DNA (ss oder ds) angewendet wurde.
Die als SECM-Sonde eingesetzte Pt-Ultramikroelektrode
wird dabei auf ein Potential polarisiert, das hinreichend
niedrig f#r die diffusionskontrollierte Reduktion von
[Fe(CN)6]

3� ist. Bei einem großen Abstand der Sonde von
der Probe ist die gemessene station!re Stromst!rke lediglich
durch das Ausmaß der [Fe(CN)6]

3�-Diffusion zur Sonden-
oberfl!che limitiert (I0, Abbildung 1A). Bei Positionierung
der Sonde im Bereich der Nahfeldwechselwirkung mit der
leitf!higen Oberfl!che (Propanthiolmonoschicht auf Au)
werden die an der Sonde reduzierten Mediatormolek#le an
der Probenoberfl!che reoxidiert, was zu einem abstandsab-
h!ngigen Anstieg der Sondenstromst!rke (IAu> I0, Abbil-
dung 1B) f#hrt (elektrochemisches Recycling, positives Feed-
back).[4]

Eber einem mit DNA-Molek#len bedeckten Bereich
jedoch stoßen die anionischen Phosphatgruppen die an der
Sondenspitze generierten [Fe(CN)6]

4�-Molek#le ab, sodass
ihre Diffusion zur Au-Oberfl!che behindert wird. Dadurch
wird das Ausmaß des Redoxrecyclings und damit der Strom-
fluss durch die SECM-Sonde verringert (Iss< IAu, Abbil-
dung 1C). Die Hybridisierung der immobilisierten DNA-
F!ngersequenzen mit dem komplement!ren DNA-Einzel-
strang unter Bildung der Doppelhelix vergr6ßert signifikant
die Anzahl negativer Ladungen an der Oberfl!che und f#hrt
somit zu einer weiteren Verringerung des Sondenstroms (Ids<
Iss, Abbildung 1D).

Die SECM-Experimente wurden an Bereichen („Spots“
mit 1 150 mm), die mit bifunktionellen synthetischen Oligo-
nucleotiden (20 Basen) modifiziert waren, und einer Pt-
Mikroscheibenelektrode (1 10 mm) als SECM-Sonde durch-
gef#hrt. Die am 3’-Ende mit einer C3-S-S-C3-OH-Gruppe
modifizierten Oligonucleotide hatten am 5’-Ende einen
zus!tzlichen Fluoreszenzmarker f#r Kontrollmessungen und
wurden auf mit Au bedampften Glaspl!ttchen unter Bildung
selbstaggregierender Thiolmonoschichten immobilisiert. Um
unspezifische Adsorption zu vermeiden und um die Hybridi-
sierungseffizienz zu steigern, wurden die DNA-Chips nach
der Bildung der oligonucleotidbedeckten Bereiche (Spotting)
sofort mit Propanthiol nachbehandelt. Die SECM-Messun-
gen erfolgten in einer Elektrolytl6sung aus 5 mm

K3[Fe(CN)6], 3m NaCl und 0.1m Phosphatpuffer (1:1
KH2PO4/K2HPO4; pH 5.7).

In großem Abstand von der DNA-Chipoberfl!che fließt
durch die Mikroelektrode (0 mV vs. Ag/AgCl/3m KCl) ein
station!rer Reduktionsstrom I0 von ca. �6 nA als Folge der
diffusionskontrollierten Reduktion von Fe3+ zu Fe2+. Die
SECM-Sonde wurde durch einen z-Scan nahe der DNA-
modifizierten Bereiche hin zur Probenoberfl!che bewegt und
die St!rke des Reduktionsstroms als Funktion des Abstands
aufgenommen. Der gemessene positive Feedbackstrom ist
wie oben gezeigt mit dem Sonden-Proben-Abstand korreliert,
sodass mithilfe theoretisch abgeleiteter Ann!herungskur-
ven[6] die SECM-Sonde reproduzierbar positioniert und
somit in einem einstellbaren Abstand #ber die Probe
gefahren werden konnte. Linienscans (I als Funktion der
zur#ckgelegten Distanz in x-Richtung) wurden aufgenom-
men, um Informationen #ber die ortsabh!ngigen Eigen-
schaften der DNA-modifizierten Oberfl!che zu erhalten.

In Abbildung 2 ist in Kurve 1 ein repr!sentativer Linien-
scan #ber einen Oligonucleotidspot dargestellt. Die Strom-
st!rken, die rechts und links dieses Spots gemessen wurden,
sind charakteristisch f#r das ungest6rte positive Feedback

durch die propanthiolmodifizierte Au-Oberfl!che. Der
Stromfluss ist – wie aufgrund des postulierten Modells
erwartet – #ber dem DNA-haltigen Spot stark vermindert;
dies resultiert aus dem niedrigeren Ausmaß des Redoxrecyc-
lings, was eine Folge der durch elektrostatische Wechselwir-
kungen behinderten Diffusion ist. Erwartungsgem!ß verrin-
gert sich der Sondenstrom kaum, wenn anstatt des negativ
geladenen Redoxmediators eine positiv geladene redoxaktive
Spezies wie [Ru(NH3)6]

3+ verwendet wird. In diesem Fall wird
lediglich eine vernachl!ssigbare Verringerung des Sonden-
stroms beobachtet (Abbildung 2, Kurve 2), die m6glicher-
weise durch einen rein sterischen Einfluss der DNA-F!n-
gersequenzen auf den Transfer des Mediators bedingt ist.
Dies beweist, dass die Modulation des Sondenstroms in
Gegenwart eines negativ geladenen Redoxmediators tats!ch-
lich auf elektrostatischen Abstoßungskr!ften beruht.

3D-SECM-Abbildungen (I-x/y-Diagramme) von DNA-
modifizierten Spots wurden durch mehrfache Linienscans
erhalten (Abbildung 3). Die Abbildungen 2 und 3 belegen
das Potenzial des SECM-Abstoßungsmodus zur Visualisie-
rung immobilisierter Nucleins!urestr!nge. Solche Abbildun-
gen k6nnen prinzipiell verwendet werden, um die Qualit!t
des Spottingprozesses und die laterale Homogenit!t der
Oberfl!chenkonzentration der DNA-F!ngersequenzen inner-
halb des Spots zu #berpr#fen. Um zu testen, ob sich das
Verfahren f#r die Detektion von Hybridisierungen eignet,
wurden Spots einzelstr!ngiger DNA-F!ngersequenzen mit
den komplement!ren Targetsequenzen vor der Aufnahme des
SECM-Bildes hybridisiert. Einer von zwei benachbarten
Spots wurde mit einer verd#nnten L6sung des komplemen-

Abbildung 2. Linienscans mit einer 10-mm-Pt-Mikroelektrode in kon-
stantem Abstand (10 mm) 0ber den Spot eines einzelstr2ngigen F2n-
geroligonucleotids. 1) Mediator [Fe(CN)6]

3� (5 mm in 3m NaCl; 0.1m
Phosphatpuffer, pH 5.7), SECM-Sonde: 0 mV vs. Ag/AgCl/3m KCl.
2) Mediator [Ru(NH3)6]

3+ (5 mm in 3m NaCl; 0.1m Phosphatpuffer,
pH 5.7), SECM-Sonde: �400 mV vs. Ag/AgCl/3m KCl.
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t!ren DNA-Targets inkubiert, w!hrend der zweite Spot zur
Kontrolle mit einer DNA-freien „Hybridisierungsl6sung“
bedeckt wurde. Nach Erreichen einer vollst!ndigen Hybridi-
sierung[7] wurden die Glaspl!ttchen sorgf!ltig mit Sp#lpuffer
(3 m NaCl; 0.1m Phosphatpuffer, pH 5.7) gewaschen, und die
beiden Spots wurden im Abstoßungsmodus untersucht.

Abbildung 4 zeigt die Ergebnisse und belegt, dass die
Hybridisierung als deutlich sichtbare Differenz zwischen dem
Sondenstrom #ber dem hybridisierten Spot und #ber dem
Kontrollspot detektiert werden kann. In Ebereinstimmung
mit unserer Hypothese ist der kathodische Sondenstrom #ber
dem hybridisierten Spot wesentlich geringer, da die Duplex-
bildung die Zahl der abstoßenden Ladungen vergr6ßert. Der
hier verwendete SECM-Aufbau ist zwar f#r eine einfache
Anwendung in der medizinischen Diagnostik zu komplex,

doch sollte es m6glich sein, ein einfaches elektrochemisches
Instrument auf der Basis von Mikrofabrikationstechniken zu
entwickeln. Ein solches Instrument k6nnte z.B. aus einem
Array immobilisierter DNA-F!ngersequenzen auf einem
Basischip und einem Array individuell ansteuerbarer Pt-
Mikroelektroden in einer Deckelplatte bestehen. Mithilfe
eines speziell angepassten Spacer- und Ausrichtungselemen-
tes k6nnten die Mikroelektroden und die DNA-Spots so
angeordnet werden, dass beim Zusammenklappen der Basis-
und Deckelplatte die Mikroelektroden und die DNA-Spots in
geeignetem Arbeitsabstand zueinander fixiert werden. Die
unterschiedlichen Stromst!rken an den einzelnen Pt-Elek-
troden nach Kontakt mit einer L6sung, die den komplemen-
t!ren Halbstrang enth!lt, w!ren ein Indiz f#r den Zustand des
gegen#berliegenden, mit DNA-F!ngersequenzen modifizier-
ten Bereichs.

Wir konnten nachweisen, dass die einfache Coulomb-
Wechselwirkung zwischen immobilisierter DNA und
K3[Fe(CN)6] effizient die Diffusion des gel6sten Redoxme-
diators zur Au-Oberfl!che moduliert. Dies hat einen großen
Einfluss auf den lokalen amperometrischen Feedbackstrom
und erlaubt die Visualisierung von DNA-modifizierten Ober-
fl!chenbereichen. Der Anstieg der negativen Ladungsdichte
nach Duplexbildung erm6glicht die vollst!ndig markerfreie
Detektion von DNA-Hybridisierungen durch Analyse der
elektrostatischen Abstoßung. Die Optimierung der Methode
erfolgt derzeit durch Untersuchung einer Vielzahl von
Parametern wie der Oberfl!chenbelegung mit DNA-F!n-
gersequenzen, der L!nge der DNA-F!ngersequenzen, der
Temperatur, der Ionenst!rke und des pH-Wertes.

Experimentelles
Die durch Spotting erzeugten DNA-Mikroarrays sowie die Oligo-
nucleotidf!ngersequenzen und -targetsequenzen wurden von FRIZ
Biochem bereitgestellt. Als F!ngersequenz diente ein 3’-modifiziertes
20-mer Oligonucleotid ([Fluo-HN-C12]-TGCGGATAACACAGT-
CACCT-[C3-S-S-C3-OH]), als Targetsequenz ein unmodifiziertes
komplement!res Oligonucleotid (ACGCCTATTGTGTCA-
GTGGA). Das Spotting der F!ngersequenzen erfolgte auf mit Au
bedampften Glaspl!ttchen mithilfe eines Mikroarrayers (Cartesian
Technologies) der mit einem Druckkopf (ChipMaker) und Mikro-
spotting-Nadeln (120 mm Durchmesser; Telechem International)
ausgestattet war. Die F!ngersequenzen wurden in einem Spotarray
mit einem Spotdurchmesser von 150 mm in zwei Reihen angeordnet,
wobei ein feiner Kratzer in der Goldoberfl!che den Kontrollbereich
vom Hybridisierungsbereich trennte. Ein O-Ring definierte den f#r
die SECM-Messungen zug!nglichen Bereich.

Die verwendeten L6sungen wurden mit dreifach destilliertem
Wasser hergestellt. KH2PO4, K2HPO4·3H2O, NaCl, K3[Fe(CN)6] und
[Ru(NH3)6]Cl3 wurden von Sigma, Natriumdodecylsulfat von Merck
bezogen.

Glasisolierte Pt-Mikroscheibenelektroden (1 10 mm, RG-Werte
10–20) wurden als SECM-Sonden eingesetzt. Sie wurden mit
Aluminiumoxidpasten (Partikelgr6ße: 3, 1 und 0.3 mm) auf einem
weichen Poliertuch poliert und cyclovoltammetrisch in 5 mm

K3[Fe(CN)6]-L6sung charakterisiert. Die SECM-Experimente
wurden mit einem selbstentwickelten SECM in einer ungeteilten
Messzelle in Zweielektrodenkonfiguration (SECM-Sonde und minia-
turisierte Ag/AgCl/3m-KCl-Referenzelektrode) durchgef#hrt. Der
Aufbau war in einen Faraday-K!fig integriert, und ein rauscharmer
Potentiostat (VA10, npi electronic) wurde f#r die elektrochemischen

Abbildung 3. Dreidimensionale SECM-Visualisierung des Spots eines
einzelstr2ngigen 20-mer Oligonucleotids im Abstoßungsmodus des
SECM. (5 mm [Fe(CN)6]

3� in 3m NaCl; 0.1m Phosphatpuffer, pH 5.7;
0 mV vs. Ag/AgCl/3m KCl).

Abbildung 4. Detektion der Hybridisierung durch elektrostatische
Abstoßung und Visualisierung der Duplexbildung im Abstoßungsmo-
dus des SECM: Inkubation eines ausgew2hlten Spots einer 20-mer Oli-
gonucleotidf2ngersequenz mit Hybridisierungspuffer (1m NaCl; 0.1m
Phosphatpuffer, pH 6.3) und 2 mm der komplement2ren Oligonucleo-
tidtargetsequenz; entsprechende Inkubation eines benachbarten Kon-
trollspots mit dem targetfreien Hybridisierungspuffer; Aufnahme der
SECM-Linienscans nach Ende der Hybridisierung (ca. 2 h) und intensi-
vem Sp0len (10-mm-Pt-Mikroelektrode; 0 mV vs. Ag/AgCl/3m KCl;
5 mm [Fe(CN)6]

3� in 3m NaCl; 0.1m Phosphatpuffer, pH 5.7).
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Messungen eingesetzt. Die elektrochemische Messzelle war auf der
Grundplatte eines Zweiachsen-Translationssystems montiert, das mit
computergesteuerten Schrittmotoren (Owis) ausgestattet war, die
eine Probenbewegung in x/y-Richtung mit einer nominalen Auf-
l6sung von 0.625 mm pro Halbschritt erm6glichen. Die Ann!herung
der SECM-Sonde (z-Scan) wurde mit einem dritten Schrittmotor
erreicht, der senkrecht zur Probenebene angebracht war. Eine in
Microsoft Visual Basic 3.0 programmierte Software steuerte alle
Systemparameter und erm6glichte die Datenaufnahme #ber eine
16Bit-AD/DA-Karte (Plug-In).

Sondenann!herungskurven (z-Scans) wurden zur Positionierung
der Sonde im Nahfeldbereich des elektrochemischen Feedbacks
verwendet. Die Arbeitsdistanz wurde so gew!hlt, dass der ampero-
metrische Sondenstrom 50% #ber dem Wert bei großem Probenab-
stand lag (im Allgemeinen 10 mm). SECM-Abbildungen wurden
durch rasternde Bewegung des DNA-Chips in x/y-Richtung bei
festem Sonden-Proben-Abstand und simultaner Aufnahme des Son-
denstroms als Funktion des Ortes erhalten.
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