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Potentialgestiitzte DNA-Immobilisierung als Voraussetzung fiir eine
schnelle und kontrollierte Bildung von DNA-Monoschichten
Daliborka Jambrec, Magdalena Gebala, Fabio La Mantia und Wolfgang Schuhmann*

Abstract: Die Immobilisierung von DNA-Einzelstringen auf
Goldoberflichen kann hochreproduzierbar mithilfe einer ge-
eigneten  Potentialpulssequenz  substanziell — beschleunigt
werden. Die gewiinschte Oberflichenbelegung mit einzel-
strangiger DNA lisst sich innerhalb weniger Minuten erhalten.
Entscheidend ist das Verstindnis der zugrundliegenden Pro-
zesse. Ein von uns vorgeschlagenes Modell beriicksichtigt
sowohl die Rolle der Ionen in der Umgebung der elektrifi-
zierten Grenzfliche und der DNA-Stringe als auch die Dis-
tanz, in der das angelegte Potential einen Einfluss auf die
DNA-Einzelstringe in der Nihe der elektrifizierten Grenz-
fliche hat. Auch die Verschiebung des Nullladungspotentials
der Elektrode infolge der Oberflichenmodifizierung durch die
DNA-Stringe wird beriicksichtigt und ist von besonderer Be-
deutung. Die Kontrolle der Oberflichenbedeckung der Ein-
zelstrang-DNA, in Kombination mit der erreichten Ge-
schwindigkeit und Reproduzierbarkeit, ist eine Voraussetzung
fiir verbesserte DNA-basierte Bioassays.

Der Nachweis von DNA-Hybridisierung bildet die Grund-
lage der Mehrzahl aller DNA-basierten Biosensoren und
Bioassays mit einer Vielzahl von Anwendungen in der me-
dizinischen Diagnostik, der Forensik, der Genomik und der
Umweltanalytik."! Der Nachweis der Hybridisierung mithilfe
elektrochemischer Methoden ist dabei von steigender Be-
deutung,”” besonders da der Einsatz von elektrochemischen
DNA-Hybridisierungsassays markierungsfreie Verfahren mit
hoher Empfindlichkeit durch elektrochemische Verstar-
kungsschritte erlaubt.”!

Die elektrochemische Impedanzspektroskopie (EIS) er-
moglicht eine markierungsfreie Detektion von DNA-Hy-
bridisierung. Durch eine sequenzielle Analyse aller Schritte
wihrend des Aufbaus des DNA-Assays liefert die EIS ver-

[*] D. Jambrec, Prof. Dr. W. Schuhmann

Analytische Chemie — Zentrum fiir Elektrochemie (CES)
Ruhr-Universitat Bochum

Universititsstrafe 150, 44780 Bochum (Deutschland)

E-Mail: wolfgang.schuhmann@rub.de

Dr. M. Gebala

Stanford School of Medicine; Biochemistry

Beckman Center (USA)

Dr. F. La Mantia

Semiconductor and Energy Conversion —

Zentrum fiir Elektrochemie (CES)

Ruhr-Universitdt Bochum (Deutschland)

Hintergrundinformationen (experimenteller Teil, Beschleunigung der
MCH-Immobilisierung auf Elektrodenoberflichen, Bestimmung des
Nulladungspotentials, Hybrisierungsausbeute, Reproduzierbarkeit)
und ORCIDs der Autoren zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201506672 zu finden.

S 1)

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

tiefte Einblicke in die Prozesse an der Elektrode/Elektrolyt-
Grenzfliche.! Der erste Schritt beim Aufbau einer DNA-
modifizierten Elektrode ist die Immobilisierung der Erken-
nungs-DNA (pDNA) auf einer Goldelektrodenoberfliche
unter Bildung von Gold-Schwefel-Bindungen. Die pDNA-
modifizierte Elektrode wird dann weiter mit einem Alkyl-
thiol, typischerweise Mercaptohexanol (MCH), inkubiert, um
einerseits unspezifisch gebundene DNA zu entfernen und
andererseits die pDNA-Strange von der Elektrodenoberfla-
che aufzurichten, indem unbelegte Bereiche auf der Gold-
oberfldche bedeckt werden. SchlieBlich wird die DNA/MCH-
modifizierte Elektrode zur Bindung der im Hybridisierungs-
prozess komplementiren Ziel-DNA (tDNA) verwendet."!

Die Bildung der pDNA-Schicht, d.h. die Oberfldchenbe-
legung und die Zugénglichkeit der spezifischen pDNA auf der
Elektrodenoberfldche, beeinflusst signifikant den spéteren
Hybridisierungsprozess. Daher sind gut definierte, reprodu-
zierbare und kontrollierbare pDNA-modifizierte Oberfla-
chen eine Voraussetzung fiir die Entwicklung von optimierten
DNA-Sensoren. !

Das Verhalten der DNA in der Umgebung der elektrifi-
zierten Grenzfliche kann durch das an die Elektrode ange-
legte Potential verindert werden.®! Dieser Prozess ist aller-
dings noch immer nicht im Detail verstanden. Die Gruppen
um Bartlett und Sosnowski®®! trugen zum Verstindnis der
potentialgestiitzten Hybridisierung und potentialinduzierten
Denaturierung von DNA bei und untersuchten die Auswir-
kungen des angelegten Potentials z. B. auf den pH-Wert oder
auf Temperaturdnderungen. Die Wirkung von Potentialpul-
sen auf die Kinetik der DNA-Hybridisierung und der Beitrag
von unerwiinschten elektrostatischen Wechselwirkungen mit
der immobilisierten DNA-Schicht wurden diskutiert.”) Hin-
sichtlich des Einflusses des elektrischen Feldes auf die bereits
immobilisierte DNA wird berichtet, dass Potentiale positiver
als das Nullladungspotential (potential of zero charge, pzc)
die gebundenen DNA-Stringe in Richtung der Oberfliche
bewegen; negativere Potentiale hingegen begiinstigen eine
aufrechte Anordnung der immobilisierten pDNA-Stringe.!"”
Ahnliches wird fiir das angelegte Potential wihrend der Im-
mobilisierung berichtet. Je nach angelegtem Potential stof3en
sich die pDNA-Striange ab oder ziehen sich an, vermutlich
durch Ladungswechselwirkungen der negativ polarisierten
pDNA-Stringe. Die Potentialwerte fiir die gepulste Deposi-
tion wurden jedoch experimentell bestimmt oder bestenfalls
auf das pzc der unbehandelten Elektrode bezogen (pzc(ba-
re)).V

Wir zeigen hier, dass der Einfluss der elektrostatischen
Anziehung/Abstoung allein nicht ausreicht, um die Prozesse
an der DNA-modifizierten elektrifizierten Grenzfliche zu
erkldren. Wir schlagen dagegen ein neues Modell fiir die
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potentialgestiitzte Immobilisierung von pDNA auf Gold-
oberflichen vor: Dieses Modell beriicksichtigt sowohl die
Rolle der Ionen in der Umgebung der -elektrifizierten
Grenzflache und der DNA-Striange als auch die Distanz, iiber
die das angelegte Potential einen Einfluss auf die DNA-
Stringe in der Nihe der elektrifizierten Grenzfliche hat.
Auch die Modulation des pzc der Elektrode, die aus der
Oberflaichenmodifizierung durch die pDNA-Stringe resul-
tiert, wird von dem Modell beriicksichtigt und hat sich als
besonders wichtig herausgestellt. Die Verschiebung des pzc
erfordert eine prizise Auswahl der anzulegenden Pulspoten-
tiale, um Kontrolle iiber den pDNA-Immobilisierungsprozess
zu erhalten. Die Erkenntnisse aus diesem Modell ermogli-
chen die Entwicklung eines reproduzierbaren, potentialge-
stiitzten pDNA-Immobilisierungsverfahrens, das sehr viel
effizienter und schneller als die derzeitige Inkubationsme-
thode ist.

Auch wenn pDNA-modifizierte Oberfldachen die Grund-
lage fiir mogliche Anwendungen bilden, ist der Mechanismus
der pDNA-Immobilisierung noch nicht vollstdndig aufge-
klart. Die DNA-Immobilisierung ist ein komplexer Prozess
und abhidngig von zahlreichen Parametern, wie der Ionen-
stirke, der Strangldnge oder der Wertigkeit der Ionen, die die
Ladung der DNA-Striinge kompensieren.”! Unterschiedliche
angelegte Potentiale wihrend des Prozesses stellen einen
zusdtzlichen Parameter dar, der die Komplexitdt weiter
erhoht. Es ist bekannt, dass bestimmte Potentiale (bezogen
auf das pzc) eine Anziehung oder AbstoBung der pDNA an
der elektrifizierten Grenzfliche hervorrufen. Die Aussage,
dass die DNA selbst von der positiv geladenen Elektrode
angezogen oder von einer negativ geladenen Elektrode ab-
gestoBen wird, ist unserer Ansicht nach jedoch nicht ge-
rechtfertigt.

Um eine dichte Bedeckung und hohe Geschwindigkeiten
zu erreichen, erfolgt die pDNA-Immobilisierung héufig in
Losungen mit hoher Ionenstiarke. Die Debey-Linge, welche
die Abnahme des elektrischen Potentials in der Elektrolyt-
16sung vor der Elektrode beschreibt, verringert sich stark mit
der Ionenstirke, und folglich ist bei hohen Ionenstdrken be-
reits ein erheblicher Potentialabfall in der nidchsten Umge-
bung der Elektrode zu verzeichnen.® So wird auch nur ein
kleiner Anteil eines DNA-Strangs in der Umgebung der
elektrifizierten Oberfliche vom angelegten Potential beein-
flusst. DNA ist ein mehrfach negativ geladener Polyelektro-
lyt, der mit den in der Elektrolytlosung vorhandenen Ionen
wechselwirkt, sodass die Ladung weitestgehend kompensiert
wird. Dieses Phidnomen, das so genannte DNA-Screening,
wurde erstmals als Gegenionenkondensation von Manning
beschrieben."" Im Fall von Salzen aus einwertigen Ionen wird
die Ladung am DNA-Strang durch kondensierte Gegenionen,
die sich um den DNA-Strang anreichern, sowie durch Ionen
in einer zweiten Schicht kompensiert."”! Durch das Fehlen
einer effektiven Nettoladung kann also ein DNA-Strang nicht
direkt durch das angelegte Potential beeinflusst werden, wie
im Allgemeinen behauptet wird. Hieraus ergibt sich die
Frage, ob auch ungeladene Molekiile durch eine geeignete
Folge von Potentialpulsen beeinflusst werden konnen. Uber-
raschenderweise kann durch Potentialpulse, die an eine
Goldelektrode in Gegenwart von MCH angelegt werden, die
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Bildung einer kompakten MCH-Monolage erheblich be-
schleunigt werden (Hintergrundinformationen (SI), Sekti-
on S2).

Zwar kann die Wirkung angelegter Potentiale auf MCH
oder DNA-Stringe unterschiedlich sein, allerdings zeigen
diese Ergebnisse, dass die angelegten Potentialpulse nicht zu
einer Abstoung oder Anziehung der DNA-Stringe fiihren,
sondern zu einer der Ionen in der Ndhe der elektrifizierten
Grenzflache. Wihrend der Aufladung der elektrischen Dop-
pelschicht an der Elektrode miissen sich die Ionen offen-
sichtlich sowohl in der inneren und &@uBleren Helmholtz-
Schicht als auch in der Diffusionsschicht neu anordnen.
Durch Anderung des elektrischen Potentials zu negativen
Werten bezogen auf das pzc bewegen sich die Kationen also
in Richtung der elektrifizierten Grenzfliche, wihrend die
Anionen in Richtung der Losung wandern oder umgekehrt.
Dieser Effekt geht offenbar iiber die Debey-Linge vor der
elektrifizierten Grenzfliche hinaus. Wird zwischen diesen
beiden Potentialbedingungen hin und her geschaltet, wird ein
Riihreffekt induziert, der die Molekiile in der Nidhe der
Elektrodenoberfliche inklusive ihrer Ionenwolken (oder im
Falle von ungeladenen Molekiilen der Solvathiille) bewegt
(Schema 1).

Wegen der kurzen Debye-Léinge wird im Mittel nur ein
kleiner Teil eines DNA-Stranges in Richtung der geladenen
Elektrodenoberfliche bewegt. Damit wird der restliche Teil
des DNA-Stranges, der sich auflerhalb des Einflusses der
Ladung an der elektrifizierten Grenzfldche befindet, ndher an
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Schema 1. Vorgeschlagenes Modell fiir einen potentialgestiitzten DNA-

Immobilisierungsprozess. Das Anlegen von positiven Potentialen rela-
tiv zu pzc verursacht eine Wanderung der Anionen in Richtung der
Elektrodenoberfliche und der Kationen in Richtung der Lésung,
sodass ein ,Rihreffekt“ induziert wird. Ein kleiner Anteil der konden-
sierten Kationen, welche die DNA in der Nahe der Elektrode umgeben,
wird abgestoflen. Damit verbunden ist eine Verringerung der Ladungs-
kompensation des DNA-Stranges. Ein geringer Teil des DNA-Strangs
wird in Richtung der Oberfliche geschoben und bringt damit den rest-
lichen DNA-Strang ebenfalls naher an die Elektrode heran. Hieraus re-
sultiert eine schrittweise Anniherung des DNA-Stranges, bis dieser
flach auf der Elektrodenoberfliche liegt. Beim Anlegen von negativen
Potentialen relativ zu pzc hingegen werden die Anionen in der Umge-
bung der Elektrode zusammen mit der partiell negativ geladenen DNA
abgestofien, und die DNA-Stringe werden in eine aufrechte Orientie-
rung gezwungen. Wiederholtes Wechseln zwischen positiven und ne-
gativen Potentialen bewirkt daher einen Riihreffekt, der neue DNA-
Stringe in die Nihe der Elektrodenoberfliche bringt und damit die Im-
mobilisierung beschleunigt.
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die Elektrodenoberfliche gebracht. Schlieflich wird durch
Wiederholung dieses Prozesses nach und nach der vollstédn-
dige DNA-Strang zur Elektrodenoberfliche hingezogen.
Dieser Prozess findet innerhalb eines positiven Potentialpul-
ses statt, der nur eine Dauer von wenigen Millisekunden hat.
Der reifiverschlussartigen Anziehung eines kompletten
DNA-Stranges in Richtung der Elektrodenoberfldche folgt
ein Potentialsprung zu einem Potential, das negativ bezogen
auf das pzc ist. Wenn ein geeignetes negatives Potential an-
gelegt wird, werden die Anionen in der Nihe der Elektrode
zusammen mit dem DNA-Geriist, das eine negative Netto-
ladung trédgt, in Richtung des Volumens des Elektrolyten
abgestoffen. Der DNA-Strang wird in eine aufrechte Orien-
tierung gebracht, sodass Platz fiir die Anndherung neuer
DNA-Striange auf der Oberfldche geschaffen wird.

Unabhéngig von der Orientierung des DNA-Strangs
werden wegen der rei3verschlussartigen Anziehung des
kompletten DNA-Stranges durch die Goldoberfliche bei
ausreichend langen Potentialpulsdauern die Ankergruppen
(Thiol oder Disulfid) immer an der Goldoberfldche lokali-
siert, sodass die Bildung der Gold-Thiol-Bindung erleichtert
wird. Wiederholte Wechsel zwischen positiven und negativen
Potentialen erhohen den Anteil an immobilisierter DNA.
Dies lédsst vermuten, dass die Potentialpulse durch Ionenbe-
wegung einen Riihreffekt induzieren und dass so die Anni-
herung des DNA-Strangs an die Goldoberfldche erleichtert
wird.

Das vorgeschlagene Modell erkldrt die Rolle und die
Bedeutung des Wechsels zwischen positiven und negativen
Potentialen bezogen auf das pzc wihrend der potentialge-
stiitzten Immobilisierung der DNA. Eine essenzielle Frage ist
jedoch, welcher Wert fiir das pzc wiahrend der Immobilisie-
rung angenommen werden muss. In vorgegangenen Arbeiten
wurde vorgeschlagen, die Manipulation der DNA bei Poten-
tialen durchzufiihren, die sich auf das pzc der unbehandelten
Elektrode beziehen. Es ist jedoch bekannt, dass das pzc von
Tonenadsorption und Oberflichenmodifikationen abhingt.®!
Auch ist das pzc von polykristallinem Gold empfindlich gegen
Oberflichenverunreinigungen.'” Wir haben daher das pzc
einer unbehandelten (pzc) und einer DNA-modifizierten
Elektrode (pzc(DNA)) in der gleichen Losung, in der die
Immobilisierung durchgefiihrt wurde, bestimmt.

Nach dem Gouy-Chapman-Stern-Modell der Doppel-
schicht ergibt sich die differenzielle Kapazitit (C,) aus einem
Beitrag fiir die Kapazitit der Helmholtz-Schicht (Cy) und
einem fiir die Kapazitit der diffusen Schicht (Cyy). Wéhrend
Cy weder von der Ionenstirke noch vom Potential abhéingt,
haben beide Parameter unter bestimmten Bedingungen Ein-
fluss auf Cgy. Bei sehr geringen Ionenstdrken und bei Po-
tentialen nahe dem pzc wird C,; hauptsichlich durch den
Beitrag von Cgy bestimmt und erreicht ein Minimum am pzc
(siehe auch SI, Sektion 3, fiir die detaillierte Beschreibung der
pzc-Bestimmung). Wir zeigen, dass sich wegen der spezifisch
gebundenen Anionen in Gegenwart von DNA das pzc in
Richtung negativerer Potentiale verschiebt. Zur Vorhersage
von optimalen Potentialen fiir die DNA-Immobilisierung ist
es daher wichtig, diese Verschiebung zu beriicksichtigen. Das
pzc verschiebt sich von 0.5V fiir pzc(bare) zu 0.1V fiir
pzc (DNA).

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Um eindeutig die Bedeutung der Wahl eines geeigneten
Immobilisierungspotentials mit ausreichender Amplitude
aufzuzeigen, haben wir drei Potentialpulsprofile verglichen.
Wihrend fiir die drei Messungen das obere Potential konstant
gehalten wurde (+ 0.5 V entsprechend pzc (bare)), wurde das
untere Potential variiert, sodass sich Pulssequenzen mit un-
terschiedlicher Potentialdifferenz (AE) von 0.3, 0.5 und 0.7 V
ergaben. In Schema 2 werden die Potentialdifferenzen relativ
zu pzc(bare) und pzc(DNA) gezeigt. Fir AE=0.3V (Puls-
profil: +0.5/+0.2V) sind beide Potentiale immer positiv

Desorption

e 2
-

pac (bare)

pzc (DNA) 300 mV

s
-

500 mV

S
N
l
|

EIV gegen Ag/AgCl (3m KCI)

700 mV

Schema 2. Ausgewihlte Potentialpulsprofile relativ zu pzc (bare) und
pzc (DNA): AE=0.3 V (Pulsprofil +0.5/40.2 V), AE=0.5V (Pulsprofil
+0.5/0V) und AE=0.7 V (Pulsprofil +0.5/—0.2 V).

bezogen auf pzc(DNA). Fir AE=0.5V (Pulsprofil: + 0.5/
0 V) liegen die Pulse zwischen positiven und leicht negativen
Potentialen, wihrend fiir AE=0.7V (Pulsprofil: +0.5/
—0.2 V) sowohl das positive als auch das negative Potential
eine vergleichbare Amplitude relativ zu pzc (DNA) aufwei-
sen.

Sind beide angelegten Potentiale positiv gegeniiber
pzc(DNA) (Pulsprofil 4+0.5/4+0.2V), liegen die DNA-
Strdnge nach einer anfinglichen Immobilisierung flach auf
der Elektrodenoberfliche. Nach Immobilisierung einer ge-
ringen Zahl an DNA-Striangen verschiebt sich das pzc von
pzc(bare) nach pzc(DNA). Dadurch wird der Riihreffekt
verringert und so die DNA-Adsorption auf der Elektroden-
oberfliche erleichtert. Die Elektrodenoberfldche ist durch
die anfénglich immobilisierten pDNA-Stringe blockiert, und
die Anniherung weiterer DNA-Stréinge ist gehindert.

Dies erklart die geringe Effizienz der Immobilisierung fiir
dieses Potentialpulsprofil. Ein Ma# fiir die Effizienz ist die —
in diesem Fall nur geringe — Erhohung des Durchtrittswider-
stands (R.) im Vergleich zu dem der MCH-modifizierten
Elektrode (Abbildung 1, 0). R, wurde aus den faradayschen
elektrochemischen Impedanzspektren in Gegenwart von
dquimolaren Konzentrationen an [Fe(CN)s*”*~ bestimmt.
Ein vergleichbares Ergebnis wird fiir das Pulsprofil +0.5/0 V
(Abbildung 1, ) erhalten. Obwohl AE hoher ist, ist das an-
gelegte negative Potential offensichtlich nicht ausreichend
niedrig, um die anfinglich gebundenen pDNA-Stringe ab-
zustoBen. Daher ist die Annéherung weiterer Stridnge gehin-
dert, und es werden schlechte Immobilisierungsausbeuten
beobachtet.
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Abbildung 1. Vergleich der Auswirkungen der unterschiedlichen ange-
wendeten Pulsprofile auf R, mittels EIS. Die Nyquist-Plots zeigen re-
prisentative Werte von Ry fiir eine MCH-modifizierte Elektrode (0)
und eine pDNA/MCH-modifizierte Elektrode, die mit den verschiede-
nen Pulsprofilen erhalten wurden: AE=0.3 V (Pulsprofil +0.5/
+0.2V; A); AE=0.5V (Pulsprofil +0.5/0V; &), und AE=0.7 V
(Pulsprofil +-0.5/—0.2 V; @). Experimentelle Bedingungen der pDNA-
Immobilisierung: 10 mm Phosphatpuffer (PB), 450 mm K,SO,, mit
1 um pDNA versetzt; MCH-Immobilisierung: Inkubation tber Nacht in
10 mm MCH-L6sung, mit 10 mm PB versetzt, 20 mm K,SO,; EIS:
10 mm PB, 20 mm K,SO, mit dquimolaren Konzentrationen an K,[Fe-
(CN)g] und K;[Fe(CN)] (5 mm); DC-Potential: +220 mV gegen Ag/
AgCl/3 m KCI; AC-Stérung mit 10 mV,,-Amplitude. Frequenzbereich
von 30 kHz bis 10 mHz.

Eine weitere Erhohung der Potentialdifferenz auf AE =
0.7 V fiihrt zu einer deutlichen Verbesserung der Immobili-
sierungsausbeute fiir pPDNA (Abbildung 1, @). Dies ist auf
eine erhohte Ionenbewegung wihrend der Potentialinderung
zuriickzufithren, wodurch der Riihreffekt verstarkt wird.
Hierbei ist zu beachten, dass das absolute Potential stets
hoher ist, obwohl der Potentialabfall ausgeprégter bei hohe-
ren angelegten Potentialen ist.

Die Bindung von DNA an Trigermaterialien durch po-
tentialgestiitzte Immobilisierung erfolgt durch eine sequen-
zielle, rei3verschlussartige Anziehung der DNA-Strénge in
Richtung der elektrifizierten Grenzflache bei positiven Po-
tentialen relativ zu pzc (DNA). Fiir eine moglichst hohe Im-
mobilisierungseffizienz muss die Dauer, fiir die ein be-
stimmtes Potential angelegt ist, lang genug sein, um den
DNA-Strang unabhéngig von seiner Orientierung vollstindig,
einschlieBlich der Ankergruppe, auf die Elektrodenoberfla-
che zu ziehen. Rant et al."¥ berichten, dass fiir den Ubergang
eines fixierten DNA-Strangs von einer liegenden Orientie-
rung in eine aufrechte nur etwa 250 ps ausreichen. Fiir die
Bestimmung einer optimalen Potentialdauer und somit fiir
das Erreichen einer moglichst hohen Immobilisierungseffizi-
enz haben wir den Einfluss verschiedener Pulsdauern auf die
Immobilisierungseffizienz untersucht (Abbildung?2). Die
pDNA-Immobilisierung wurde 5 min mit einem Pulsprofil
von + 0.5/—0.2 V und Pulsdauern von jeweils 1, 10 und 100 ms
durchgefiihrt. Die Verringerung der Pulsdauer erhoht die
Anzahl an Zyklen wihrend der gesamten 5-miniitigen Im-
mobilisierungszeit von 1500 Zyklen bei 100 ms Pulsdauer auf
15000 bei 10 ms und 150000 bei 1 ms. Die héchste pDNA-
Immobilisierungsausbeute, d.h. der hochste Wert fiir R,
wurde bei einer Pulsdauer von 10 ms beobachtet. Diese Zeit
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Abbildung 2. Einfluss der Potentialpulsdauern auf die Immobilisie-
rungseffizienz. Fir die EIS-Messungen wurden pDNA/MCH-modifizier-
te Elektroden verwendet. Die Immobilisierung erfolgte 5 min mit
einem Pulsprofil von +0.5/—0.2 V und Pulsdauern von 1 (4), 10 (e)
oder 100 ms (). Experimentelle Bedingungen siehe Abbildung 1.

reicht offenbar aus, um die DNA-Stringe vollstindig in
Richtung der Grenzfldche zu ziehen und die Bildung der Au-
S-Bindung zu ermoglichen. Gleichzeitig ist diese Zeit aber
kurz genug, um eine ausreichende Anzahl an Zyklen zu ge-
wihrleisten.

Im Anschluss an die Optimierung haben wir die potenti-
algestiitzte Immobilisierungsmethode mit der im Allgemei-
nen angewendeten Inkubationsmethode verglichen. Bei der
Immobilisierung mithilfe der Inkubationsmethode wird die
Fixierung weiterer pDNA-Strdnge mit zunehmender Menge
immobilisierter pDNA an der Elektrodenoberfldache energe-
tisch ungiinstig, da die gegenseitige elektrostatische Absto-
Bung der DNA-Striange zunimmt. Daher dauert die Inkuba-
tionsmethode je nach gewiinschter DNA-Bedeckung von
mehreren Stunden bis zu einigen Tagen. Die hier vorge-
schlagene potentialgestiitzte Immobilisierungsmethode hat
diese Limitierung nicht und kann damit den Immobilisie-
rungsprozess deutlich beschleunigen, indem eine Pulsmodu-
lation des an der Elektrode angelegten Potentials wihrend
der Immobilisierung einen Riihreffekt hervorruft.

Die Verwendung des Pulsprofils mit Potentialen von
+0.5/—0.2 V (Pulsdauer 10 ms) fiihrt zu einer Oberfldchen-
bedeckung von (6.85=+0.47) x 10> Molekiilecm ™ innerhalb
von 15 min (Abbildung 3), ein Wert, der im optimalen Be-
reich fiir die Anwendung von DNA-Sensoren liegt.""*"
Niedrigere Bedeckungen verringern die Empfindlichkeit der
DNA-Hybridisierungssensoren, und hohere Werte gelten als
nachteilig fiir die Hybridisierung. Eine Abhéngigkeit des
Verhiltnisses von R, der hybridisierten und der pDNA/
MCH-modifizierten Oberfliche von der Pulsimmobilisie-
rungszeit ist in Sektion 4 der Hintergrundinformationen ge-
zeigt.

Mithilfe der Inkubationsmethode konnten nach 15 min
nur ein vernachlidssigbarer Anstieg von R, und somit eine
geringe Immobilisierungsausbeute fiir die pPDNA/MCH-mo-
difizierte Elektrode gegeniiber derjenigen fiir die MCH-mo-
difizierte Elektrode beobachtet werden (Abbildung 3a, A).
Zweistiindige Immobilisierung fiihrte zu einer Bedeckung
von (4.65+0.26) x 10 Molekiilecm > (Abbildung 3a, ) —
47% geringer als bei 15 min Immobilisierung mithilfe der
potentialgestiitzten Methode. Eine Erhohung der Inkubati-
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Abbildung 3. Vergleich der Immobilisierung von pDNA mithilfe der po-
tentialgestiitzten Methode und der Inkubationsmethode. a) Nyquist-
Plots mit reprisentativen R.-Werten fiir eine MCH-modifizierte Elektro-
de (0) und pDNA/MCH-modifizierte Elektroden nach DNA-Inkubation
fiir 15 min (A), 2h (e), 4 h (m) und 8 h (@) und solche nach Immobi-
lisierung unter Nutzung des +0.5/—0.2-V-Pulsprofils (Pulsdauer

10 ms) fuir 15 min (@). Experimentelle Bedingungen siehe Abbildung 1.
b) Vergleich der pDNA-Immobilisierungsgeschwindigkeit unter Nut-
zung der Inkubationsmethode (@) und des +0.5/—0.2-V-Pulsprofils
(Pulsdauer 10 ms; @).

onszeit verlangsamt die pDNA-Immobilisierung wegen der
elektrostatischen Abstoung zwischen den pDNA-Striangen
erheblich (Abbildung 3b). pDNA-Immobilisierung per In-
kubation benotigt daher mindestens 4-8 h, um eine ver-
gleichbare Bedeckung wie bei der potentialgestiitzten Im-
mobilisierung innerhalb von 15 min zu erreichen (Abbil-
dung 3). Potentialgestiitzte pDNA-Immobilisierung verrin-
gert damit die Zeit fiir das Erreichen einer optimalen DNA-
Oberflichenbedeckung um etwa einen Faktor 30. Dariiber
hinaus zeigen wir, dass mit der vorgeschlagenen Methode
auch viel dichtere pDNA-Bedeckungen realisiert werden
konnen, wie Abbildung 3 zu entnehmen ist. Dichte DNA-
Bedeckungen konnen fiir Anwendungen wie die Untersu-
chungen von Proteinen fiir die DNA-Reparatur sehr vorteil-
haft sein.?!!

Die potentialgestiitzte pDNA-Immobilisierung fithrt zu
einer sehr gut reproduzierbaren Immobilisierung, mit der
Moglichkeit, durch die Anzahl der Potentialpulse die ge-
wiinschte pPDNA-Bedeckung zu steuern. Der R.,-Wert nach
der pDNA-Immobilisierung, der in Bezug zur Oberfldchen-
bedeckung steht, wurde mit einer Standardabweichung < 5 %
bestimmt (SI, Sektion 5).

Wir glauben, dass das Verstindnis des Verhaltens von
pDNA an einer elektrifizierten Elektrode eine grundlegende
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Voraussetzung fiir eine reproduzierbare und schnelle pDNA-
Immobilisierungsstrategie ist. Offenbar fithren die sich wih-
rend der Immobilisierung dndernden Eigenschaften der
elektrifizierten Grenzfliche zu Effekten, die bei der Immo-
bilisierung beriicksichtigt werden miissen. Beispielweise ist
die Anderung des pzc in Gegenwart von immobilisierter
DNA sehr wichtig fiir die Auswahl der geeigneten Pulspo-
tentiale. Auch ist wegen der kurzen Debey-Lénge bei hohen
Ionenstidrken die Anziehung oder Abstoung des Polyelek-
trolyten DNA selbst durch das elektrische Feld vor der
elektrifizierten Grenzfliche sehr unwahrscheinlich. Wir
schlussfolgern daher, dass Ionenbewegung und der dadurch
hervorgerufene Riihreffekt in der elektrischen Doppelschicht
der Grund fiir die beschleunigte Immobilisierung sind. Die
vorgeschlagene potentialgestiitzte Immobilisierungsstrategie
unter Verwendung von rational gewihlten Pulspotentialen
kann sich zu einer neuen Standardmethode fiir die pDNA-
Immobilisierung entwickeln, um sehr gut reproduzierbare
DNA-modifizierte Oberflichen mit kontrollierter Bedeckung
in kurzer Zeit herstellen zu konnen. Dieses ist eine Voraus-
setzung fiir die Entwicklung von hochempfindlichen und re-
produzierbaren DNA-Hybridisierungsassays mit elektroche-
mischen Ausleseverfahren.
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