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Photochemisch induzierter Elektronentransfer (ET) durch
DNA in Lçsung ist auf relativ kleine Abst�nde beschr�nkt
und konnte meist nur �ber eine Distanz von weniger als
10 Basenpaaren (bp; 3.4 nm) beobachtet werden.[1] In Ab-
h�ngigkeit von der Basensequenz ist photochemisch indu-
zierter ET auch bei kleineren Abst�nden (< 5 bp) nicht sehr
effizient.[1h,i,m] Dagegen wurde elektrochemisch induzierter
ET durch (mit Redoxzentren modifizierte) DNA-Monolagen
auf Goldoberfl�chen �ber Entfernungen von bis zu 100 bp
(34 nm) beobachtet, was auf ein Verhalten der DNA als
molekularer Draht schließen l�sst.[2] Da in diesen Studien
davon ausgegangen wird, dass der ET nur entlang des Ba-
senstapels vollst�ndig hybridisierter doppelstr�ngiger DNA
(ds-DNA) stattfindet, kçnnten Anwendungen in Biosensoren
zum Auffinden einzelner DNA-Basenfehlpaarungen mçglich
sein.[2, 3] Meistens st�tzen sich die experimentellen Daten
jedoch einzig auf Cyclovoltammetrie, und h�ufig wird mit-
hilfe der Kurvenform der Cyclovoltammogramme sogar auf
die ET-Rate geschlossen.[2–4] Daher ist die Entwicklung al-
ternativer experimenteller Methoden zur Untersuchung von
ET durch DNA-Monolagen von besonderem Interesse.

In der hier vorgestellten Arbeit wird das Riboflavin-bin-
dende Protein Dodecin als redoxaktive Sonde zur Untersu-
chung von ET durch DNA-Monolagen verwendet. Das ET-
Ereignis wird hierbei in eine �nderung der auf der Oberfl�-
che gebundenen Masse �bersetzt. Dadurch kann ET mithilfe
weiterer analytischer Methoden, wie Oberfl�chenplasmo-

nenresonanz (SPR) oder Messungen mit einer Quarzmikro-
waage, nachgewiesen werden. Dodecin, isoliert aus Halo-
bacterium salinarum, ist ein kugelfçrmiges dodekameres
Protein, das mit hoher Affinit�t oxidierte Flavine bindet.
Dagegen f�hrt eine Reduktion der Flavine zur Dissoziation
des Holoproteins in Apoprotein und freie Flavinliganden.[5]

Zur Untersuchung von ET-Prozessen durch DNA kann Do-
decin auf Flavin-terminierter ds-DNA rekonstituiert werden,
die auf Goldelektroden adsorbiert wurde. Wenn ET durch
DNA mçglich ist, sollte das Anlegen eines negativen Poten-
tials zur Reduktion der Flavine mit nachfolgender Freiset-
zung von Apododecin f�hren. In ersten Studien schien ET
durch DNA mit 20 bp jedoch nicht mçglich zu sein.[5b,f] Da in
jenen Studien relativ lange ges�ttigte Ketten zur Anbindung
der DNA an die Goldelektrode verwendet wurden, wodurch
die ET-Wahrscheinlichkeit entscheidend verringert werden
kçnnte, wurde die L�nge dieser Verkn�pfungen minimiert.
Schema 1 zeigt den experimentellen Aufbau zur Untersu-
chung von ET durch ds-DNA mit 20 bp (experimentelle
Details siehe Hintergrundinformationen).

F�r die Adsorption der Disulfid-modifizierten einzel-
str�ngigen DNA (ss-DNA) wurden drei 1,2-Dithianringe
verwendet (Schema 2), was eine besonders stabile Anbindung
der DNA auf Gold[6] �ber eine k�rzere Distanz als bei der
Verwendung einer �blichen Hexylthiolgruppe ermçg-
licht.[2, 3,5b] Die DNA-Sequenz wurde so gew�hlt, dass ein
eindeutiges Hybridisierungsprodukt erhalten wurde. F�r den
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Nachweis, dass Dodecin spezifisch �ber die
Flavinliganden gebunden wird, wurde vor
der Proteinrekonstitution eine nichtbin-
dende Apododecinvariante dA als Nega-
tivkontrolle zugegeben.[5b] Auch der Ab-
stand zwischen Flavin (oder Isoalloxazin)
und DNA sollte minimiert werden. Hierf�r
wurden Flavin-DNA-Liganden (lediglich
f�nf Basen lang) aus unterschiedlich langen
Flavinen (CofCn) und DNA (Oligo5, O5)
synthetisiert. Nachdem Dodecin mit diesen
Liganden rekonstituiert worden war,
konnten Rçntgenkristallstrukturen gemes-
sen werden. In Abbildung 1A sind die
Strukturen der Flavin-DNA-Liganden
CofCn_O5 mit Hexyl-, Butyl-, Propyl- und
Ethylgruppe (n = 6, 4, 3 bzw. 2) an N(10)
des Isoalloxazins gezeigt. F�r alle Flavin-
DNA-Liganden wurde Elektronendichte
f�r die Isoalloxazinuntereinheit (samt der
ersten beiden CH2-Gruppen) gefunden.
F�r den CofC4_O5-Liganden konnte zu-
s�tzliche Elektronendichte gefunden
werden, die wahrscheinlich auf eine
schwache Bindung der Kette sowie der
ersten DNA-Base zur�ckzuf�hren ist. F�r
den CofC2_O5-Liganden wurde weitere
Elektronendichte gefunden, die auf eine
bindende Wechselwirkung zwischen Apo-
protein und der Kette samt den ersten
beiden DNA-Basen schließen l�sst. Wie
aus der �berlagerung der Liganden in
Abbildung 1B ersichtlich ist, nimmt der

Isoalloxazinring von CofC2_O5 eine relativ tiefe Position in
der Bindungstasche ein, �hnlich der von Lumiflavin, wohin-
gegen die anderen Flavin-DNA-Liganden etwa dieselbe Po-
sition wie Riboflavin haben. Dies ist erstaunlich, weil
CofC2_O5 etwa 25-mal schw�cher bindet als CofC4_O5
(Kd = 10 mm bzw. 400 nm), aber gleichzeitig eine tiefere Posi-
tion einnimmt, was zuvor mit einer hçheren Bindungsaffinit�t
korreliert wurde.[5e] Wie allerdings aus der Seitenansicht in
Abbildung 1B hervorgeht, ist der Isoalloxazinring von
CofC2_O5 seitlich abgekippt, wodurch sich die geringere
Bindungsaffinit�t erkl�ren lassen kçnnte.

F�r elektrochemische Messungen schien ein Ligand mit
n = 3, gebunden nur �ber seine oxidierte Isoalloxazinstruktur,
als der beste Kompromiss zwischen hoher Bindungsaffinit�t
und kurzer ET-Distanz. Dodecin wurde in einer Durchfluss-
zelle, die geeignet f�r SPR-Messungen in Kombination mit
Elektrochemie war, rekonstituiert. Die w�hrend der schritt-
weisen Rekonstitution von Dodecin auf einer Flavin-termi-
nierten DNA-Monolage und anschließenden elektrochemi-
schen Messungen aufgenommenen SPR-Kinetiken sind in
Abbildung 2 gezeigt. Nach Bildung einer DNA-Monolage
gem�ß Schema 1 (1–3) wurde zu Argon-ges�ttigtem Puffer
gewechselt und ein negatives Potential angelegt (bis zu
�650 mV gegen Ag/AgCl). Hierbei konnte keine Freisetzung
von Apododecin (tE) erzielt werden. Zus�tzlich wurden Cy-
clovoltammogramme (CVs) bei verschiedenen Vorschubge-

Schema 1. Oberfl�chenmodifikation zur Untersuchung von ET durch DNA. 1) Adsorption Di-
sulfid-modifizierter ss-DNA auf Gold mit anschließender Adsorption einer 1:1-Mischung aus
4-Mercapto-1-butanol (MCB) und Mercaptopropions�ure (MPA), um unspezifisch adsorbier-
te DNA zu verdr�ngen. 2) Hybridisierung mit komplement�rer, Flavin-modifizierter ss-DNA.
3) Rekonstitution von Dodecin. 4) Anlegen eines negativen Potentials. ET durch DNA f�hrt
zur Flavinreduktion, gefolgt von der Freisetzung von Apododecin (gezeigt wird nur eine der
sechs Flavinbindungstaschen von Dodecin).

Schema 2. Struktur und Sequenz der Flavin- und Disulfid-modifizierten
DNA.
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schwindigkeiten vor und nach Dodecinrekonstitution aufge-
nommen, aber in keinem der CVs konnte eine Flavinreduk-
tion beobachtet werden. Um zu belegen, dass die Freisetzung
von tE durch Reduktion dennoch mçglich ist, wurde eine
chemische Reduktion unter Verwendung einer Natriumdi-
thionitlçsung durchgef�hrt (Abbildung 2B). Durch chemi-

sche Reduktion und anschließendes Sp�len mit Pufferlçsung
konnte Apododecin (tE) nahezu quantitativ freigesetzt
werden. Anschließend wurde zun�chst mit nichtbindendem
(dA) und danach mit bindendem Apododecin (tE) versetzt.
Zugabe von tE f�hrte zur Rekonstitution von Dodecin, wo-
durch die Unversehrtheit der Flavin-terminierten DNA-Mo-
nolage nachgewiesen werden konnte. Das gesamte Experi-
ment wurde dreimal wiederholt, wobei �bereinstimmende
Ergebnisse erzielt werden konnten. Zur �berpr�fung der
Langzeitstabilit�t des Systems wurde eine ausgedehnte

Abbildung 1. Rçntgenkristallstrukturen der CofCn_O5Flavin-DNA-Li-
ganden in der Dodecin-tE-Bindungstasche. Dodecin ist als Apoprotein
in Oberfl�chendarstellung (grau) mit eingebauten Liganden in Stabdar-
stellung gezeigt (orange C, blau N, rot O). Dodecin hat sechs Bin-
dungstaschen f�r den Einbau von jeweils Dimeren von Flavinen in C2-
symmetrischer Weise. Zur vereinfachten Darstellung ist nur ein C2-
symmetrischer Teil einer Bindungstasche gezeigt. In der Proteindaten-
bank (http://www.rcsb.org) hinterlegte Strukturen der Kennziffern
2vkg, 2vkf und 4b2h wurden f�r diese Abbildungen verwendet. A) tE-
Dodecin mit gebundenem Liganden CofCn_O5 mit unterschiedlicher
L�nge der Isoalloxazin-DNA-verkn�pfenden Alkylkette. CofC2_O5 (a)
tr�gt eine Ethylkette, CofC3_O5 (b) Propyl, CofC4_O5 (c) Butyl und
CofC6_O5 (d) Hexyl. Die Elektronendichte aus Strukturrechnungen
ohne Ligand (so genannte Omit-Dichte) ist bei s =1.5 als blaues Netz
gezeigt und f�r die Liganden hervorgehoben. Ungebundene Bereiche
des Liganden, die nicht durch Elektronendichte bestimmt werden
konnten, sind in einer mçglichen Konformation dargestellt. B) Darstel-
lung der Ca-Ketten-�berlagerten tE-Dodecine mit CofCn_O5-Liganden
(und Tryptophan, das Teil der Tasche ist) in Vorder- und Seitenansicht.
Liganden sind nur durch ihre Isoalloxazinuntereinheit dargestellt. Wild-
typ-Dodecin mit Riboflavin- und Lumiflavinliganden sind zum Ver-
gleich gezeigt.

Abbildung 2. Kinetische SPR-Messkurven: A) Adsorption von Disulfid-
modifizierter ss-DNA (a), Sp�len mit Puffer (b), Hybridisierung mit
Flavin-modifizierter ss-DNA (h), Inkubation von nichtbindendem Apo-
dodecin als Negativkontrolle (dA), Rekonstitution von Dodecin (tE).
W�hrend der Zugabe von MCB/MPA in Wasser nahm die Reflektivi-
t�t R wegen der unterschiedlichen Brechungsindices von Wasser und
Puffer Werte von <10 % an (nicht gezeigt). B) Die experimentelle Vor-
gehensweise wurde um folgende Schritte erweitert: Sp�len mit Argon-
ges�ttigtem Puffer (b*), Elektrochemie (d.h. Anlegen eines Potentials
von �550 mV gegen Ag/AgCl f�r 5 min, gefolgt von Cycloyoltammetrie
(e)), chemische Reduktion mit Argon-ges�ttigter Natriumdithionitlç-
sung (r). C) Langzeitmessung; Inkubation von dA/tE und anschließen-
des Sp�len mit Puffer sind jeweils in Cyan/Rot gezeigt, chemische Re-
duktion und Sp�len in Gr�n.

.Angewandte
Zuschriften

5052 www.angewandte.de � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2013, 125, 5050 –5054

http://www.angewandte.de


Messreihe durchgef�hrt (gezeigt in Abbildung 2C und Ab-
bildung S1 der Hintergrundinformationen). Nachdem Apo-
dodecin (tE) viermal spezifisch gebunden und durch chemi-
sche Reduktion wieder hatte freigesetzt werden kçnnen,
wurde die Durchflusszelle f�nf Tage lang im K�hlschrank bei
8 8C aufbewahrt. Anschließend war es nach wie vor mçglich,
Apododecin anzubinden und wieder freizusetzen.

Zus�tzlich untersuchten wir die Dodecinmonolage auf
Gold mit Rasterkraftmikroskopie (AFM). Hierf�r rekonsti-
tuierten wir Dodecin auf einer praktisch atomar ebenen
„template stripped gold“(TSG)-Goldoberfl�che,[7] wie zuvor
beschrieben. Die AFM-Bilder sind in Abbildung 3 gezeigt.

Nach Rekonstitution von Dodecin war die Oberfl�che mit
dicht gepackten kreisfçrmigen Strukturen mit einer durch-
schnittlichen lateralen Ausdehnung von (12.5� 4) nm �ber-
zogen (Abbildung 3, links). Dabei wurde die Grçße von
Dodecin ohne Korrektur f�r den durch die AFM-Spitze ver-
ursachten Verbreiterungseffekt gemessen. Die wahre Grçße
nach Korrektur sollte hçchstens die H�lfte der (12.5� 4) nm
betragen. Dieser Wert stimmt mit dem Durchmesser von
Dodecin (6–7 nm) �berein. Daher gehen wir davon aus, dass
es sich bei den kreisfçrmigen Strukturen um einzelne Dode-
cinmolek�le handelt. Um zu zeigen, dass wir die Oberfl�-
chenkonzentration von Dodecin kontrollieren kçnnen und es
sich bei den kreisfçrmigen Strukturen zweifelsfrei um ein-
zelne Dodecinmolek�le handelt, verringerten wir die Bele-
gungsdichte der Flavine (indem wir die Konzentration der
Disulfid- und Flavin-modifizierten ss-DNA w�hrend des
Adsorptionsvorgangs um einen Faktor von 10 reduzierten).
Wie in Abbildung 3, rechts, gezeigt, f�hrte dies zu einer ge-
ringeren Belegungsdichte f�r Dodecin. Wegen des h�ufig
beobachteten Spitzenverbreiterungseffekts erscheinen die
kreisfçrmigen Strukturen in Abbildung 3 rechts etwas grçßer
als links, es ist aber in beiden F�llen davon auszugehen, dass
sie einzelnen Dodecinmolek�len entsprechen.

W�hrend man davon ausgeht, dass DNA-vermittelter
Ladungstransfer zwischen Proteinen, die an der DNA-Re-
paratur beteiligt sind, �ber große Distanzen stattfindet, auch
um dadurch Sch�digungen des Genoms aufzusp�ren,[8] war in
der vorliegenden Studie die zwischen Flavin/Flavoprotein
und Goldelektrode kovalent verkn�pfte ds-DNA nicht in der

Lage, ET-Prozesse zu ermçglichen, obwohl die Abst�nde
Elektrode-DNA und DNA-Redoxzentrum minimiert
wurden. Effizienter ET konnte sogar �ber grçßere Abst�nde
zwischen Isoalloxazin und „molekularem Draht“ beobachtet
werden, als das Flavoenzym Glucoseoxidase auf Goldelek-
troden rekonstituiert wurde, allerdings wurden hierbei statt
DNA andere Molek�le (z.B. einwandige Kohlenstoffnano-
rçhren) als molekularer Draht eingesetzt.[5f, 9] In der Rçnt-
genkristallstruktur fanden wir keine Elektronendichte f�r
weite Bereiche der Verkn�pfung zwischen Isoalloxazin und
DNA, woraus sich schließen l�sst, dass (auch nach Protein-
rekonstitution) verschiedene Orientierungen von Redoxzen-
trum und DNA zueinander mçglich sind. Dennoch konnte
kein ET durch DNA beobachtet werden, woraus sich schlie-
ßen l�sst, dass ds-DNA (mit 20 oder mehr Basenpaaren) f�r
eine Anwendung als molekularer Draht nicht geeignet ist.
Dies ist im Widerspruch zu j�ngsten Berichten, die aus-
schließlich auf cyclovoltammetrischen Messungen beru-
hen.[2,3] Allerdings bedeutet die Tatsache, dass sich f�r ein an
DNA gebundenes Redoxzentrum im Cyclovoltammogramm
eine Reduktion beobachten l�sst, nicht notwendigerweise,
dass ET entlang des DNA-Basenstapels verl�uft.[5b,10] In
weiteren Arbeiten an Dodecin-DNA werden wir untersu-
chen, ob ET bei verringerter Zahl an Basenpaaren und/oder
ge�nderter Sequenz mçglich ist.
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