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Abklirzungen

ACV Wechselstromvoltammetrie

AdSV Adsorptive Stripping Voltammetrie
AE Arbeitselektrode
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LTCC low temperature co-fired ceramic- Elektrode
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PQQ Pyrrol-quinolin-quinon
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RI Redoxindikator

RNA Ribonukleinsédure

mRNA messangerRNA

tRNA transferRNA

SAM selbstanordnende Monoschichten
SCE gesittigte Calomelelektrode

SWV Square Wave Voltammetrie

TNA Threosenukleinsdure

TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan - Puffer
[OAY ultraviolettes Licht
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1. Einleitung

Seit Beginn der 80er Jahre gewinnt die DNA-Analytik, bedingt durch die Fortschritte
in der Molekularbiologie, der Biotechnologie, der medizinischen Diagnostik und
Therapie zunehmend an Bedeutung.

Auf Grund der Ereignisse des 11. Septembers 2001 wurde diese Entwicklung durch
die Angst vor Terroranschligen mit biologischen Waffen, wie z. B. Anthrax und
Butox, zusitzlich beschleunigt.

Eine Moglichkeit effizientere und preiswertere Analyseverfahren fiir dieses Auf-
gabenfeld zu entwickeln, besteht unter anderem im Einsatz heizbarer Elektroden.
Diese Entwicklung in der DNA-Detektion zeichnet sich durch eine Reihe von
Vorteilen, die die elektrochemische Detektion mit geheizten Elektroden gegeniiber
den optischen Verfahren besitzt, aus. Typisch fiir diese heizbaren elektrochemischen
Messsysteme ist ein geringer Gerdteaufwand. So kann z. B. auf den beim Nuklein-
sdure-Blotting eingesetzten Hybridisierungsofen verzichtet werden.

In den folgenden beiden Teilabschnitten soll deshalb die bisherige Entwicklung in
der Genanalyse und der Thermoelektrochemie dargestellt werden. Auf die theore-
tischen Grundlagen der Biosensoren und Nukleinsduren wird in Kapitel 3 genauer

eingegangen.
1.1 Entwicklung der DNA-Analyse

Eine Methode zur Bestimmung von Krankheitserregern besteht darin ihre DNA zu
untersuchen und mit anderen Erregern zu vergleichen. Dazu ist allerdings eine Mar-
kierung der DNA notwendig.

Die élteste Technik zur Markierung von Nukleinsduren ist der seit den 50er Jahren
eingesetzte Einbau von radioaktivem Phosphor. Das nutzten unter anderem Hershey
und Chase bereits 1952 zum Nachweis von DNA als Tréiger der genetischen Infor-
mation in Viren'. Dazu wurden E. coli - Bakterien mit einem mit radioaktiven
Schwetfel und Phosphor markierten T2-Phagen, einem fiir Bakterien typischen Virus,
infiziert und die viralen Proteine von der Oberfldche der Bakterien entfernt. Nach der
Vermehrung und Lyse der Bakterienkultur konnten nur noch mit Phosphor markierte
Phagen gefunden werden. Das war der endgiiltige Beweis fiir die Rolle der DNA als

infektioses Reagenz und als Trager der genetischen Information in Viren.



11 Jahre spiter gelang Burgi und Hershey die Auftrennung von >’P-markierten
Phagen-DNA-Fragmenten mittels Glukose-Dichte-Gradientenzentrifugation®. Durch
diese Arbeit wurden die Grundlagen zur Bestimmung von Organismen mittels DNA-
Fragmenten gelegt.

Durch die Einfiihrung der Auftrennung mittels Gelelektrophorese konnte die Dichte-
gradientenzentrugation umgangen werden. Die Kombination mit Restriktions-
enzymen, die die DNA an definierten Stellen schneiden, erméglicht eine genaue
Bestimmung der Art eines Organismus.

Beim Nachweis mittels radioaktiver Markierung muss die Probe durch eine mehrere
Stunden bis Tage dauernde Lagerung des Gels unter einem Rontgenfilm auf diesem
abgebildet werden. Obwohl die Arbeit mit radioaktiven Isotopen durch die einzu-
haltenden Sicherheitsmassnahmen relativ unhandlich ist, ist diese Markierungs-
technik immer noch weit verbreitet™*>. Die Ursache dafiir besteht darin, dass durch
die **P-Markierung mit einem sehr geringen technischen Aufwand eine sehr hohe
Empfindlichkeit erreicht wird.

Mitte der 60er Jahre entwickelten LePecq und Paoletti den Fluoreszenznachweis von
Nukleinsduren mittels interkallierender, das heiflt sich in die DNA einlagernden,
Fluoreszenzfarbstoffen’. Dieses Verfahren begann sich in den 70er Jahren auf Grund
seiner schnellen Auswertbarkeit im Labor durchzusetzen und hat sich bis heute als
Standardmethode bei der Detektion von Nukleinséurefragmenten etabliert”®.

Mitte der 70er Jahre wurden die Markierungstechniken durch die Einfithrung des
Southern-Blots ergédnzt. Dabei werden DNA-Fragmente, die zuvor in einem Gel
aufgetrennt wurden, auf Nylon-Membranen transferiert’. AnschlieBend werden durch
die Hybridisierung mit markierten Sonden, dass heiflt Nukleinséuren, die an eine be-
stimmte Sequenz binden, diese Fragmente nachweisbar. Die Markierung der Sonde
kann sowohl radioaktiv als auch optisch, dass hei3t durch einen kovalent gebundenen
Farbstoff, erfolgen. Durch die zeitgleich eingefiihrte Darstellung bestimmter Oligo-
nukleotidsequenzen mittels Merrifield-Synthese war damit erstmals eine teilweise
Bestimmung der DNA-Sequenz moglich.

In den 80er Jahren wurde in den USA von Mullis die Polymerase-Kettenreaktion
oder PCR entwickelt und im Labor etabliert'™'". Durch diese Methode wurde die
Vervielfiltigung der DNA und dadurch die Nutzung kleinster Mengen genetischen
Materials, dass heifit ein Nachweis ab etwa 100 Molekiilen, moglich. Der Einsatz

von bestimmten kurzkettigen Nukleinsduren, der fiir den Start der Reaktion



notwendigen primer, ermoglicht auBerdem die selektive Vervielfdltigung bestimmter
Gensequenzen. Von dieser Amplifikationstechnik wurden in den letzten Jahren
verschiedene Varianten entwickelt. So wurden zur Steigerung der Genauigkeit die
Polymerase aus Thermus aquaticus mit einem flir das aktive Zentrum spezifischen
Antikorper'? oder Adaptamer'>'* kombiniert. Dadurch wird das Enzym erst nach
dem ersten Reaktionsschritt der PCR aktiv. Weitere Modifikationen zur Optimierung
der PCR entstanden durch den Einsatz von Polymerasen aus anderen Organismen'>'®
oder gentechnisch veriinderten Polymerasen'’.

Zu Beginn der 90er Jahre entwickelten Higuchi et al. die PCR, durch die Kombi-
nation mit den von LePecq und Paoletti entwickelten Nachweisverfahren, zur real
time PCR weiter'®. Dadurch konnte die Analysezeit fiir Genanalysen sehr stark
verkiirzt werden. In den letzten Jahren wurde die PCR-Technik durch verschiedene
Arbeitsgruppen gerdtetechnisch modifiziert. So wurde beispielsweise von Ahram
Biosystems Inc. ein Patent fiir den Einsatz der Thermokonvektion bei der PCR ange-
meldet'’. Ebenfalls beschrieben wurden der Einsatz einer ultra fast real time PCR*,
die die bendtigte Analysenzeit auf wenige Minuten reduziert.

In den 90er Jahren entwickelte sich die DNA-Analyse mittels Microarray”'. Die
Detektion erfolgt dabei nach der Hybridisierung, dass heiit der Doppelstrangbildung,
der nachzuweisenden DNA mit der Sonde. Die zu bestimmende Nukleinsdure wird
vorher mit entsprechenden Markierungs-Kits direkt oder durch den Einsatz von mar-
kierten Oligonukleotiden, sogenannten Reporterstrangen, indirekt markiert. Die Mar-
kierung erfolgt in der Regel mit optischen Markern, wie Fluorescein oder Texas Red.
Aufgrund der Konstruktion der Arrays wird eine hohe Informationsdichte erhalten,
die die Auswertung zusétzlich beschleunigt.

Im Gegensatz dazu erfolgt bei der 1977 von Sanger et al. vorgestellten automa-
tisierten DNA-Sequenzierung die Bestimmung der DNA-Sequenz durch den Ab-
bruch der Synthese des DNA-Stranges™.

Die bisher genannten Techniken haben sich als Standardmethoden in der Genanalyse
etabliert. Nachteilig sind bei allen Methoden der hohe gerdtetechnische Aufwand und
eine damit verbundene spezielle Ausbildung der zur Bedienung notwendigen
Fachkrifte.

Eine Alternative fiir die Nukleinsdureanalyse stellt die seit Ende der 50er Jahre von

Palecek et al. entwickelte elektrochemische Detektion dar.



Urspriinglich erfolgte die elektrochemische Detektion der DNA durch die Reduktion
der Guanin- und Adeninreste der Nukleinsdure an der hingenden Quecksilber-
tropfenelektrode (HMDE)>**. Diese direkte Detektion von Nukleinsduren an
Quecksilberelektroden wird seit dem von Palecek et al. und anderen Arbeitsgruppen
angewandt. So setzten Palecek und seine Mitarbeiter in den letzten 5 Jahrzehnten
neben der urspriinglich zur Detektion von Nukleinsduren verwendeten oszillogra-
phischen Polarographie®, auch die adsorptive Stripping Voltammetrie®, die
Differenz Puls Polarographie®® und die zyklische Voltammetrie’” ein. In den 70er
Jahren untersuchten Valenta und Niirnberg das Verhalten von Polynukleotiden an
HMDE und tropfenden Quecksilberelektroden (DME)*. Allerdings besitzen die
dafiir eingesetzten Quecksilberelektroden einige Nachteile. So ist das als Elek-
trodenmaterial verwendete Quecksilber toxisch. Deshalb ist die Suche nach
Alternativen zu diesem Material sinnvoll.

Aus diesen Griinden setzte Brabec bereits 1979 Graphitelektroden zur voltamme-

trischen DNA-Detektion ein®

. Mit diesem Elektrodenmaterial gelang ihm eine
bessere Auftrennung der Oxidationspeaks des Guanins und Adenins. 1981 wiesen
Hinnen et al. sowohl denaturierte als auch native DNA an HMDE und
Goldelektroden mittels zyklischer Voltammetrie und Kapazititsmessungen nach®.
Seit den 90er Jahren wurde der Einsatz von Elektroden auf der Basis von Kohlenstoff
fir die Analysemethode mit unmarkierter DNA von anderen Arbeitsgruppen
verstdrkt untersucht. So zeigten Brett et al. 1994 an einer Glasskohleelektrode, dass
die Oxidation der beiden Purin-Basen irreversibel ist’'. Cai et al. detektierten 1996
Plasmid-DNA an Kohlepasteelektroden®?. Dabei wurden Unterschiede zwischen den
potentiometrischen Stripping Analysen (PSA) der nativen, linearen und denaturierten
DNA erkennbar. So betrug die Nachweisgrenze der linearen DNA 15 ng/ml.

1999 nutzten Wang und Mitarbeiter eine Bleistiftelektrode zur Detektion von RNA
und DNA*. Die Arbeitsgruppe Rivas setzte 2006 mit Kohlenstoff-Nanotubes/Chito-
san modifizierte Glaskohleelektroden bei Versuchen mit Doppelstrang- und Einzel-
strang-DNA ein®*. Dabei konnte bereits durch die Immobilisierung des Chitosans mit
Glutaraldehyd eine sehr starke Erhohung des Signals erreicht werden. Durch die
Zugabe der Nanotubes zu dem Chitosan konnte die Empfindlichkeit fast verdoppelt
werden.

Neben den bisher genannten Elektrodentypen wurden auch andere Feststoffelek-

troden untersucht. So gelang es 1999 Fan et al. durch den Einsatz einer Silberelek-



trode das Oxidationspotential des Adenosinpeaks-Peaks auf etwa 0,15 V vs. SCE zu
senken® . Bei den Graphitelektroden lag dieses Potential bei fast 1 V. 2006 unter-
suchten Hason und Vetterl verschiedene Amalgamelektroden®®. Dabei erwies sich
die Wechselstromvoltammetrie mit einer Platinamalgamelektrode als giinstigste
Methode fiir diese Anwendung.

Die bisher beschriebenen elektrochemischen Techniken beziehen sich allerdings nur
auf die Detektion von Nukleinsduren ohne Beriicksichtigung der Sequenz.

Fir die Detektion von Mutationen mit unmarkierten Nukleinsduren sind einige
Zwischenschritte notwendig.

Aus diesem Grund nutzten Wang et al. bereits 2001 und Palecek et al. 2002 mag-
netische Nanopartikel zur Isolierung der nachzuweisenden Gensequenz’’. Dabei wird
die zu bestimmende Gensequenz vor der Nachweisreaktion an DNA-modifizierte
Nanobeads gebunden. AnschlieBend erfolgt die Aufreinigung der zu bestimmenden
DNA durch die magnetische Abtrennung der Partikel von der Probenlosung. Nach
einer darauf folgenden Dehybridisierung, d. h. Aufschmelzen der Sonden-Target-
Doppelstrange, erfolgt die jetzt spezifische Bestimmung der nachzuweisenden
Nukleinsduresequenz an der Kohleelektrode. Dadurch gelang erstmals die selektive
DNA-Bestimmung durch direkte Oxidation der Nukleinséure.

Eine andere Methode besteht darin, Reparaturenzyme einzusetzen. Diese Proteine
binden an den Fehlpaarungen. In einen weiteren Schritt werden sie abgelost und
separat elektrochemisch bestimmt. So verwendeten Masarik et al. 2007 das MutS-
Protein in Kombination mit Nanopartikeln zur Detektion von DNA-Fehlpaarungen®.
Bei diesen bisher genannten elektrochemischen Nachweisverfahren mit unmarkierten
Proben wird, mit Ausnahme der von Masarik angewendeten Methode, die nachzu-
weisende Nukleinsdure zerstort.

Durch die Einfithrung chemisch modifizierter DNA in den letzten 2 Jahrzehnten er-
gab sich eine weitere Moglichkeit der Nukleinsdureanalyse.

Grundlage dafiir ist ein an der Elektrode immobilisierbares, meist thiolmodifiziertes,
Oligonukleotid. Die als Sonde bezeichnete Nukleinsdure dient als spezifische Er-
kennungssequenz fiir die nachzuweisende DNA-Sequenz, das Target. Die eigentliche
Nachweisreaktion erfolgt erst nach der Bildung des Sonden-Target-Doppelstranges.
Dafiir kann z. B. die Einlagerung von Interkallatoren in den Nukleinséurestrang

genutzt werden.



So detektierten Millian und Mikkelsen bereits 1993 doppelstringige Oligonukleotide
mit tris(2,2 -Bipyridyl)Kobalt(IIl)- und tris(1,10-Phenanthrolin)Kobalt(III)-Komple-
xen an Glasskohleelektroden®®. Auf der Basis dieser Arbeit entwickelten Erdem et al.
1999 einen Hepatitis B-Sensor™. Dadurch gelang erstmals die elektrochemische
Bestimmung pathogener viraler DNA.

Wiéhrend der letzten Jahre wurden auch andere organische Schwermetallkomplexe
eingesetzt. So nutzt die Arbeitsgruppe um Barton seit 2000 Rhenium- und Rhodium-

41,42

Komplexe als Interkallatoren™". Li et al. demonstrierten 2007, dass ein Einsatz von

Ruthenium-Porphyrin ebenfalls mdglich ist”. Rodriguez et al. setzten 2005
Molybdenocen-Derivate ein**.

Einen anderen Mechanismus der Markierung der DNA mit Schwermetallkomplexen,
nutzten Steel et al. 1998. In dieser Studie wurden die DNA-Oberfldchenbelegung der
Elektrode und die Hybridisierungseffizienz durch die Bindung von Ruthenium-
hexammin(IIT) an dem negativ geladenen Riickgrat der Nukleinsiure bestimmt*.
Neben den Metallkomplexen kamen aber auch verschiedene organische interkallier-
ende Substanzen zum Einsatz. So untersuchten Barton et al. 1997 das elektro-
chemische Verhalten des Malariamittels Methylenblau an einer DNA-modifizierten
Goldelektrode und nutzten dieses 2 Jahre spéter auch zum Nachweis von Basen-
fehlpaarungen®®. 2002 nutzten Meric et al. dieses Arzneimittel zur Bestimmung
pathogener Viren*’. Wong et al. beschrieben 2004 mit Anthraquinon-2-sulfon- und
Anthraquinon-2,6-disulfonsiure zwei weitere zuverlissige Redoxinterkallatoren®®.
Ein anderer von Barton et al. und Chu et al. untersuchter Indikator ist Dauno-
mycin*®*. Durch den Einsatz der hier genannten Interkallatoren ist ein selektiver
Nachweis der Doppelstrang-Nukleinsduren moglich. Die dafiir verwendeten Substan-
zen werden zum Teil in der Medizin oder chemischen Industrie eingesetzt und sind
dadurch leicht verfiigbar. Allerdings ist die Position in dem Duplex nicht genau
festgelegt, wodurch auch falsch negative Analyseergebnisse moglich sind.

Eine ebenfalls weit verbreitete Markierungstechnik ist die chemische Modifizierung
der nachzuweisenden Nukleinsduren oder ihrer komplementéren Sequenzen.

Dabei kann die DNA mit Hilfe von Nanopartikeln nachgewiesen werden. So setzten
bereits 1996 Mirkin et al. Goldnanopartikel (AuNP) zur optischen Detektion von
Oligonukleotiden ein’. Bei diesem Nachweis nutzten sie die Aggregation der DNA-
modifizierten Nanopartikel mit dem Target. 2001 beschrieben Wang et al. die
Detektion des Krebsgens BRAC1 mit AuNPs und nukleinsduremodifizierten



magnetischen Nanopartikeln’'. Der Nachweis erfolgte mittels potentiometrischer
Stripping Analyse (PSA) des Au(Ill)-Ions nach Losen der Goldpartikel. Im selben
Jahr setzte diese Arbeitsgruppe die Messtechnik bei der Nukleinsduredetektion
mittels  silberbeschichteter AuNPs ein’>. Bei der Detektion bewirkte die
Silberbeschichtung der NPs eine Verstarkung des Messsignals. 2006 verbesserten
Rochelet-Dequair et al. die von Wang et al. fir den BRACI-Test eingesetzte
Methode™. Durch den Einsatz eines Abscheidungsschritts von Gold auf den AuNPs
vor deren Auflosung gelang es die Nachweisgrenze von etwa 1 fM auf 0,6 fM zu
senken.

Neben Gold wurden bei dieser Technik noch andere Materialien eingesetzt. So
nutzten Cai und Mitarbeiter 2002 Silbernanopartikel zur Nukleinsiuredetektion®*.
2004 erreichten Zhu et al. durch den Einsatz von Bleisulfid-Nanopartikeln eine
Detektionsgrenze von 300 fM eines 24-Basen Oligonukleotids®. Der Nachweis der
DNA geschah hier, wie bei den anderen Tests mit NP. Die Bestimmung der jeweils
eingesetzten Metalle beziehungsweise Sulfide erfolgte mittels Stripping Volt-
ammetrie nach Losen der Markierung. Die Nukleinsdure wird dabei leider zerstort.
Zu Beginn der 80er Jahre begannen Palecek et al. mit der Entwicklung der DNA-
Markierung mit bestimmten Osmiumtetroxid-Amin-Komplexen®. Die Besonderheit
dieser Markierung besteht darin, dass z. B. der Osmiumtetroxid-Bipyridin-Komplex,
nur mit den Thymidin- und Cytosinresten der einzelstrangigen Nukleinsduren eine
kovalente Bindung eingeht’’. Dieser Komplex zeichnet sich durch eine sehr hohe
elektrochemische Aktivitdt aus. Aus diesem Grund wurde in unserer Arbeitsgruppe
diese Methode genauer untersucht, verbessert und patentiert®.

Seit Mitte der 90er Jahre werden auch andere kovalent gebundene Markierungs-
substanzen genutzt. Takenaka et al. setzten Ferrocen bereits 1994 als elektro-
chemischen Marker ein’”®. 2003 erreichten Heeger et al. mit einer Ferrocen-
markierten Sonde eine Nachweisgrenze von 10 pM®'. Bei dieser Studie wurde eine
teilweise mit sich selbst hybridisierte Sonde eingesetzt. Die Sonde verliert durch die
Hybridisierung mit dem komplementidren Target ihr Ferrocensignal. Seit Beginn
dieses Jahrzehnts nutzt die Firma FRIZ BioChem GmbH in Deutschland einen
Verdrangungsassay auf der Basis ferrocen-markierter Oligonukleotide um Muta-
tionen nachzuweisen®.

Neben den Schwermetallkomplexen werden auch rein organische Substanzen

kovalent an Nukleinsduren gebunden. So nutzten 1999 Hartwich et al. Pyrrol-



quinolin-quinon (PQQ) als Markierungssubstanz fiir Nukleinsduren®. 2006
beschrieben Heeger und Mitarbeiter einen Verdrangungsassay bei dem ein Methylen-
blau-markierter Reporterstrang, dass heifit eine markierte Hilfssequenz, teilweise von
der Sonde verdringt wurde®. 2007 verwendeten Panke et al. das Prinzip der Strang-
verdringung ebenfalls®, indem sie eine mit Methylenblau markierte Sonde
einsetzten.

Neben diesen niedermolekularen Redoxindikatoren werden fiir die Nukleinsdure-
markierung auch Enzyme genutzt. So wiesen Heller et al. bereits 1999 10° einfache
mit Meerrettichperoxidase (HRP) markierte Oligonukleotide an einer Mikroelektrode
nach®. Ein Jahr spiter detektierten Brossier et al. mit HRP und Diaminobenzen die
DNA des menschlichen Cytomegalovirus®’. Dieser Virus ist ein Herpesvirus, der bei
Transplantationspatienten zur OrganabstoBung oder sogar zum Tod fithren kann®.
Die Detektionsgrenze dieses Testsystems lag bei 0,6 aM.

2002 setzten Wang et al. die alkalische Phosphatase zur Detektion des Krebsgens
BRCA1 ein®. Im selben Jahr erginzte diese Arbeitsgruppe das Detektionssytem
durch den zusitzlichen Einsatz einer B-Galaktosidase”’. Durch den Einsatz der
Chronopotentiometrie wurde die simultane Bestimmung der beiden Reaktionspro-
dukte von der alkalischen Phosphatase (o-Naphthol) und B-Galaktosidase (Phenol)
an einer Elektrode moglich.

Die zur Markierung eingesetzten Enzyme ermoglichen eine sehr geringe Nachweis-
grenze. Allerdings kann die Signalh6he durch die Temperaturabhingigkeit des
Enzyms negativ beeinflusst werden. Es ist also darauf zu achten, dass fiir die Enzym-
markierung moglichst Enzyme mit einem breiten Temperaturspektrum eingesetzt

werden.

1.2 Entwicklung der heizbaren Elektroden

Bereits 1884 formulierte Van't Hoff seine Reaktionsisochore, die besagt, dass
zwischen der Temperatur, der Geschwindigkeitskonstanten und dem Gleichgewicht
einer chemischen Reaktion ein direkter Zusammenhang besteht’".

Diese Temperaturabhingigkeit der Reaktionsparameter fithrt bei der elektro-
chemischen Untersuchung von Temperatureinfliissen zu Problemen. So dndert sich
in Abhéngigkeit von der Temperatur nicht nur das elektrochemische Verhalten der

Arbeitselektrode, sondern auch das der Gegen- und vor allem der Referenzelektrode.



Hinzu kommt, dass viele Referenzelektroden, wie zum Bespiel Kalomelelektroden,
nur fiir bestimmte Temperaturbereiche einsetzbar sind.

Die Losung dieses Problems besteht darin, die Referenzelektrode im Gegensatz zur
Arbeitselektrode bei einer konstanten Temperatur einzusetzen. Dazu gibt es zwei

Moglichkeiten:

1 Die Arbeitselektrode wird in einer Halbzelle, dass heif3t rdumlich von der
Referenzelektrode getrennt, eingesetzt. Die Halbzelle wird durch einen
Elektrolytschliissel, der ein Diaphragma enthalten kann, mit der zweiten
verbunden. Die darin befindliche Referenzelektrode vervollstindigt die
Messanordnung. AnschlieBend wird nur der Elektrolyt in dem sich die

Arbeitselektrode befindet temperiert.

2 Arbeits- und Referenzelektroden werden rdumlich nicht getrennt. Dafiir wird

die Arbeitselektrode selbst separat geheizt.

Bei der Arbeit mit biologischem Material, wie Enzymen, Nukleinsduren und Zellen,
besteht bei 1 die Gefahr, dass die Temperaturdnderung zu langsam erfolgt und die
Probe unnétig gestresst wird.

Durch direkte oder indirekte Heizung der Arbeitselektrode bei 2 besteht dieses
Problem nicht.

Das Heizen kann durch energiereiches Licht72, Indukti0n73’74, Mikrowellen75’76’77,

Infrarotstrahlung” oder Wechselstrom’ 808182

geschehen. Die direkte Heizung
beschreibt das Heizen der Analytlosung durch den Elektrodenkorper selbst. Woge-
gen bei der indirekten Technik die Wiarmequelle durch eine diinne Schicht aus
Keramik oder einem anderen Material von der Elektrode getrennt ist.

Die ersten Versuche mit direkt geheizten Elektroden wurden von Barker und Gardner
1975 mit einer mittels Laserimpulsen bestrahlten Quecksilber-Elektrode durch-
gefiihrt’?. Diese Technik wurde von anderen Arbeitsgruppen ebenfalls eingesetzt. So
wurden die elektrochemische Doppelschicht, die Adsorptionserscheinungen als auch
die Kinetik an Elektrodenoberflachen untersucht. Die Quecksilberelektroden wurden
in den folgenden Jahren durch verschiedene Feststoffelektroden ersetzt.

Zu Beginn der 80er Jahre entwickelten Gabrielli et al. eine weitere Methode der

direkten Heizung’’. Dabei wird ein Draht, in diesem Fall ein 100 uM dicker



Platindraht, mit einem 250 kHz Wechselstrom beheizt. Fiir diese Studie wurden nur
Temperaturunterschiede bis 6 °C genutzt.

Diese zur Ermittlung von kinetischen Daten eingesetzte Technik wurde in den 90er
Jahren von Griindler et al. wieder aufgegriffen und weiterentwickelt®®*!>5
Allerdings werden von Griindler und Mitarbeitern 50 uM Platin- bzw. 25 uM dicke
Golddrihte eingesetzt, die mit einem 100 kHz Wechselstrom beheizt werden™*,
Diese Drahtelektroden wurden unter anderem bereits zur Detektion von an-
organischen Analyten®, wie Sauerstoff*” und verschiedenen Schwermetallen®*®*’
verwendet.

VoB et al. entwickelten Mitte der 90er Jahre in Rostock eine weitere direkt heizbare
Elektrode. Moglich wurde diese Entwicklung durch die Kombination der low
temperature co-fired ceramics (LTCC)-Technologie, bei der Keramikschichten
durch Sintern miteinander verbunden werden, und der Siebdrucktechnik®®. Die heiz-
baren Elektroden ermoéglichten Griindler, Kirbs und Vo3 die Ausarbeitung und
Etablierung einer neuen Messtechnik, der Temperatur-Puls-Voltammetrie (TPV)**°.
Diese neue Technik ist dadurch gekennzeichnet, dass ein treppenférmiges Elek-
trodenpotential am Ende jeder Stufe von einem Heizspannungsimpuls tiberlagert
wird. Das Messsignal wird dabei aus der Differenz der Strome kurz vor Beginn und
vor Ende des Impulses bestimmt. Dabei werden die Strome bei der Grundtemperatur,
dass heiflt nach Abkiihlen der Fliissigkeit, und nach Erreichen der Hochsttemperatur
gemessen. Das gestattet Messungen bei extrem hohen Temperaturen, die weit ober-
halb des Siedepunktes liegen konnen.

Neben den genannten Edelmetallen wurden auch andere Materialien fiir diese Heiz-
methode untersucht.

So nutzten Sun et al. direkt heizbare zylinderformige Kohleelektroden®. Seit 2000
setzten Wang et al. direkt heizbare Kohlepastenelektroden (HCPE) zur Detektion von

9293 und entwickelte dadurch diesen bisher weit verbreiteten

Nukleinsduren ein
Elektrodentyp weiter.

1998 untersuchten Compton, Coles und Marken das elektrochemische Verhalten von
Kaliumhexacyanoferrat(Il) und Kaliumhexacyanoferrat(IIl) unter Mikrowellenstrah-
lung. Dabei nutzten sie die durch die Strahlung verursachte Erwdrmung der Losung
vor einer Platinmikroelektrode”. 2 Jahre spiter setzten sie dieselbe Heiztechnik bei
der Bestimmung von Cd?" mittels zyklischer Voltammetrie ein’®. Wihrend dieser

Versuchsreihe erreichten sie Temperaturen von iiber 200 °C. 2006 setzten Forster et
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al. eine 25 pum Platinelektrode als Detektor bei einer Kapillarelektrophorese von
Zitronensdure, Methanol und (Ferrocenylmethyl)-trimethylammoniumiodid ein’’.
Durch die Mikrowellenheizung der Elektrode konnte hier eine selektive Steigerung
des Zitronenséduresignals erhalten werden.

Seit 2000 nutzen Compton et al. auch die durch Radiofrequenzen induzierte
Erwirmung der Elektrodenoberfliche”. So untersuchte diese Arbeitsgruppe die Ein-
satzmoglichkeit einer 40 pm dicken Platinfolie mit dieser Heizmethode im wéssrigen
System mit Kaliumhexacyanoferrat(Ill) und Rutheniumhexammin(Ill). Im darauf
folgenden Jahr setzten Coles et al. ebenfalls eine 40 pm Pt-Folie fiir elektro-
chemische Studien mit Ferrocen und anderen redoxaktiven Substanzen in Acetonitril
ein’®.

Eine indirekt heizbare Goldfolienelektrode wurde bereits 1976 von Harima und
Aoyagui beschrieben und zur Untersuchung des Temperatureinflusses auf das
Redoxsystem Kaliumhexacyanoferrat(III)/Kaliumhexacyanoferrat(Il) eingesetzt™.
1992 zeigten Olivier et al. bei ihren Versuchen zur thermoelektrochemischen
Impedanzbestimmung, dass der Einsatz von Infrarotlicht fiir die Temperierung von
Elektroden ebenfalls mdglich ist’”®. Ein Jahr spiter stellten Sarac et al. eine indirekt
geheizte zylindrische Elektrode” vor. Die Heizung erfolgte bei diesem Modell durch
eine im Zylinder eingebaute Heizspirale.

Die so genannte low temperature co-fired ceramics (LTCC)-Technologie ermoglicht
ebenfalls die Konstruktion von indirekt geheizten Elektroden. Allerdings sind diese
planar und nicht zylindrisch. Elektroden dieser Bauweise wurden in den letzten
Jahren von Lau et al.”*’ eingesetzt. Wobei auch der Einsatz dieses Typs bei der
Konstruktion von Biosensoren untersucht wurde’. Durch das gezielte Heizen der
Elektrodenoberflaiche konnte die Selektivitdt dieser Enzymelektroden gegeniiber

ungeheizten Elektroden deutlich verbessert werden.
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2. Aufgabe

Wie aus Kapitel 1.1 zu entnehmen ist, entwickelten sich seit Beginn der 50er Jahre
eine Vielzahl verschiedener Nachweismethoden von Nukleinsduren. Anfang der 60er
wurde erkennbar, dass die Bestimmung von Organismen durch Nukleinsdure-
analysen durchfiihrbar ist. Die seitdem entwickelten Methoden besitzen allerdings
einige Nachteile. So sind die Blottingmethoden sehr zeit- und zum Teil geréteauf-
wendig. Die elektrochemischen Verfahren sind weniger zeitaufwendig, allerdings
wird die DNA bei einigen Verfahren zerstort. Aufgrund des Verhaltens der DNA in
Abhingigkeit von der Temperatur (s. Kapitel 3.2.2) ist die Genauigkeit der Analyse
auch temperaturabhingig. So besteht bei allen genannten Analysemethoden die
Gefahr von falsch negativen bzw. falsch positiven Befunden, wenn die Temperatur
wihrend der Analyse zu niedrig gewéhlt wurde. Hinzu kommt, dass die Tem-
perierung wéhrend der Analyse einen relativ hohen Gerdteaufwand erfordert, z.B.
Wasserbad oder Hybridisierungsofen.

Mitte der 70er Jahre wurde die Thermoelektrochemie entwickelt und teilweise in die
Analytik eingefiihrt. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass eine lokale Tempera-
turerhohung an der Elektrode eine Vergroerung des Messsignals zur Folge hat. Das
ist darauf zuriickzufithren, dass sich Transportvorginge und Reaktionsge-
schwindigkeit an der Elektrodenoberfliche erhohen. Im Verlauf der Entwicklung in
den letzten 3 Jahrzehnten wurden verschiedene Elektrodentypen und Heiztechniken
entwickelt (s. Kapitel 1.2). Von diesen Elektroden wurden bisher in Rostock die
direkt heizbare Draht- und die indirekt heizbare LTCC-Elektrode erfolgreich bei der
Detektion von Sauerstoff, Schwermetallen und niedermolekularen organischen
Substanzen eingesetzt. In Zusammenarbeit mit Wang et al. entstand 2000 eine direkt
heizbare Kohlepasteelektrode fiir die direkte DNA-Analyse. Dabei konnten bei
geringen Temperaturdnderungen starke Signalerhhungen beobachtet werden. Diese
Beobachtung und die Dehybridisierung von doppelstrangigen Nukleinsduren bei
Erreichen des Schmelzpunktes, einer sequenzspezifischen Temperatur (s. Kapitel
3.2.2), fithrten zu der Frage ob die Entwicklung regenerierbarer DNA-Sensoren
moglich ist.

Inhalt der vorliegenden Arbeit ist deshalb die Untersuchung heizbarer Elektroden-
typen und ihrer Einsatzmoglichkeiten in der DNA-Analytik mit redoxaktiv

markierten DNA-Fragmenten.
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Der Schwerpunkt dieser Studie lag dabei im Vergleich des Einflusses von
Temperatur, Konvektion, Hybridisierungszeit, Regenerierbarkeit und DNA-Ober-
flichenbelegung von geheizten und ungeheizten Sensoren.

Um eine moglichst stabile Elektrodenmodifizierung zu erhalten, wurden auch die
Bindungs- und Stabilitdtseigenschaften verschiedener Sonden und Immobilisierungs-
methoden untersucht.

Die daraus gewonnenen Erkenntnisse dienen als Grundlage fiir die Konstruktion und

weitere Entwicklung von elektrochemischen DNA-Analyse-Chips.

3. Allgemeine Grundlagen

3.1 Aufbau und Funktion eines Biosensors

Als Sensor wird im Allgemeinen ein Bauelement oder eine Gruppe dieser
bezeichnet, die zur Charakterisierung des physikalischen oder chemischen Zustands
threr Umwelt eingesetzt werden konnen.
Fiir die chemischen Sensor wurde von der [IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry) 1991 folgende Definition festgelegt:
»Ein chemischer Sensor ist eine Anordnung, die chemische Informationen in ein
analytisch nutzbares Signal umwandelt. Die erwédhnten chemischen Informationen
konnen von einer chemischen Reaktion der Probe oder von einer physikalischen
Eigenschaft des untersuchten Systems herriihren*®’.
Nach Griindler sollen chemische Sensoren folgende Bedingungen erfiillen'*:

- chemische Informationen in elektrische Signale umwandeln

- schnelle Ansprechzeiten besitzen

- lange Lebensdauer besitzen

- geringe Grofle und Miniaturisierbarkeit besitzen

- spezifisch sein, das heillt auf einen oder eine Gruppe von Analyten

reagieren

- geringe Herstellungskosten besitzen
Beispiele dafiir sind Glukose- und Sauerstoffsensoren. Glukosesensoren werden in
der Medizin zur Bestimmung des Blutzuckerspiegels eingesetzt. Das kann z. B. als

Eigenkontrolle des Patienten erfolgen. In den 90 Jahren wurden diese Sensoren so
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101’102, wodurch die auch mit

stark verkleinert, dass eine Implantation moglich ist
miniaturisierten Insulinpumpen kombiniert werden konnen.

Die auch als Lampda-Sonde bekannten Sauerstoff-Sensoren werden in der Auto-
mobiltechnik zur Abgaskontrolle und Motorsteuerung eingesetzt. Dabei wird der
Messwert nicht aus einem fliissigen sondern aus einem gasformigen Medium
ermittelt. Da die Messung bei extrem hohen Temperaturen erfolgt wird bei der
Lambda-Sonde ein Feststoffelektrolyt (Zirkoniumoxid) eingesetzt'”. Im Gegensatz
dazu dient bei Glukosesensoren beispielsweise das Blut des Patienten als Elektrolyt.

Sensoren bestehen aus einem Erkennungs-, einem Ubermittlungs- und einem Signal-

umwandlungselement (Abb.:3.1).

e )
- . - ' # \_
.t .T I
- | |
Analysen- Erkennungs- Transduktor Signalausgabe
I6sung schicht

Abb. 3.1: Schematische Darstellung eines Biosensors

Eine besondere Gruppe stellen die Mitte des letzten Jahrhunderts entstandenen
Biosensoren dar. Diese Sensoren setzen ein biologisch oder biochemisch aktives
Erkennungselement ein. Bei diesem Element kann es sich um Mikroben, Zellen,
Enzyme, Antikorper oder Nukleinsduren handeln. Der bekannteste Biosensor ist der
bereits erwéhnte Glukosesensor.

Das erhaltene Signal kann hierbei sowohl auf optischem, mechanischem als auch
elektronischem Weg tibermittelt werden, je nach dem ob es sich z. B. um einen
einfachen Teststreifen, einen piezoelektrischen Sensor oder um eine Enzymelektrode
handelt. Von diesen Sensoren sind fiir diese Arbeit allerdings nur die
elektrochemischen interessant. Das Signal wird bei den Sensoren durch die
elektrochemische Umsetzung eines Produktes, Kofaktors oder Redoxindikators
erhalten.

Die ersten elektrochemischen Biosensoren wurden zu Beginn der 70er Jahre durch
Kombination einer mit Mikroben oder Enzymen modifizierten Membran und einer

sauerstoffsensitiven Clark-Elektrode hergestellt'®. Wenige Jahre spiter gelang
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Yarapolov et al. die Detektion von Wasserstoffperoxid mit Meerrettichperoxidase-

modifizierten Kohleelektroden'®

106,107,108,109

. In den folgenden Jahren wurden diese Sensoren
weiterentwickelt . Dabei wurden zur Immobilisierung des biologischen
Erkennungselementes neben adsorptiven Bindungsmethoden auch kovalente
Bindungen mittels Linker, wie z. B. Diglycylether, eingesetzt. Seit Beginn der 90er
Jahre wird auch die Bindung durch Bildung so genannter selbstorganisierender
Monoschichten (SAM) genutzt''°.

In dieser Arbeit wird ein elektrochemischer DNA-Sensor eingesetzt. Die Grundlage
dieses Sensors bildet, wie bei den derzeit in der medizinischen Analytik eingesetzten

optischen DNA-Chips, die Hybridisierung markierter Nukleinsduren.

3.2 Die Nukleinsduren

3.2.1. Aufbau und Funktion

Nukleinsduren sind hochmolekulare, lineare, unverzweigte Molekiile. Sie dienen in
der Natur zur Speicherung und Ubersetzung genetischer Informationen. Somit bilden
sie die Grundlage fiir alle biochemischen Prozesse und das duflere Erscheinungsbild
eines Organismus.

Neben der als Informationsspeicher im Zellkern dienenden Desoxyribonukleinsdure
(DNA) gibt es noch eine weitere natiirliche Nukleinsédure, die ebenfalls in den Zellen
vorkommende Ribonukleinsdure (RNA). Entsprechend der Aufgabe der RNA unter-
scheidet man zwischen messangerRNA oder mRNA und transferRNA oder tRNA.
Die mRNA transportiert die genetische Information zu den Ribosomen, dem Ort der
Proteinsynthese. Dort wird der genetische Code der mRNA mit Hilfe der tRNA's in
eine Aminosduresequenz, also ein Protein, iibersetzt.

In den letzten 20 Jahren gelang durch den Austausch der Desoxyribose und der
Ribose gegen andere zyklische Substanzen die Synthese von verschiedenen Nuklein-
sdurederivaten. Zu diesen Nukleinsduren gehoren die Cyclohexenyl- (CeNA), die
Threose- (TNA) und die looked Nukleinsdure (LNA). Eine Besonderheit bei den
Nukleinsdurederivaten stellt die Peptidnukleinsdure (PNA) dar. Bei dieser wurde der
gesamte hydrophile Teil gegen ein Aminoethylglycin-Polymer ausgetauscht. Dieses
Polymer kann auch mit anderen Aminosiuren modifiziert sein'".

Diese unnatiirlichen Nukleinsduren werden in der medizinischen und molekularbio-

logischen Forschung eingesetzt. Sie sollen hier allerdings nur der Vollstindigkeit
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halber erwidhnt werden''?""3""4115 43 auf diese im folgendem nicht weiter ein-
gegangen wird.

Wie in Abb. 3.2 zu erkennen ist, besitzt ein Nukleinséureeinzelstrang einen hydro-
philen, das polymere Ester-Riickgrat, und einen hydrophoben, die Basen enthal-

tenden, Teil.

4 L A

L /@ oH,

Hydrophiler
Phosphorsdure-
polyester

y ; Hydrophobe
Nukleobasen

Abb. 3.2: Schematischer Aufbau von Nukleinsduren

Der hydrophile Teil besteht bei den natiirlichen Nukleinsduren aus Ribose- (RNA)
oder Desoxyribose-Molekiilen (DNA), die durch Phosphorsédureesterbriicken iiber
den Sauerstoff in der 3°- und 5’-Position miteinander verbunden sind. Bei den in der
DNA enthaltenen Basen handelt es sich um Adenin, Thymin, Cytosin und Guanin. In
der RNA wird Tymin durch Uracil ersetzt. In den tRNA-Molekiilen kénnen
zusédtzlich noch andere Basen, wie Hypoxanthin, enthalten sein. Diese Basen bilden
durch Verkniipfung mit den Zuckern in 1'-Stellung die Nukleoside. Die Nukleoside
der Purin-Basen erhalten die Endung osin wéhrend die der Pyrimidin-Basen auf

idin enden. Durch eine Veresterung der Hydroxy-Gruppe in der 5°-Stellung des

Zuckers mit Phosphorsédure entstehen die Nukleotide (Abb.3.2).
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Nukleobasen Nukleoside und ihre Analoga
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Abb. 3.3: Bestandteile der Nukleinsduren

Jeweils 3 Basen der DNA bilden eine Kodierungseinheit, ein sogenanntes Codon.
Ein Codon kodiert eine fiir diese Basenkombination typische Aminoséure, ein Start-
oder Endsignal.

Die Reihenfolge der Nukleotide wird als Primér-, der Doppelstrang als Sekundér-
und die rdumliche Struktur als Tertidrstruktur bezeichnet. Die Tertidrstruktur entsteht
unter anderem durch die Bildung intramolekularer Doppelstringe.

Die DNA liegt in den Zellen als intermolekularer Doppelstrang vor, wéhrend die
RNA nur einzelstrangig vorkommt. Die tRNA kann intramolekulare Doppelstrange
und Schleifenstrukturen, sogenannte /oops, bilden. Die native DNA besitzt nur einen
sehr geringen Anteil von diesen /oop-Strukturen. Diese Strukturen dienen als Trans-

kriptions-Endsignal.

3.2.2 Hybridisierung und Dehybridisierung

Als Hybridisierung bezeichnet man die Zusammenlagerung von zwei einzel-
strangigen Nukleinsduremolekiilen zu einem Doppelstrang oder Duplex. Grundlage
fiir diesen Vorgang ist die Ausbildung von Wasserstoff-Briickenbindungen zwischen
den Basen beider Nukleinsduren. Dabei sind nur Basenpaarbildungen zwischen den

Basen Thymin und Adenin bzw. Guanin und Cytosin méglich. Diese Basen-
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kombination ermdéglicht die Ausbildung von exakt definierten Wasserstoftbriicken-
bindungen. Nukleinsdurestringe, die die Bedingungen fiir die Ausbildung der voll-
staindigen Anzahl von Wasserstoffbriickenbindungen pro Basenpaar erfiillen, werden
als komplementér zueinander bezeichnet.

Die Stabilitdit des Nukleinsduredoppelstrangs wird durch die Anwesenheit von
Kationen, wie zum Beispiel Natrium-lonen oder Kalium-Ionen, verstirkt. Diese
Ionen kompensieren die negative Ladung des Nukleinsdureriickgrates und erhdhen
dadurch den Einfluss der H-Briickenbindungen zwischen den Basen der beiden
Teilstréinge] 16

Im Gegensatz dazu konnen einige Schwermetall-Ionen, beispielsweise Kupfer, Eisen
und Chrom die Ausbildung der Duplexstrukturen erschweren oder sogar unterbinden.
Die Ursache dafiir besteht darin, dass diese Ionen sich zwischen den Einzelstrangen

117,118

einlagern . Unter alkalischen Bedingungen ist sogar eine Zerstorung der

Nukleinsiuren durch Schwermetalle nicht auszuschlieBen'"*'?°.

Die Ausbildung von Doppelstrangen ist unabhingig von der Art der beiden
Einzelstringe. Neben den DNA/DNA- und RNA/RNA-Duplexen sind auch Nuklein-
sdureduplexe aus gemischten Nukleinsduren bekannt. So treten bei der Vermehrung
einiger RNA-Viren oder bei der Transkription von Genom-DNA RNA/DNA-
Doppelstrange auf. In den letzten Jahren wurden in der molekularbiologischen und
medizinischen Forschung auch Duplexe aus natiirlichen und in der Natur nicht
vorkommenden Nukleinsduren eingesetzt und untersucht'?"'?*'*. Dabei sind
insbesondere die Hybriden aus DNA und PNA zu erwihnen, da bei diesen eine sehr
hohe Selektivitit gegeniiber Einzelbasenfehlpaarungen beobachtet werden kann'**.
Eine Ursache fiir diesen Effekt besteht darin, dass durch das ungeladene Riickgrat
der PNA keine abstoBenden elektrostatischen Krifte zwischen den beiden
Nukleinsduremolekiilen ausgebildet werden konnen. Das fithrt dazu, dass diese
Duplexe durch die zwischen den Basen herrschenden Wechselwirkungen stirker
stabilisiert werden. Aufgrund dessen ist der Effekt einer Basenfehlpaarung deutlicher
ausgeprigt als bet DNA/DNA-Doppelstrangen.

Das Gegenteil der Hybridisierung ist die Dehybridisierung oder das Schmelzen der
DNA. Darunter versteht man die Trennung eines doppelstrangigen DNA-Molekiils in

zwei Einzelstringe (Abb.3.4).
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Abb. 3.4.: Darstellung von Hybridisierung und Dehybridisierung

Bei diesem Vorgang werden die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basen-
paaren des Doppelstranges gelost. Das geschieht in stark alkalischen wéssrigen
Losungen oder bei Erwédrmen der DNA-Losung iiber die Schmelztemperatur des
Doppelstranges. Dieser Vorgang tritt natiirlich auch bei anderen doppelstringigen
Nukleinsduren auf. Der Schmelzpunkt der Nukleinséure ist abhingig vom Gehalt an
Guanin und Cytosin. Dieses Basenpaar besitzt mit 3 Wasserstoffbriickenbindungen
die maximale Anzahl dieser moglichen Bindungen. Das bedeutet, dass zur Trennung
dieses Paares mehr Energie notwendig ist als bei einem Adenin/Thymin-Basenpaar.
In Gleichung 3.1 sind die Zusammenhénge zwischen Ionenstirke, Nukleinsdure-

struktur und Schmelzpunkt fiir natiirliche Nukleinsduren mathematisch beschrieben.

[va']

T =81.5°C+16.6°C-1g£Wj+41°cG+C !

-500°C— Gl. 3.1
L

mo

Dabei ist Ty, der Schmelzpunkt in °C, (G+C) der Gehalt an Guanin und Cytosin und
L die Lange des Molekiils als Anzahl der Nukleotide. Die lonenstirke wird durch
[Na'], der Konzentration der Natriumionen, représentiert.

Wihrend der Hybridisierung der DNA ist auch die Kombination von anderen
Basenpaaren, z. B. Adenin und Cytosin, moglich. Diese Basen-Fehlpaarungen, oder

mismatches, werden als nichtkomplementir zueinander bezeichnet. Diese Fehl-
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paarungen haben eine Absenkung des Schmelzpunktes zur Folge, wobei dieser
Effekt von den Nachbarbasen und der Lage des entsprechenden Basenpaares
ebenfalls beeinflusst wird. Die derzeit gidngige Methode zur Bestimmung des
Schmelzpunktes ist die Messung der Extinktionsdnderung mittels UV-Vis-
Spektroskopie bei 260 nm. Bei dieser Wellenldnge sind die Absorptionseigen-

schaften fiir die Basen der Einzelstrang-Nukleinsduren am stidrksten ausgepragt.

3.2.3 Aufbau der Sonde und Immobilisierung

Als Erkennungselement fiir DNA oder RNA an Biosensoren dient eine sogenannte
Sonde (englisch: probe). Die Sonde besteht aus 2 Teilen, der Nukleinsidure-Sequenz,
vorzugsweise DNA oder PNA, und einem Linker an dem sich eine Kopplungsgruppe
befindet. In der hier vorliegenden Arbeit besteht diese Gruppe aus einem organischen
Rest mit mindestens einer reduzierten Dithiolgruppe. Bei der Detektion von geblotte-
ten Nukleinsduren wird die Kopplungsgruppe durch einen Farbstoff, z. B.
Fluorescein, ersetzt. Der schematische Aufbau der hier verwendeten Sonde ist in

Abb. 3.5 dargestellt.

Linker

HD—\_\S_S[_/—O/

J Monothiol- (FS-Sonde)
Jo. \é/ ;
F ~ ssDNA O‘FI-’O'M
S OH

Zweifach-Disulfid- (FSS-Sonde)

HO
0.l .~
ﬂ O n 0 OH
s} O\'L/O\.\
Linker mit d I
L

Kopplungsgruppe s
Dreifach-Disulfid- (FS56-Sonde)

Abb. 3.5: Schematischer Aufbau der Sonde und ihre Linker

In dieser Arbeit wurden die Sonden mit Hilfe von Thiol-Linkern kovalent an einer
Goldoberfliche gebunden. Die Fahigkeit von Thiolgruppen zur kovalenten Bindung
an Gold wurde in den letzten 2 Jahrzehnten verstirkt zur Darstellung von so

genannten selbst organisierenden Monoschichten (SAM) bei der Herstellung von
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Sensoren genutzt und untersucht® 123126 pie Bildung von SAM’s ist aber nicht nur
auf die Reaktion von Thiolen mit Gold beschrinkt. So ist auch der Einsatz anderer
funktioneller Gruppen bei verschiedenen Metallen mdglich'?”'**. Dadurch ist der
Einsatz solcher SAM’s sehr vielfdltig, so konnen diese Monoschichten unter

anderem auch zum Korrosionsschutz'?’

oder zur Oberflichenbehandlung von
Implantaten eingesetzt werden. Durch den Einsatz in der Medizin kénnen z. B. bei
kiinstlichen Gelenken unerwiinschte immunologische Abwehrreaktion von vorn-
herein ausgeschlossen werden, wenn die SAM die entsprechenden Blutgruppen-
faktoren enthilt.

Allerdings besteht bei solchen komplexen biologisch aktiven Molekiilen die Gefahr,
dass diese unspezifische Wechselwirkungen mit dem Trégermaterial eingehen.

So beobachteten Hartwich et al."* bereits 1999 und Petrovykh et al."*' 2006, dass ein
Teil ihrer immobilisierten DNA-Sonden auf der Goldelektrodenfldche auflagen, bzw.
tertidre Strukturen bildeten. Dadurch standen diese nicht mehr fiir die Hybridisierung
zur Verfiigung. Um die Sonden in eine fiir die Hybridisierung optimale Lage zu
bringen und unerwiinschte Reaktionen von freien redoxaktiven Molekiilen mit der
Elektrodenoberflache zu unterdriicken, wird eine Nachbelegung durchgefiihrt. Dabei
werden unspezifisch an der Elektrodenoberfliche gebunden Substanzen von Thio-
alkanen oder Thioalkoholen verdrangt. Gleichzeitig werden auf der Elektrode
teilweise aufliegende Sondenmolekiile aufgerichtet.

Eine weitere Methode zur Darstellung von Sonden-SAM’s besteht darin, die
Nukleinsduren nicht direkt an der Goldoberfliche zu binden, sondern iiber eine ein
Streptavidin-Molekiil enthaltende SAM zu immobilisieren. Streptavidin ist ein
Protein, das mehrere Bindungsstellen fiir Biotin besitzt. Dadurch ist eine selektive
Bindung von Biotin-modifizierten Molekiilen, wie z. B. Nukleinsduren, an der
Oberflache moglich.

Neben der SAM-Bildung gibt es allerdings noch weitere Immobilisierungsmethoden
fir Nukleinsduren auf Glas, Keramik, Zellulose und verschiedene Kunststoffe. Dabei
werden die schon in der Biotechnologie bewdhrten Methoden wie Bromcyan-,

Diglycylether- und Azidkopplung eingesetzt.
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3.3 Reaktion der Redoxmarkierung

In Kapitel 1.1 wurden bereits verschiedene Methoden zur DNA-Analytik vorgestellt.
In diesem Abschnitt soll auf den Mechanismus der in der Elektroanalytik einge-

setzten Markierungen genauer eingegangen werden (Abb. 3.6).

Abb. 3.6: Nachweisreaktion am Target mit Redoxindikator

In den 80er Jahren wurden erste Versuche zur elektrochemischen Detektion von mit
Schwermetall-Phenanthrolin-Komplexen®, markierter DNA  durchgefiihrt. Im

Verlauf der folgenden Jahre wurden auch andere Metallkomplexe, z. B. Metallo-

132, 44 133,134,135

cene und redoxaktive organische Verbindungen erfolgreich eingesetzt.
Eine Sonderstellung der redoxaktiven Markierungen nehmen Enzyme, hauptséchlich
Oxidoreduktasen, ein, da bei diesem Markierungstyp nicht die Markierung sondern
das von ihr gebildete Produkt an der Elektrodenoberflidche elektrochemisch detektiert
wird.

Aufgrund der ablaufenden Reaktion des Redoxindikators X kann man 2 Reak-
tionstypen unterscheiden.

Zum einen gibt es die Redoxindikatoren, die nach Ablauf der Reaktion in ihren Aus-

gangszustand zuriickkehren konnen. Fiir diese Indikatoren gilt

Xox +e —=——= Xred Gl. 3.2

Zu diesem Typ gehoren Metallkomplexe, wie Nickelocen, Ferrocen und Os-Bipy-

ridin-Thymidin-Komplex, aber auch verschiedene organische Intercallatoren wie
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Methylenblau und Daunomycin. Solche Marker werden auch als reversible Redox-
indikatoren bezeichnet.
Zum anderen gibt es aber auch Indikatoren die keine Riickreaktion durchlaufen

konnen. Fiir diese irreversiblen Redoxindikatoren gilt:

X, te =X, Gl. 3.3
Oder
X, Xo, te Gl 34

Die Tatsache, ob bestimmte Indikatoren reversibel oder irreversibel reagieren, kann
von verschiedenen Faktoren abhdngen. So ist z. B. bei Dabcyl die Riickreaktion
durch eine irreversible Folgereaktion mit hoher Geschwindigkeit so stark unter-
driickt, dass diese nicht moglich ist. Diese Reaktion verlduft pseudo-irreversibel.
Generell gilt allerdings, dass irreversible Indikatoren geringe Stromausbeuten und
damit kleine Signale liefern, wihrend reversible Indikatoren hohe Stromausbeuten
und dadurch grof3e Signale liefern. Die Ursache dafiir liegt darin, dass die reversiblen
Redoxindikatoren in Abhdngigkeit von dem angelegten Potential eine Riickreaktion
eingehen konnen und damit diese Ladung wieder dem System zur Verfiigung stellen

konnen.

3.4 Vorteile und Nachteile von Gold als Elektrodenmaterial

Gold besitzt fiir die Verwendung als Elektrodenmaterial einige besonders gute
chemische und mechanische Eigenschaften. Als Edelmetall ist es gegen Sduren und
Laugen, wenn man von dem so genannten Konigswasser absieht, nicht reaktiv. Des
Weiteren oxidiert Gold, im Gegensatz zu den meisten Metallen nicht an der Luft und
ist aufgrund seiner Reaktionstragheit gegeniiber anderen Stoffen nicht giftig. Hinzu
kommt, dass dieses Metall sich wegen seiner geringen Hérte auch bei Raum-
temperatur gut verarbeiten 14sst.

Ebenfalls typisch fiir Goldelektroden ist ein grofles Potentialfenster fiir die elektro-
chemische Detektion. Dieses Fenster reicht bei unmodifizierten Elektroden von der
Wasserstoffentwicklung bei etwa -1V bis zur Sauerstoffentwicklung bei ca. +1V vs.

Ag/AgCl bei pH 7.
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In der Analytik wird in den letzten Jahren vermehrt die Reaktivitit des Goldes
gegeniiber Thiolen zur Bildung von definierten Oberflachen, sogenannten selbst-
organisierende Monoschichten oder SAM (engl.: self assembly monolayers), genutzt.
Dieses Verfahren ermoglicht auch die Kopplung biochemischer Erkennungselemente
an der Elektrodenoberfliche'**!’.

Als Nachteil bei diesen Elektroden muss allerdings der relativ hohe Preis des Goldes

angesehen werden.

3.5 Messverfahren

In Abschnitt 1 wurden die bisherigen Entwicklungen sowohl in der Thermo-
elektrochemie als auch in der elektrochemischen Detektion von Nukleinséduren
beschrieben. In dieser Arbeit sollen kovalent gebundenen Redoxindikatoren und
Thermoelektrochemie miteinander kombiniert werden. Die hierzu angewendeten

Messverfahren sollen in den folgenden Abschnitten genauer beschrieben werden.

3.5.1 Polarographische Methoden - Messungen mit Quecksilberelektroden

Die polarographischen Methoden wurden nur fiir die von Dr. Flechsig durch-
gefiihrten Versuche mit Dabcyl genutzt. Da seine Ergebnisse in diese Arbeit ein-

flieBen, werden die verwendeten Techniken kurz vorgestellt.

3.5.1.1 Tast-Polarographie

Bei dieser Technik handelt es sich um eine Gleichstrompolarographie an einer
tropfenden Quecksilberelektrode (DME).

Die Messung des Stroms erfolgt dabei jeweils etwa 16ms lang kurz vor dem Abfallen
des Tropfens. Durch dieses sich wihrend der gesamten Messung wiederholende
Messintervall konnen kapazitive Strome unterdriickt und Storungen, die der Abfall
des Tropfens verursacht, eliminiert werden'*®.

Ein weiterer Vorteil der verwendeten tropfenden Quecksilberelektrode besteht darin,
dass die Elektrodenoberfldche vor jedem Messpunkt regeneriert wird. Dadurch wird
eine Blockierung der elektrochemisch aktiven Fliache durch noch vorhandene

Reaktionsprodukte vermieden.
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3.5.1.2 Differenz Puls Polarographie

Die Messung erfolgt mit dieser bereits in den 60er Jahren von Osteryoung et al.
eingefiihrten Messmethode'*® analog zu der zuvor beschriebenen Technik. Allerdings
wird die Potentialrampe hier von einer modifizierten Treppenfunktion iiberlagert.
Diese Treppenfunktion ist dadurch gekennzeichnet, dass am Ende jeder Stufe ein
kurzer etwa 50 ms langer Spannungsimpuls erfolgt. Die Stufe selbst ist um das 10-
100fache ldanger. Die Zeit zwischen den Messungen, die in unserem Fall der Ent-
stehungszeit des Tropfens entspricht, wird so gewdhlt, dass jeweils ein Messpunkt
kurz vor dem Ende und einer vor dem Anfang des Pulses liegt. Die Oberfldche wird

ebenfalls zwischen jeden Messpunkt regeneriert.

3.5.2 Messungen mit Goldelektroden

3.5.2.1 Cyclische Voltammetrie

Die zyklische Voltammetrie wurde zur Reinigung der Elektroden und zur Be-
stimmung des Redoxpotentials von Rutheniumhexammin verwendet.

Die Potential-Zeit-Funktion ist in Abb. 3.7 dargestellt.

erste Umkehr-_|
potential

Potential

Start- und zweites
Umkehrpotential
I

Zeit
Abb. 3.7: Potential-Zeit-Funktion der CV

Dabei wird zwischen dem Start- und dem ersten Umkehrpunkt als auch dem ersten
und dem zweiten Umkehrpunkt jeweils eine Potentialrampe angelegt. Die Potentiale

am ersten und am zweiten Umkehrpunkt sind gleich.

25



Das Peakpotential kann nach Vanysek'* durch folgende Gleichung berechnet

werden:

1, =269cn" 4Dy G35

wobei v die Scanrate in V/sec, A die aktive Oberfliche in cm? D der
Diffusionskoeffizient in cm?sec, n die Ladung des Ions und ¢ die Konzentration des

Analyten in mol/l ist.

3.5.2.2 Wechselstromvoltammetrie (ACYV)

Die Wechselstromvoltammetrie oder ACV erwies sich in der vorliegenden Arbeit als
ein sehr gutes Verfahren zur Detektion von Nukleinsduren, die mit reversiblen und
irreversiblen Redoxindikatoren markiert waren. Die Methode ist zwar zeitauf-
wendiger als die Square Wave Voltammetrie, allerdings ist sie besser geeignet fiir

Messungen mit geringeren Stromausbeuten wihrend der Detektion.

2

Potential E
~

\ 4

Zeit t

Abb. 3.8: Potential-Zeit-Funktion der ACV (nach Vanysek)

Wiéhrend des Messvorgangs wird bei der ACV eine lineare Spannungs-Zeit-Rampe
mit einer sinusformigen Wechselspannung tiberlagert und der dabei flieBende

Wechselstromanteil aufgezeichnet. Die Amplitude dieser Wechselspannung betragt
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5 20 mV, die Frequenz liegt im Bereich von 10 bis 1000 Hz. Der sinusférmige
Charakter der angelegten Spannung ermdoglicht eine Trennung von faradayschen und
kapazitiven Strom durch eine Verschiebung der Phase.

Der Peakstrom Ip bei den voltammetrischen Methoden kann mit der von Underkofler
und Shain bereits 1965'*" fiir eine Quecksilber-Elektrode aufgestellten Gleichung

berechnet werden,

I, =n*F* dcJaD 2L Gl. 3.6
4RT

wobei n die Anzahl der ausgetauschten Elektronen, F die Faraday-Konstante, 4 die
Elektrodenoberfldche, ¢ die Konzentration des Analyten, o die Kreisfrequenz, D der
Diffusionskoeffizient, AE die Amplitude, R die allgemeine Gaskonstante und T die
Temperatur ist.

Wie aus der Gleichung zu erkennen ist, wird der Peakstrom am stérksten durch die

Anzahl der ausgetauschten Elektronen beeinflusst.

3.5.2.3 Square Wave Voltammetrie (SWYV)

Eine weitere voltammetrische Messmethode ist die Ende der 50er Jahre von Barker

eingefiihrte Square Wave Voltammetrie (SWV)'*%.

Potential E

Zeit t
Abb. 3.9: Potential-Zeit-Funktion der SWV mit Messpunkten (nach Vanysek)
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Diese Methode unterscheidet sich von der ACV dadurch, dass die lineare Potential-
Zeit-Rampe nicht von einer Sinus-Funktion sondern von einer rechteckformigen
Wellenfunktion tiberlagert wird. Ein weiterer Unterschied zu der in 3.5.2.2 beschrie-
benen Methode besteht in der Lage der beiden Messpunkte auf dieser Potential-Zeit-
Funktion(s. Abb. 3.8). So kann das Messsignal nicht durch eine Phasenverschiebung
variiert werden. Der zu bestimmende Strom wird bei dieser Messmethode durch die
Stromdifferenz zwischen dem Messpunkten vor und wihrend des Potentialimpulses
bestimmt.

Im Verhiltnis zu der ACV ist fiir die Methode eine deutlich kiirzere Messzeit
notwendig. Allerdings ist die Empfindlichkeit deutlich geringer als bei der ACV.
Aufgrund dieser Eigenschaft ist die SWV fiir irreversibel reagierende und Redox-

indikatoren mit geringerer Stromausbeute weniger geeignet.

3.5.2.4 Open-Circuit-Chronopotentiometrie und

Temperaturkalibrierung der heizbaren Elektroden

Bei der Chronopotentiometrie wird der Potentialverlauf in Bezug auf eine Referenz-
elektrode nach Anlegen eines Konstantstromes an der Arbeitselektrode in einer nicht

geriihrten Messzelle gemessen.

A

Strom |

v

Zeit t

Abb. 3.10: Stromstirke-Zeit-Funktion der Chronopotentiometrie
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Bei der vorliegenden Arbeit wurde die von Griindler et al. eingesetzte Methode zur

Kalibrierung der Temperatur genutzt'*

. Dabei wird die Open-Circuit-Chrono-
potentiometrie, ein Spezialfall der Chronopotentiometrie, verwendet. Diese frither
auch als Null-Strom-Chronopotentiometrie bezeichnete Messtechnik ist dadurch
gekennzeichnet, dass die Messung bei I 0 A, also gedffneten Stromkreis,
durchgefiihrt wird.

Grundlage fiir die Temperaturbestimmung bildet die Nernst'sche Gleichung

E=E, +2L 1 1O Gl 3.7
nF  [Red]

Wobei E das Redoxpotential des verwendetenden Redoxpaares, Ey das Standard-
redoxpotential flir die ablaufende Redoxreaktion, R die allgemeine Gaskonstante, n
die Anzahl der ausgetauschten Ladungen, F die Faraday-Konstante und T die
Temperatur ist. Da das Verhdltnis der Reaktionspartner dquimolar ist, ist das
Standardredoxpotential temperaturabhéngig.

Die freie Reaktionsenthalpie ARG einer elektrochemischen Zelle ist durch die

folgende Gleichung definiert.

A,G =—nFAE Gl 3.8

Wie aus den Gleichungen 3.7 und 3.8 entnommen werden kann, sind diese Elektro-
denpotentiale, die der freien Reaktionsenthalpie entsprechen, stets temperatur-
abhéngig.

Eine weitere thermodynamische Grofle, die zur Beschreibung von elektrochemischen
Vorgidngen benutzt werden kann, ist die Reaktionsentropie AgrS. Diese

Reaktionsgrofle kann wie folgt definiert werden:

(BARG
oT

) =—A,S Gl.3.9
P

Unter Beriicksichtigung der Gleichung 3.8 ergibt sich aus Gleichung 3.9 folgender

Zusammenhang:
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(a—EJ _ A8 GL.3.10
oT ), nF

Aus Gleichung 3.70 ist zu erkennen, dass fiir die Ermittlung der Reaktionsentropie
die Temperaturabhéngigkeit des Potentials eines Redoxpaares genutzt werden kann.

Da die Temperatur auf die partielle molare Reaktionsentropie nur einen sehr
geringen Einfluss besitzt, ist es moglich die Anderung der Gleichgewichtszell-

spannung E, in kleinen linearen Bereichen néherungsweise abzuschitzen. Dadurch
ergibt sich aus Gleichung 3.10 folgender Zusammenhang:
AEeq Eeq(TZ)_Eeq(T;):ARS

- Gl.3.11
AT T,-T, nF

In der Regel ist diese Nédherung ausreichend, allerdings kann fiir eine genauere

Betrachtung von AE folgende Reihe entwickelt werden:

2
_dE, . 1 dE

AE=% AT+ L ~AT? +-- Gl.3.12
dr 2 dr

Dabei stellt der Term 1. Ordnung den elektrochemischen Transport oder Entropie-

transport dar:

(d—Ej _A5 GlL3.13
dl ), nF

Dieser meist als § bezeichnete Temperaturkoeffizient des Potentials liegt im Bereich

von * 2,4%1/ und kann wie folgt definiert werden:

/g:(d_Ej _AS Gl.3.14
dr ), nF
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2
an der Anderung des Potentials ist in

Der Anteil des Temperaturkoeffizienten 7

der Regel so gering, dass die Reihenentwicklung in 3.12 bereits an der ersten Stelle
abgebrochen werden kann.

Die hier gezeigten Zusammenhinge fiihren fiir die Berechnung der Temperatur an

geheizten Elektroden zu folgender Gleichung:

AT =AE-f3 Gl 3.15

Fiir die durchgefiihrten Temperaturkalibrierungen wurden Kaliumhexacyanoferrat(Il)
und Kaliumhexacyanoferrat(Ill) in einem dquimolaren Verhéltnis mit einer Gesamt-
konzentration von 50 mM verwendet. Bei fritheren Arbeiten von Griindler et al.
wurde fiir dieses System ein Temperaturkoeffizient 8 von -1,56 mV/K berechnet®
144195 Messungen mit diesem Redoxsystem von anderen Arbeitsgruppen mit
verschiedenen Methoden bestitigen diesen Wert”.

Durch schrittweise Erhohung eines Wechselstromes an einer direkt geheizten
Drahtelektrode bzw. einer Heizspannung an den indirekt geheizten LTCC-Elektroden
wird eine durch den jeweiligen Heizstrom definierte Temperatur erreicht. Wie aus

Gleichung 3.10 erkennbar ist, hat eine Temperaturinderung eine Anderung des an

der Elektrode anliegenden Potentials zur Folge.

3.5.2.5 Adsorptive Stripping Voltammetrie (AdSV)

Diese bei den Vorversuchen mit Dabcyl von Dr. Flechsig eingesetzte Methode ist
eine der empfindlichsten Methoden zur voltammetrische Bestimmung eines Ana-
lyten. Da die Daten in dieser Arbeit genutzt werden, wird sie hier erldutert.

Diese Methode zeichnet sich durch eine iiber mehrere Minuten bei einem definierten
Potential dauernde Adsorptionsphase des Analyten an der Elektrodenoberflache aus.
Deshalb ist diese Technik nur mit stationdren Elektroden, wie z. B. Feststoff-,
Quecksilberfilm- oder hingende Quecksilbertropfenelektroden (HMDE), durch-
fiihrbar. Die verwendeten Feststoffelektroden konnen auch wéhrend der Adsorptions-
phase rotieren. Durch den der eigentlichen Messung vorausgehenden Anreicherungs-
schritt kann die Nachweisgrenze bis in einen Bereich von 10 Upis 102 M gesteigert

werden.
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Im nichsten Schritt wird durch Anderung des Potentials die entstandene Schicht des

Analyten elektrochemisch entfernt, wodurch das Signal erhalten wird.

3.5.2.6 Chronocoulometrie und Bestimmung der

Oberflichenbeladung

Die Bestimmung der Oberflichenbelegung mit der DNA-Sonde erfolgte durch die in
den 60er Jahren eingefiihrte Chronocoulometrie'*®. Bei dieser Methode wird die
Anderung der Ladung nach einem Potentialsprung in Abhiingigkeit von der Zeit

gemessen.

A

Potential E

\ 4

Zeit t

Abb. 3.11: Potential-Zeit-Funktion wihrend der Chronocoulometrie

Da die Ladung Q das Integral des Stromes I {iber die Zeit t ist, erhélt man durch Inte-
gration der Cottrell-Gleichung

I:nFAcm/& Gl 3.16
/4

tiber die Zeit t die Anson-Gleichung, welche die Grundlage dieser Methode darstellt.
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Q=2nFAcm/2 Gl. 3.17
V3

Wobei n als die Anzahl der getauschten Ladungen, F als Faraday-Konstante, 4 die
Elektrodenoberfliche, ¢y die Konzentration des Analyten, Dy der Diffusionsko-
effizient und t als Zeit definiert werden.

Aufgrund der Ausbildung einer Adsorptions- und kapazitiven Doppelschicht sowie
der Diffusion des Analyten in der Losung gilt:

Quotat  Qai + Qads + Quisr Gl. 3.18

wobei Qa1 die Gesamtladung, Qg die Ladung der Doppelschicht auf der Elektrode,
Quds durch die Elektrolyse des adsorbierten Redoxindikators und Qgir durch die
Elektrolyse des gelosten Redoxindikators entsteht. Qg ist vom Aufbau dieser Doppel-
schicht abhidngig und wird in der Literatur auch als kapazitive Ladung bezeichnet.

Da die Elektrolyse des adsorbierten Analyten an der Oberfldche erfolgt, gilt:

0., =nFAT, Gl. 3.19

Wobei I', der Oberflichenbelegung entspricht.
Unter Berticksichtigung der Gleichungen 3.18 und 3.19 ergibt sich fiir die Ladung Q:

0=20F4D, 0. -] -0, Gl. 3.20
T

Durch Umstellen der Gleichung 3.20 kann die Ladung des adsorbierten Redox-

indikators bzw. Analyten wie folgt bestimmt werden

nFAT, =0 - 2nFA\/D, -[O]M\/Z -0, Gl. 3.21
T

Die Bestimmung der adsorbierten Ladung erfolgt in mehreren Schritten. Im ersten
Schritt werden die Messungen mit und ohne Redoxindikator durchgefiihrt. Durch

Auftragen der gemessenen Ladung gegen die Quadratwurzel der Zeit werden diese
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Messkurven linearisiert. Aus den dadurch entstandenen Graphen kann fiir die
Messung ohne Indikator die kapazitive Ladung bestimmt werden. Die Messwerte mit
Redoxindikator hingegen liefern die Gesamtladung an der Elektrodenoberflache. Da

dabei der Zeitpunkt des Potentialsprungs als 0 definiert wird, gilt:

nFAT, =0-0, Gl.3.22

Die Diffusionsladung wird entsprechend der Anson-Gleichung durch Extrapolation

auf \/; =0 als 0 definiert.

—
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Abb. 3.12: Bestimmung der Oberfldchenbeladung am Beispiel einer DNA-modifizierten
Elektrode

34



Die Bestimmung der DNA-Oberflachenbelegung erfolgte nach einer von Steel et al.
erarbeiteten Vorschrift mit Rutheniumhexammin(IIT)-Chlorid®. Als Sprungpotential
wurde das mittels zyklischer Voltammetrie von [Ru(NH;)e]* - Losung ermittelte Re-
doxpotential genutzt.

Die Berechnung der Sondendichte I'pna auf der Elektrodenoberfliche kann durch

folgende Gleichung erfolgen
T, =ro(ﬁj-(NA) Gl 323
m

Wobei Iy in diesem Fall die Menge des an der Oberfliche gebundenen Redox-
indikators, hier Rutheniumhexammin, n die Anzahl der Ladungen des Redoxindi-
kators, m die Anzahl der Basen der Sonde und N, die Avogadro-Konstante ist. In
Abb. 3.12 und 3.13 sind die Vorginge und Zusammenhinge fiir dieses Verfahren
noch einmal bildlich dargestellt.

0 0 0
\\ P/ \\ P/ \\ P/ \\ P/

3+

o h NH, NH; o > o 3

0 0 N, NF 0 N, B
4 s, 4 4
\0. o \0 MH; Ru TH, g [NHs Ru ik,

0 Aq N NHg 4[i / {i ol

N, NH3 N, NH3
4 4

o o

el

=}

\ 4;\\\\\\\\\\ \ ?\\\\\\\\\\

Abb. 3.13: Reaktion an der Elektrodenoberfliche im Verlauf der Bestimmung der
Oberfléchenbeladung

Unter Berticksichtigung der Gleichung 3.19. ergibt sich fiir die Sondendichte

Do = (Qads' J : (ﬁj : (NA ) Gl. 3.24
nFA) \m

Durch die Bestimmung der Sondendichte auf der Elektrodenoberfliche ist es

moglich die verschiedenen Elektrodentypen miteinander zu vergleichen.
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Diese Methode erlaubt auch Aussagen iiber die Qualitdt und Bindungsstabilitdt der
gelieferten Sonde.

4. Experimentelles

4.1 Elektrodentypen

In Abb. 4.1 sind die in dieser Arbeit verwendeten Elektrodentypen dargestellt.

Abb. 4.1: Verwendete Elektrodentypen. (A) Scheiben-, (B) LTCC- und (C) teilweise
isolierte Drahtelektrode

Dabei handelt es sich um die nicht heizbare Scheibenelektrode von Metrohm
(Herisau, Schweiz), die von TETEKERA (Ilmenau, Deutschland) produzierte in-
direkt heizbare LTCC- (low temperature co-fired ceramics) und die in unserer
Arbeitsgruppe entwickelte direkt heizbare Drahtelektrode. Als Elektrodenmaterial
wurde bei allen 3 Elektrodentypen Gold verwendet.

4.1.1 Die Scheibenelektrode

Die ersten Versuche wihrend dieser Arbeit erfolgten mit der Gold-Scheibenelektrode
von Metrohm (Herisau, Schweiz). Diese Elektrode besteht aus einem PTFE-

Rohrchen in dem an einem Ende eine diinne Goldscheibe eingearbeitet ist. Das Gold
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wird durch eine Edelstahl-Hiilse mit innen liegendem Gewinde kontaktiert. Durch
das Gewinde kann die Elektrode wahlweise auf einen Elektrodenhalter mit oder ohne
integrierten Motor aufgeschraubt werden. Dadurch kann die Elektrode als rotierende
Scheibenelektrode eingesetzt werden.

Der Einsatz der drehbaren Scheibenelektrode erlaubt somit auch Untersuchungen
zum Einfluss der Konvektion auf die Adsorption des Analyten an der Elektroden-

oberfliche.

4.1.2 Heizbare Elektroden

Im Verlauf dieser Arbeit wurden auch zwei heizbare Elektroden, die indirekt
heizbare LTCC- und die direkt heizbare Drahtelektrode, eingesetzt.

Eine Besonderheit stellt dabei die in den 80Oer Jahren von Gabrielli et al.
beschriebene Drahtelektrode dar”. Dieser Elektrodentyp wurde in der Arbeitsgruppe
Griindler in den 90er Jahren weiterentwickelt'**'*"1*%,

Die Heizung der Drahtelektroden erfolgt mit hochfrequenten Wechselstrom, in der
vorliegenden Arbeit 100 kHz, was eine simultane Messung des Analyten, be-
ziehungsweise in diesem Fall die Adsorption desselben an einer definiert
temperierten Elektrodenoberflache, ermoglicht. Der Einsatz von Gleichstrom ist
nicht moglich, da dieser zu einer Polarisierung der Elektrodenoberfldche fiihren
wiirde. Das hitte eine Zerstorung der Sonden auf der Elektrode zur Folge.

Die Herstellung der Drahtelektroden erfolgte durch Aufléten des Golddrahtes und
der Kontakte fiir das Messgerit auf eine vorher zugeschnittene und geidtzte Leiter-
platte. Fiir den Einsatz der Drahtelektroden zur DNA-Detektion wurde zusétzlich ein
Plastik-Steg unter dem Draht eingebaut. Dadurch kann der Draht in einem Tropfen
Immobilisierungslosung positioniert werden. Diese Elektrodenhalterung wurde an
einem Glasrohrchen, das auch als Fiihrung fiir die Leitungen zu den Kontakten dient,
mit Epoxydharz fixiert. Danach wurde die Leiterplatte mit einem Paraffin/Poly-
ethylen-Gemisch isoliert (Abb. 4.2). Dadurch wurde erreicht, dass nur der frei-
liegende Golddraht in Kontakt mit den verwendeten Losungen kam.

Um die Elektroden auch bei Temperaturen von mehr als 75 °C einsetzten zu konnen
wurden verschiedene Mischungen von Polyethylen und SasolWax C105 untersucht.
Dabei wurde allerdings festgestellt, dass die Isolierschicht bereits nach dem Auf-

tragen Risse zeigte. Aus diesem Grund sind diese Mischungen nicht einsetzbar.
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Die so hergestellten Elektroden dienten urspriinglich nur fiir die Analyse von
niedermolekularen Substanzen, wie z. B. Sauerstoff®> und Schwermetallen'*®. Die

Nutzung bei der Analyse von Nukleinsduren wird hier erstmals beschrieben.

————————————— Glasréhrchen

_--Epoxidharzisolierung
=, .-~~~ Wachsisolierung
Bsgi--—--- Leiterplatte

! _:::':?3' Latstellen zur Kontaktierung

7 Golddraht 25pm
- Plastiksteg

Abb. 4.2: Autbau der direkt heizbaren Draht- (links) und der indirekt heizbaren LTCC-
Elektrode nach Lau'*’ (rechts)

Die indirekt heizbaren Elektroden bestehen wie aus Abb. 4.2 zu erkennen ist, aus 4
Keramikschichten, auf denen die einzelnen elektrischen Bauelemente und Kontakte
aufgedruckt wurden. Diese 4 Schichten wurden durch Sintern miteinander ver-
bunden.

Mit diesen Elektroden kann eine diinne Losungsschicht, in diesem Fall eine Hybridi-
sierungslosung, auf der Sensoroberflache erwarmt werden. Durch den Einsatz dieser
Elektrodentypen werden weder die Referenz- noch die Gegenelektrode thermisch
gestresst. Die fiir die Analyse notwendigen Reaktionen konnen so zusitzlich
beschleunigt werden. Lau et al. bewiesen sogar, dass mit dieser Technik bestimmte
enzymatische Reaktionen an- bzw. abgeschaltet werden konnen®®.

Aufgrund der in Kapital 3.2.2 erlduterten Zusammenhidnge zwischen Schmelz-
temperatur und Sequenz der Nukleinsduren kann durch eine genaue Temperatur-
einstellung bei der Analytik von Nukleinsduren die Genauigkeit der Analyse
zusdtzlich gesteigert werden.

Die Bestimmung des fiir die einzustellende Temperatur notwendigen Heizstromes
wird in dem Kapitel 4.5 genauer beschrieben.

Typisch fiir heizbare Elektroden ist die durch den Temperaturgradienten wihrend des

Heizens hervorgerufene Konvektion an der Elektrodenoberfldache. Das hat einen
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Massentransport zur folge, der eine Verarmung des Analyten an der Sensorober-

fliche verhindert.

4.2 Versuchsanordnungen

4.2.1 Versuchsaufbau fiir die photometrische Bestimmung der

Schmelztemperatur der dsDNA

Fir die Vorversuche wurden ein Carry 1E UV/VIS-Spektro-Photometer (Varian,
Australien) mit temperierbarer Messzelle zur Bestimmung der UV-Absorption der
DNA bei verschiedenen Temperaturen eingesetzt. Die Temperierung erfolgte mit
einem CC2-K6-Kryostat (Huber, Deutschland) mit einem Pt100-Mikrotemperatur-
fithler. Fiir die Messung wurden in einer Glaskiivette jeweils 2,5 ml Phosphat-Puffer
pH 7,0 mit je 0,8 uM Target und Sonde vorgelegt, als Referenz diente eine Kiivette
mit reinem Puffer. Die Messung erfolgte durch schrittweise Temperaturerh6hung bei

einer Wellenldnge von 260 nm

4.2.2 Aufbau des Messplatzes fiir den elektrochemischen

Hybridisierungsnachweis

Strom-
quelle
Heiz-
ung D i bt
7 rFotentiosiat
|| AE GE RE
VI I
1)
Thermo- | I
Siat || | l.
| Messpuffer
4/
—— Referenzelektrode (RE)
\
| T~ Gegenelektrode (GE)
\ Arbeitselektrode (AE)
temperierte
Messzelle

Abb. 4.3: Aufbau des Messplatzes fiir Hybridisierungsnachweis



Die elektrochemischen Messungen wurden, mit Ausnahme der Temperaturka-
librierung, in einer 20 ml-Messzelle von Metrohm mit einer 3 Elektrodenanordnung
durchgefiihrt. Dabei diente eine Silber / Silberchlorid-Elektrode in 3 M KCl als Refe-
renzelektrode, ein Glaskohlestab als Gegenelektrode und eine der in Abb. 4.1
dargestellten Elektroden als Arbeitselektrode. Die Messzelle wurde in einem Fara-
day-Kéfig untergebracht um Stérungen von aullen wihrend der Messung zu un-
terdriicken. Die Steuerung und Auswertung der einzelnen Messungen erfolgte mit
einem PAUTOLAB (ECO Chemie, Utrecht, Niederlande) welches von der GPES 4.8
Software gesteuert wurde. Die Hybridisierung und Dehybridisierung der Nuklein-
sduren an den modifizierten Elektroden wurde in einem mittels Wasserbad
temperierten Becherglas auflerhalb der Messzelle durchgefiihrt.

Die Einstellung der Temperatur erfolgte mit einem CC2-K6 Kryostat von Huber. Bei
den Versuchen mit der Scheibenelektrode wurde diese mit einer Halterung mit
Elektromotor kombiniert (Metrohm).

Diese Grundanordnung wurde durch die fiir den jeweiligen Elektrodentyp
notwendige Stromversorgungseinheit ergénzt. Den fiir das Heizen der indirekt
geheizten LTCC-Elektroden eingesetzten Gleichstrom lieferte eine Stromver-
sorgungseinheit Typ TSX 1820 von THURLBY THANDAR INSTRUMENTS
(Huntington, Grof3britannien).

Den fiir die Drahtelektrode notwendigen Wechselstrom lieferte eine Stromquelle mit
12 bis 15 A und 13.8 V, die mit einem HIFI-Verstirker, Ubertriiger, einstellbaren

Widerstand und einem Multimetermessgerit kombiniert wurde.

4.2.3 Messplatzaufbau fiir polarographische Versuche

Fiir die polarographischen Versuche mit der tropfenden Quecksilberelektrode wurde
ein Polarograph Typ 663 VA Stand mit einem Laborschreiber Typ 626 Polarecord
verwendet. Als Referenzelektrode diente eine Kalomel-Elektrode und als Gegen-
elektrode eine Platin-Elektrode. Fiir die an der hingenden Quecksilberelektrode
durchgefiihrten Versuche der adsorptiven Stripping Voltammetrie (AdSV) wurde

zusétzlich ein Timer Typ 621 VA verwendet (alle Gerdte von Metrohm, Schweiz).
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4.2.4 MeBplatzaufbau fiir die Temperaturkalibrierung

Der Aufbau des Messplatzes fiir die Temperaturkalibrierung beruht im Gegensatz zu
den anderen elektrochemischen Verfahren auf einer Zweielektrodenanordnung. Die
Heizstromversorgung erfolgt mit den bereits unter 4.2.2 beschriebenen Strom- und

Spannungsquellen.

Strom-
quelle
Heiz-

ung )
Potentiostat

AE RE GE

Thermo-
stat

|_- Elektrolyt mit Redoxpaar

Referenzelektrode (RE)

[~ Arbeitselektrode (AE)

|

\

temperierte
Messzelle

Abb. 4.4: Messplatzaufbau fiir die Temperaturkalibrierung

Als Elektrolyt diente hier eine 0,1 M Kaliumchlorid- Losung, die das Redoxsystem
Kaliumhexacyanoferrat(Il) / Kaliumhexacyanoferrat(IIl) enthielt. Die beiden Kom-
ponenten des Redoxsystems wurden in dquimolaren Konzentrationen eingesetzt. Bei
der Temperaturkalibrierung der LTCC wurde zwischen die beiden Elektroden ein
Multimeter zur Bestimmung des Elektrodenpotentials geschaltet.

Die Bestimmung des Elektrodenpotentials bei der Drahtelektrode erfolgte mittels
LAUTOLAB und PC mit GPES 4.8 Software.
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4.3 Préparation der Elektroden und Versuchsdurchfiihrung

4.3.1 Reinigung der Elektroden

Alle 3 verwendeten Elektrodentypen wurden vor der Herstellung der SAM durch
25faches zyklisches Anlegen einer Spannung im Bereich von -0,2 bis 1,6 V gegen
Ag/AgCl in 3M KCI in 0,5 M Schwefelsdure elektrochemisch gereinigt. Danach
wurden die Elektroden mit Reinstwasser (R 18,2 MQ) und absolutem Ethanol
gespiilt und getrocknet.

Die Scheibenelektroden wurden zusdtzlich vorher mit einem Aluminiumoxid/
Wasser-Gemisch auf einem Polierpad (Metrohm, Schweiz) poliert. Anschlieend
wurde mit destilliertem Wasser gespiilt und mit Wasser auf einem Stiick Filterpapier
nachpoliert.

Die Drahtelektroden wurden vor der ersten elektrochemischen Reinigung an der Luft
geglitht, um das bei der Isolierung der Halterung des Golddrahtes auf den Draht

geflossene Wachs und sonstige organischen Reste zu entfernen.

4.3.2 Immobilisierung der Sonden

Fiir die Immobilisierung der Sonde auf der Elektrode wurden folgende Varianten

untersucht:

Standard :

Auf den Elektroden wurden 16,5 ul Sondenlosung direkt auf die Elektrodenober-
flaiche bzw. bei der Drahtelektrode auf den Plastiksteg aufgetragen und bei 4 °C {iber
Nacht im Kiihlschrank inkubiert. Anschlielend wurde der Ansatz mit 0,25 M Phos-
phatpuffer pH 7,0 (PB) und sterilem Wasser gespiilt. Danach erfolgte eine ein-
stiindige Nachbelegung in einer 1 mM Mercaptohexanol-Losung. Durch diesen
Reaktionsschritt wurden die auf der Oberfliche gebundenen Sonden vollstindig
aufgerichtet und die noch vorhandene freie Elektrodenoberfliche fiir unerwiinschte
elektrochemische Reaktionen blockiert. Dadurch werden die kapazitiven Strome
wihrend der Messung unterdriickt. Die {iberschiissige Nachbelegungslosung wurde
mit Ethanol und sterilem Wasser abgespiilt. Fiir die Selektivitdtsuntersuchungen mit
der Dabcyl-Markierung wurde anstelle des nichtkomplementiren markierten

Stranges die Sonde EcoR1 in Kombination mit dem FRIZ-Target verwendet.
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Koimmobilisierung :

Um die Immobilisierung zu optimieren wurden Sonde und Mercaptohexanol sowohl
auf der Scheiben- als auch auf der LTCC-Elektrode koimmobilisiert.

Dazu wurden jeweils 33 pl Sondenlosung mit 3,3 pl verdiinnter Nachbelegungs-
l6sung versetzt. Die Verdiinnungsstufen wurden fiir die Optimierung dabei so
gewdhlt, dass die Endkonzentration des Mercaptohexanols bei 225, 400 bzw.
900 uM lag.

Die Immobilisierung erfolgte iiber Nacht bei 4 °C mit 18,2 pl Immobilisierungs-
16sung und ohne Nachbelegung. Zusétzlich zu dieser Modifizierung wurde das
Volumen der Losung fiir die Immobilisierung spiter auf 4 pl verkleinert, da sich in

unserer Arbeitsgruppe bestitigte, dass diese Menge ausreichend ist.

Zweifache Nachbelegung :

Ziel dieser, bei der FRIZ Biochem GmbH entwickelten, Immobilisierungsvariante ist
es die Elektrodenoberfliche hydrophober zu gestalten und dadurch die SAM zu-
sdtzlich zu stabilisieren.

Zu diesem Zweck wurden 16,5 pl Sondenlésung, wie bereits bei der Standard-
methode beschrieben, auf der Elektrodenoberfliche aufgetragen und inkubiert. Im
zweiten Schritt wurden die Elektroden mit 0,25 M PB pH 7,0 und absoluten Ethanol
gespiilt. AnschlieBend wurden die Elektroden in einer I mM ethanolischen Mer-
captoundecan-Losung 8 h nachbelegt. Danach wurde mit Ethanol und destilliertem
Wasser gespiilt. Anschlieend erfolgte noch eine zweite Nachbelegung {iber 3 h in

einer | mM Mercatohexanol-Losung in Puffer.

4.3.3 Hybridisierung, Messung und Dehybridisierung

Wenn nicht anders angegeben, erfolgte die Hybridisierung durch Eintauchen der
Elektrode in ein 10 ml Becherglas mit 2-3 ml Elektrolyt mit dem in der angegebenen
Konzentration enthaltenen Target fiir 4 min.

Die Probenlésung wurde beim Einsatz der Scheibenelektrode mit einem Wasserbad
auf die angegebene Temperatur eingestellt. Im Gegensatz dazu wurde bei den
Messungen mit der Drahtelektrode die Probentemperatur mit einem Eisbad auf 3-
4 °C und bei der Nutzung der LTCC-Elektrode durch einen Kryostaten auf 7 °C
heruntergekiihlt. Die Einstellung der Hybridisierungstemperatur erfolgte bei den

Drahtelektroden durch Anlegen eines Heizstromes bzw. bei den LTCC-Elektroden
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durch Anlegen einer Heizspannung. Die dafiir notwendigen Strom- bzw. Spannungs-
werte wurden vorher durch die in Kapitel 4.5 beschriebene Temperaturkalibrierung
bestimmt.

Bei den Versuchen mit der Scheibenelektrode wurde dieser Elektrodentyp zusétzlich
mit 1000 U/min gedreht. Im Gegensatz dazu ist ein Riithren bei den heizbaren
Elektroden nicht notwendig, da diese beim Heizen die notwendige Konvektion selbst
erzeugen.

Die Messung wurde nach Abspiilen der Elektrode mit Messpuffer in einer Messzelle
von Metrohm mit 20 ml Puffer bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Als Messver-
fahren wurde fiir die Versuche mit den Ferrocen- und die Dabcyl-markierten Targets
die Wechselstromvoltammetrie verwendet. Bei den Os-modifizierten Oligonukleo-
tiden hingegen kam die Square Wave Voltammetrie zum Einsatz. Die ACV-
Messungen erfolgten bei einer Frequenz von 10 Hz in einem Potentialbereich von 0
bis 0,55V vs. Ag/AgCl fiir Ferrocen bzw. von -0,6 bis 0V vs. Ag/AgCl fiir Dabcyl.
Die Bestimmung des Osmium-markierten Targets wurde mit 200 Hz in einem
Bereich von -0,55 bis 0 V vs. Ag/AgCl durchgefiihrt.

Nach Bestimmung des Hybridisierungssignals wurde die Scheibenelektrode 30 sec.
in 50-60 °C heillen destillierten Wasser dehybridisiert. Bei den geheizten Elektroden
geschah das durch Anlegen eines Heizstromes von 670 mA fiir die Draht- bzw. 5,5V
Heizspannung fiir die LTCC-Elektrode in destilliertem Wasser bei Raumtemperatur.
Die auf diese Art eingestellte Temperatur entspricht der bei der Scheibenelektrode.
Die Elektroden wurden nach der Dehybridisierung fiir die ndchste Hybridisierung
eingesetzt. Der Hybridisierungs-Dehybridisierungs-Zyklus konnte dabei mehrmals
wiederholt werden bevor ein deutlicher Signalverlust eintrat. So konnten bei den
SAM's mit der Monothiolsonde bis zu 6 Hybridisierungen, bei denen mit der Sonde

mit 6 Schwefelatomen im Linker bis zu 15 Hybridisierungen bestimmt werden.
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4.4 Sequenzen der verwendeten Nukleinsduren

Name d. Kiirzel | Nukleinsdure- Modifizierung Lieferant

Oligomers Sequenz

Sonde FS 5'-TGC GGA TAA | OH-(CH,);-S-S- FRIZ Biochem
CAC AGT CAC CT- | (CH,);- GmbH
Thiol-3" Operon GmbH

Sonde EcoR EcoR | 5°-ATT GGC CCG | OH-(CH;);-S-S- Operon GmbH
TAA GGC GAA TT- | (CHy)s-
Thiol-3

Sonde-Disulfit FSS 5'- TGC GGA TAA | Dithiol-Mono- FRIZ Biochem
CAC AGT CAC CT- | mere durch PO, | GmbH
(Dithiol),-3" Ester verbunden a

Sonde-FSS6 FSS6 | 5°- TGC GGA TAA | Dithiol-Mono- FRIZ Biochem
CAC AGT CAC CT- | mere durch PO4- | GmbH
(Dithiol);-3" Ester verbunden a

Ferrocen-Target | FcT 5-XAG GTG ACT | Ferrocen- FRIZ Biochem
GTG TTA TCC | C6UniLink GmbH
GCA-3’

Ferrocen-NC- NC 5'-XGA GGT ATC | Ferrocen- FRIZ Biochem

Target GGT TAT TGC | C6UniLink GmbH
CCA-3°

Target-Dabcyl TDT |5-XAG GTG ACT | 5-Dabcyl Operon GmbH
GTG TTA TCC
GCA-3°

Target-T 5-TTT TTA GGT | T-Pentamer Operon GmbH
GAC TGT GTT ATC
CGC A-3°

Target-T-Os TOs 5-XAG GTG ACT | [OsbpyT] aus Target-T
GTG TTA TCC | Pentamer synthetisiert.
GCA-3*

Tab. 4.1.: Verwendete Nukleinsidureoligomere mit Modifizierungen.

as. Abb. 3.5
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4.4.1 Modifizierung des Targets mit Osmiumtetroxid-Bipyridin

Grundlage dieser Markierung ist die Reaktion von Osmium(IV)-Komplexen tertidrer
Amine, wie z. B. Pyridin, Bipyridin, Phenanthrolin oder TEMED, mit Thymin- oder

130 Von diesen Substanzen ist das Phenanthrolin nicht geeignet, da es

Cytosinbasen
fiir die Reaktion am Einzelstrang nicht spezifisch ist. Diese von Palecek entwickelte
Markierungstechnik wurde in unsere Arbeitsgruppe von Dr. Flechsig und Hr. Reske
verbessert, untersucht und patentiert™®'>'.

Durch den Einsatz eines sogenannten Schutzstranges, dass bedeutet eines Nuklein-
sdureoligomers mit einigen Basenfehlpaarungen, wurde nur der endsténdige Teil des
nachzuweisenden Stranges markiert. In unserem Fall handelte es sich um eine
Sequenz von fiinf Thymidin-Resten hintereinander. Dadurch konnte eine Mehrfach-

markierung relativ leicht erreicht werden.

Liganden L
i ﬁ
. = \)
=5 =t
= o Pyridin
= =5
| - .
-i- -i- o=
- . N
i + 0sO,(L) —— ~F
~a -— BT
- - U
= | =__| o
= =
= =
——— o Bipyridin
[LOs0,]
[LOs0,]
LOs0,] .
e {LOSOE{ HaCo h—CHs
[LOs0,] HSC/ S~ "CHS

Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Abb. 4.5: Schematische Darstellung der Markierung und fiir unsere Anwendung geeigneten

Liganden.

Diese mehrfache Markierung wiederum fithrt zu einer sehr hohen Signalausbeute.
Aus diesem Grund wurden fiir die weiteren Versuche zum Vergleich von RDE und
LTCC-Elektrode, sowie zum Einfluss der Konvektion auf das Signal diese Targets

eingesetzt.

46



Die Modifizierung des Targets erfolgte wie folgt:

-je 16,5 ul 30 uM Target und Schutzstrang mischen und 2 h bei
Raumtemperatur hybridisieren lassen

- Zugabe von 12 pl Hybridisierungspuffer und 15 pl 10 mM Os-
Bipyridin-Komplex

- 2 h bei Raumtemperatur inkubieren

- 19 h Dialyse gegen 100 ml Hybridisierungspuffer bei 4 °C

Wie aus dieser Synthesevorschrift zu erkennen ist, ist die Darstellung der

Markierung sehr leicht durchfiihrbar.

4.5 Temperaturkalibrierung

Um die heizbaren Elektroden auf eine definierte Temperatur einzustellen, ist eine
vorherige Temperaturkalibrierung erforderlich. Dafiir wurden die Elektroden in der
in Abb. 4.4 beschriebenen Messanordnung in einer dquimolaren Losung mit
50 mM Kaliumhexacyanoferrat (III) und Kaliumhexacyanoferrat (II) kalibriert. In
Abb. 4.6 sind die Kalibrierkurven fiir die einzelnen Elektrodentypen dargestellt.
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Abb. 4.6: Kalibrierkurven fiir direkt heizbare Draht- (A) und indirekt heizbare LTCC-
Elektroden (B).

Die Temperaturkalibrierung erfolgte bei der Drahtelektrode bis zu einer Tempera-
turdnderung von 69,2 °C bei der LTCC-Elektrode bis 64 °C. Diese Tempera-
turdnderungen sind fiir unsere Zwecke ausreichend, da der Schmelzpunkt unserer
dsDNA im Bereich von 70 bis 75 °C liegt. Ein Vergleich beider Typen bei mehr als
73 °C ist nicht moglich, da die Isolierung der Drahtelektrode diesen Temperaturen

nur wenige Minuten standhélt.

4.6 Bestimmung der Oberfliichenbelegung

Die Bestimmung der Oberflaichenbelegung erfolgte nach der in 3.5.2.6 beschriebenen
Methode mit der Messapparatur nach Steel® .

Dafiir wurde als erstes die kapazitive Ladung der SAM bestimmt. Das geschah durch
die Messung der adsorbierten Ladung in 10 mM TRIS-Puffer pH 7,4 ohne den
Rutheniumhexammin(IIl)-Komplex. AnschlieBend wurde die Messung in Anwe-
senheit von 50 uM Rutheniumhexammin(IIl)-Chlorid wiederholt. Aus den von den
beiden Messungen erhaltenen Werten wurden die DNA-Oberfldchenbelegungen

bezogen auf die graphische Oberfldache berechnet.
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Die dabei gewonnenen Ergebnisse wurden fiir den Vergleich der Elektroden
eingesetzt.

Auf eine Natriumsulfatzugabe wurde verzichtet, da Natrium-Ionen mit dem Ru-
thentumhexammin(IIl)-Ionen um die Phosphatgruppen des DNA-Riickgrates kon-
kurrieren wiirden. Dadurch kann das Messsignal im Extremfall vollstindig unter-
driickt werden. Um einen Einfluss durch den in der Luft enthaltenen Sauerstoffs zu

vermeiden, wurde die Losung vor jeder Messung ca. 5 min mit Argon entgast.
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5.Ergebnisse und Diskussion

Seit dem Jahr 2000 wurden von unserer Arbeitsgruppe mehrere Artikel zur DNA-
Detektion an geheizten Elektroden verdffentlicht. Grundlage fiir diese Arbeiten
bildete die in Zusammenarbeit mit Prof. Wang entwickelte heizbare Kohlepaste-
elektrode®’. Diese Elektrode wurde urspriinglich zur Detektion von unmarkierten
Nukleinsduren eingesetzt. So wurde im Jahr 2000 der Einfluss der Temperatur auf
den Anreicherungsschritt von Guanin-Oligomeren untersucht®’. Dabei konnte
nachgewiesen werden, dass bereits geringe Temperaturunterschiede Signalver-
besserungen zur folge haben. Im Jahr 2004 wurde die Methode durch eine vorherige
Aufreinigung der nachzuweisenden Nukleinsdure an DNA-modifizierten mag-
netischen Nanobeads verbessert”. Ein Nachteil der Methode ist allerdings, dass das
Messsignal nach der Anreicherung nur einmal erhalten werden kann, da die DNA bei
dieser Methode zerstort wird.

Aus diesem Grund wurden ab dem Jahr 2001 in Zusammenarbeit mit einer Arbeits-
gruppe aus Bratislawa Interkallatoren, das sind Substanzen, die sich in die DNA
einlagern, eingesetzt. So wurde 2001 der Einfluss der Temperatur bei dem Nachweis
von DNA-Schiden an Kalbsthymus-DNA mit Co-Phenanthrolin untersucht'>?.
Andere Interkallatoren, die genutzt wurden, waren Flavonoide' als auch 1-Amino-

154

und 1-Hydroxy-Pyren . Bei allen diesen Substanzen konnte ein Temperatureinfluss

auf das Signal nachgewiesen werden. Besonders interessant sind die von Ferancova

durchgefiihrten Versuche mit den beiden Pyrenen'™.

Hier wurden keine
Nukleinsduren nachgewiesen, vielmehr diente die DNA als Erkennungselement fiir
das Amino-Pyren. Das beweist, dass Nukleinsdure-modifizierte Elektroden auch zum
Nachweis von Umweltgiften, beispielsweise 1-Amino-Pyren, eingesetzt werden
konnen. Ein Nachteil von Interkallatoren besteht darin, dass diese sich mehrfach in
die Nukleinsduren einlagern konnen. Dadurch kann das Signal durch Basen-
fehlpaarungen nicht vollstdndig unterdriickt werden. Ein weiterer Nachteil ist das
Verhalten der Redoxinterkallatoren. So wiesen Wang und Griindler 2003 an einer
heizbaren Golddrahtelektrode nach, dass sich das Bindungsverhalten von Co-
Phenanthrolin an DNA bei Temperaturerhdhung éndert' ™.

Aus diesem Grund begann Flechsig 2003 mit den ersten Vorversuchen mit kovalent

gebundenen Redoxindikatoren.
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5.1 Vorversuche zur Stabilitit der dsDNA

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der photometrischen Vorversuche
beschrieben und diskutiert.

Dazu wurden der Einfluss von lonenstédrke, Basenfehlpaarungen und der Markierung
auf den Schmelzpunkt untersucht. Die Parameter erlauben eine Einschitzung der
Selektivitdt und des Einflusses der Hybridisierungstemperatur auf das Signal des

Sensors.

5.1.1 Schmelzpunkt-Bestimmung von dsDNA in Losung
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Abb. 5.1: DNA-Schmelzkurven bei verschiedenen lonenstédrken mit je 0,8 pM Sonde FS und

komplementéren Target in Phosphatpuffer pH 7,0 bei verschiedenen lonenstarken.

Wie aus Abb. 5.1 hervorgeht, besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der
Pufferkonzentration, und somit der Ionenstirke, und dem Schmelzpunkt der DNA.
Bei dem Vergleich der Schmelzkurven der verschiedenen Phosphatpuffer fillt auf,
dass eine Verringerung der Pufferkonzentration zu einer Abnahme des DNA-

Schmelzpunktes fiihrt Der Effekt wurde bereits 1981 von Hillen et al. beschrieben' .
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Ionenstérke / M | berechneter Ty, / °C | gemessener Ty, / °C

0,1 62,45 63,11
0,25 69,06 70,46
0,5 74,05 71,98

Tab.5.1: Theoretische und gemessene Schmelzpunkte fiir Sonde FS und komplemen-

tdren Target

So ist der Schmelzpunkt bei 0,25 M Differenz um etwa 2 °C geringer. Wéhrend es
bei 0,4 M Differenz ca. 8 °C weniger sind. Der Schmelzpunkt nimmt somit mit
abnehmender lonenstirke expotentiell ab. Dieser Zusammenhang wird durch

Gleichung 3.1 auch bestétigt.
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Abb. 5.2: DNA-Schmelzpunktkurven mit verschiedenen Targetmodifizierungen. Eingesetzt
wurden je 0,8 uM Sonde und Target in 0,5 M PB pH 7,0

Ebenfalls untersucht wurde der Einfluss der Targetmodifizierung auf den Schmelz-
punkt. Die Messungen sollten klidren wie stark der Einfluss der Markierung auf den
Schmelzpunkt bei der einer lonenstirke von 0,5 M ist. Dazu wurden fiir die mit
Ferrocen, Fluorescein und Dabcyl markierten Targets die Schmelzkurven aufge-

nommen. Abb. 5.2 zeigt den Einfluss der Marker auf den Schmelzpunkt, welcher
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sehr gering ist. So betrdgt die Differenz zwischen den Schmelzpunkten von
Fluorescein- und Ferrocen-markierten Target nur 0,3 °C, wihrend zwischen
Ferrocen- und Dabcyl-markierten Target ein Unterschied von 1 °C ermittelt wurde.
Ein zum Teil wesentlich stirkerer Einfluss wurde 2005 von Biver et al. fiir

interkallierende Farbstoffe'%

und 2004 von Narayanan et al. fiir kovalent gebundene
Marker'® beschrieben. So bestimmten Biver et al. fiir mit Proflavin gesittigte
Kalbsthymus-DNA einen um 12 °C hoheren Schmelzpunkt als bei reiner DNA. Als
Puffer wurde dabei eine 3-10 mM Natriumcacodyl-Losung mit 0,1 M NaCl pH 7,0
verwendet. Ahnliche Werte wurden von Narayanan et al. mit einigen an
Dodekameren kovalent gebundenen Chromophoren in 1 M CH3COONH4-Losung
gemessen. Die Abweichung der in dieser Arbeit gemessenen Werte von dem
berechneten Schmelzpunkt fillt deutlich geringer aus. Das liegt an den verwendeten
Markern, den langeren Nukleinsduren und dem verwendeten Puffersystem.

Ein weiterer Punkt der untersucht wurde, ist der Einfluss von Einzelbasenfehl-
paarungen auf den Schmelzpunkt. Fiir diesen Versuch wurden je 0,8 pM Sonde und
komplementéires Target in 2,5 ml 0,1 M Phosphat-Puffer pH 7,0 verwendet. Die

dabei aufgenommene Schmelzpunktkurve wurde mit der von einem Doppelstrang

mit einer Basenfehlpaarung verglichen.
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Abb. 5.3: Vergleich von je 0,8 uM komplementiren Target-Sonde-Duplex (blau) und
Einzelbasen-Missmatch-Sonden-Duplex (rot) in 0,1 M PB pH 7,0
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Die Fehlpaarung wurde dadurch erreicht, dass ein Cytosin-Rest im Target durch
einen Guanin-Rest ersetzt wurde. Als Referenz diente hierbei wiederum eine Kiivette
mit reinem Puffer. Dabei wurde eine Schmelzpunkterniedrigung von 7 °C ermittelt
(Abb. 5.3). Eine Verstirkung der Schmelzpunkterniedrigung kann durch die
Kombination mit kiinstlichen Nukleinsduren, z. B. PNA oder LNA erreicht werden.
Nach neuesten Erkenntnissen spielt dabei nicht nur die Ladung der Nukleinséure,

sondern auch die Lage der Basenpaare in der Helix eine Rolle'*.

5.2 Vergleich der verwendeten Sonden und SAM’s

5.2.1 Signalstabilitiit der Sonden

In der hier vorliegenden Arbeit wurden Sonden mit 3 verschiedene Linkern ver-
wendet. Dabei handelt es sich um einen Monothiol-Linker, einen zweifach Dithiol-
linker und einen dreifachen Dithiollinker. Diese Linker wurden bereits in Abb. 3.5
dargestellt. Urspriinglich wurden die Messungen in 0,5 M Natriumsulfat mit einer
tetrathiolmodifizierten Sonde durchgefiihrt. Leider stand uns aufgrund von Liefer-
problemen nur eine Charge zur Verfiigung, die allerdings iiber 12 Messungen ein
stabiles Signal mit einem Signalverlust von ca. 20 % lieferte.

Da diese Charge sehr schnell verbraucht wurde, musste auf die wesentlich leichter

erhéltliche Monothiol-Sonde ausgewichen werden.
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Abb. 5.4: Vergleich der Stabilitit des Hybridisierungsssignals der Tetrathiol- (durchgidngige
Linie) und Monothiol-Sonde (unterbrochene Linie). Hybridisierung 4 min in

80 nM Ferrocen-Target bei Raumtemperatur an einer Scheibenelektrode bei

1000 U/min.

Aus Abb. 5.4 ist zu erkennen, dass der Signalverlust der Monothiol-Sonde bei den
ersten 7 Messungen etwa 3mal hoher ist als nach der achten Messung mit der
Tetrathiol-Sonde. Sakata et al. beobachteten bei ihren Untersuchungen zum Einfluss
der Struktur der Kopplungsgruppen an Goldoberflachen einen dhnlichen Effekt. Sie
fiihrten diese Beobachtung auf eine geringere Bindungsstabilitdt der Linker mit nur
einer Schwefelgruppe zuriick, die sie auch bei Bestimmungen der Oberfldachen-
belegungen mittels XPS-Analyse nach Hitzestress nachwiesen'”’.

Da fiir die Versuche mit den Ferrocen- und Dabcyl-markierten Targets nur 6
Hybridisierungen notwendig waren, war die Stabilitidt fiir diese Versuche aus-
reichend.

Die dritte eingesetzte Sonde, die mit dem dreifachen Dithiollinker (FSS6), wurde ab
dem Sommer 2006 fiir die Untersuchungen des Konvektionseinflusses eingesetzt.
Diese Sonde wurde durch Koimmobilisierung immobilisiert und zeigte bei iiber 20
Hybridisierungen ein stabiles und reproduzierbares Signal. Allerdings lief3 sich diese
Sonde nicht bei der Drahtelektrode einsetzen, da die Oberflachenbelegung der Sonde

mit 1 pmol/cm? zu gering war um ein reproduzierbares Signal zu erzeugen.
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5.2.2 Optimierung

Wiéhrend der Arbeiten zum Einfluss von Konvektion und Temperatur auf das Hybri-
disierungssignal konnte urspriinglich keine reproduzierbare Signalstabilitidt erreicht
werden. Aus diesem Grund wurden neben der zuerst eingesetzten Immobilisierungs-

methode Standard zwei weitere Varianten mit der Monothiol-Sonde getestet.
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Abb. 5.5: Vergleich der Oberflichenbelegung der einzelnen Immobilisierungsmethoden.

Durch die chronocoulometrischen Bestimmungen der Oberflachenbelegung konnte
gezeigt werden, dass die Standard-Immobilisierung und die Methode mit der zwei-
fachen Nachbelegung die hochste Sonden-Belegung aufweisen. Durch den Einsatz
der Koimmobilisierung konnte der Wert gesenkt werden. Abhéngig von der Konzen-
tration des Nachbelegungsmittels schwankt dieser Wert zwischen 7,5 und
3,5 pmol/cm? und liegt somit nahe dem von Steel et al.*’ ermittelten Optimum von
4 pmol/cm? fiir die Oberflachenkonzentration eines Monothiol-modifizierten Nukleo-

tides von 20 Basen.
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Abb. 5.6: Einfluss der Immobilisierungsmethode auf die Signalstabilitdt der Sonde mit
Monothiol-Linker. (A) prozentualer Verlust, (B) unnormierte Messwerte. Immo-
bilisierung bei 4 °C iiber Nacht (rot), Koimmobilisierung mit 225 uM (griin),
400 uM (turkis), 900 uM (blau) Mercaptohexanol, zweifache Nachbelegung mit
Mercaptoundecan und Mercaptohexanol (violett). Messung nach 4 min Hybridi-
sierung in 160 nM TOs-Target an RDE bei 1000 U/min und Raumtemperatur in
10 mM TRIS-Puffer pH 7,5
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Bei der Bestimmung der Signalstabilitdt zeigte sich, dass bei der 2fachen Nach-
belegung die niedrigsten Hybridisierungssignale gemessen wurden. Im Gegensatz
dazu unterschieden sich die anderen Methoden in der Signalhthe, mit Ausnahme der
Koimmobilisierung mit 900 uM Mercaptohexanol, kaum. Ein weiterer Vergleich der
einzelnen Stabilitdtskurven fiir die verschiedenen Immobilisierungsmethoden zeigte,
dass bei der Koimmobilisierung mit 225 uM Mercaptohexanol bei den ersten 7
Messungen der geringste Signalverlust auftrat. Das Verhiltnis Sonde:Nachbele-
gungssubstanz besitzt bei dieser Koimmobilisierung einen Wert von etwa 1:8. Bei
Zugabe von 900 uM Mercaptohexanol verlor die Elektrode allerdings bereits nach
der 7. Hybridisierung ihr Signal vollstandig. Im Gegensatz zu den anderen Immobili-
sierungsmethoden wurden bei der 2fachen Nachbelegung mit Mercaptoundecan und
Mercaptohexanol sehr kleine Signal gemessen.

Die Ursache dafiir besteht darin, dass sich um die Sonde durch den relativ kleinen
Linker und eine nicht vorhandene Spacersequenz keine ausreichend groBe Kavitit

bilden konnte, die die Hybridisierung von Sonde und Target erleichtert hitte.

A C

A A A AN AN AN Sy

B Abb. 5.7: Schematische Darstellung der
SAM’s. (A) Klassische Immobili-
sierung, (B) Koimmobilisierung

von Sonde und Mercaptohexanol,

Al ZANAT Y Z WY (€) zweifache Nachbelegung mit

Mercaptoundecan und Mercapto-

hexanol

Bei einem Einsatz einer Sonde mit Spacer wiirde diese bei der Behandlung in

Ethanol einen groeren Raum fiir das langkettige Mercaptan blockieren. Das hitte
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zur Folge, dass die fiir die Detektion notwendigen Sequenzen nach Fertigstellung der
SAM deutlich iiber der Schicht der Nachbelegungssubstanzen liegen wiirde. Dadurch
wiirde die Hybridisierung von Sonde und Target sterisch nicht gehemmt.

Eine Eigenschaft der SAM’s besteht darin, dass es sich nicht um starre Gebilde
sondern um adsorbierte Schichten mit einer gewissen Beweglichkeit handelt. So ist
bekannt, dass unvollstdndige SAM’s aus einem Alkanthiol zur Bildung hexagonaler
Segmente auf der Immobilisierungsoberfliche neigenlsg. Dieses Verhalten in Ver-
bindung mit Qualitdtsschwankungen der einzelnen Sondenchargen kann zur Bildung
von Alkanthiol- und Sondensegmenten fithren. In Kombination mit dem relativ
kleinen Monothiol-Linker besteht aulerdem die Gefahr, dass die Abstdnde zwischen
den Sonden sehr klein werden. Dadurch koénnen sich die Sonden bei der Hybri-
disierung gegenseitig blockieren. Bei den Sonden mit Mehrfachlinker wirkt die
Kopplungsgruppe, wegen ihrer Grofle, als eine Art Abstandshalter und minimiert
dadurch das Risiko einer partiellen Uberbelegung. Bei den Scheibenelektroden
kommt noch hinzu, dass durch das langsame Abkiihlen nach der Dehybridisierung
oder nach Messungen bei hoher Temperatur die Bildung solcher Alkanthiol- und
Sondensegmente zusitzlich gefordert wird. Wogegen bei den heizbaren Elektroden
wegen der schnellen Reaktion auf Anderungen im Heizstrom diese Eigenschaft
reduziert wird. Der Einfluss von Qualitdtsschwankungen der Chemikalien bei der
SAM-Priparation wurde von Dr. Adamovski wihrend ihrer Arbeiten {iber Alkan-
thiol-SAMs auf Bismutelektroden bestitigt. Bei diesen Arbeiten zeigte sich, dass
nicht jeder absolute Alkohol als Losungsmittel fiir die zu immobilisierenden
Alkanthiole geeignet ist. So waren die Chargen von einigen Herstellern dafiir nicht
geeignet.

Ein weiteres Problem das vor allem bei Monothiol-Sonden auftritt, ist die Desorption
des Thiols bei hohen Temperaturen, hohen Salzkonzentrationen und stark negativen
Potentialen von der Oberfldche. Das geschieht bei Potentialen unter -600 mV vs.
Ag/AgCl oder hohen Pufferkonzentrationen. Der der Desorption zugrunde liegende
Mechanismus wurde 2004 von Munakata et al. beschrieben'*’. Dabei wird der am
Gold gebundene Schwefel in Anwesenheit von Protonen zu einer Thiol-Gruppe
reduziert. Dieses Thiol kann entweder von der Elektrodenoberfliche wegdiffundieren
oder bei einem Potential nahe 0 V wieder adsorbiert werden. Wenn die SAM nicht
vollstindig ausgebildet ist wird der Vorgang zuséitzlich begiinstigt, da die Protonen

besser zu der adsorbierten Thiolgruppe gelangen koénnen. Mit zunehmender Anzahl
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der Schwefelatome im Linker erfolgt eine stdrkere Readsorption des gebildeten
Thiols, da eine simultane Spaltung aller Schwefel-Gold-Bindungen unwahrscheinlich
ist.

Das erklart auch den 5-20%ige Verlust der Oberflichenbelegung der Monothiol-

Sonden nach der ersten Dehybridisierung.

5.3 Untersuchte Targetmodifizierungen

Wihrend dieser Arbeit wurden insgesamt 5 Targetmodifizierungen untersucht und
miteinander verglichen. Ziel dieser Versuche war es mogliche Alternativen zu dem
Ferrocen-Marker zu finden um eine Abhéngigkeit von den wenigen Anbietern fiir
solche Marker zu verhindern. Dabei handelte es sich um 2 reversible Markierungen,
das Ferrocen und den Thymin-Os-bipyridin-Komplex, der bereits von Palecek be-
schrieben wurde, und die sehr weit verbreiteten optischen Marker wie Dabcyl,
Fluorescein und Texas Red. Von diesen Farbstoffen ist allerdings nur das Dabcyl zur
Detektion an Goldelektroden geeignet. Die Potentiale der anderen beiden Marker

lagen bereits aullerhalb des Potentialfensters fiir Gold.

Dabcyl-  Os-Bipyridin- Ferrocen-Marker
Marker  Thymin-Komplex

ST e
-0.6 -0.4 0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
E/V vs. Ag/AgClI

Abb. 5.8: Eingesetzte kovalent gebundene Marker und ihre Redoxpotentiale

In Abb. 5.8 sind die Redoxpotentiale fiir die einzelnen Marker dargestellt. Der
Ferrocen-Marker reagiert als einziger im positiven Potentialbereich bei etwa 0,25 V
vs. Ag/AgCl. Die anderen beiden Marker reagieren im Gegensatz dazu im negativen
Bereich. Die im Bereich von etwa -0,5 V reagierende Dabcyl-Markierung zeigt ein
sehr kleines irreversibles Hybridisierungssignal bei einer Targetkonzentration von
800 uM. Die Signalhohe betrug weniger als 25 nA. Die groBten Hybridisierungs-
signale wurden mit der Osmium-Markierung gemessen. Die Signalh6he lag dabei bei
einer Konzentration von weniger als 200 nM im Bereich bis 1,5 pA. Das Ferrocen

lieferte in diesem Konzentrationsbereich deutlich kleiner Detektionssignale, die
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allerdings noch im Bereich bis 300 nA lagen. Diese Werte beziehen sich alle auf die

Messung mit der Scheibenelektrode bei 1000 U/min und Raumtemperatur.

5.3.1 Vorversuche zum elektrochemischem Verhalten von Dabcyl

Im Verlauf dieser Arbeit wurde festgestellt, dass eine Alternative zum ferrocen-
markierten Target notwendig wurde. Bei einer Literaturrecherche tiber die chemische
Detektion verschiedener Farbstoffe konnte festgestellt werden, dass der Einsatz eini-
ger kommerziell erhéltlicher optischer Markierungen fiir die elektrochemische De-

tektion von Nukleinsduren durchaus moglich jgt!60:161,162,163.164

. Die Vermutung
wurde durch die Bachelorarbeit von Hr. Voss iiber das elektrochemische Verhalten
verschiedener Farbstoffe bestétigt.

Bei den anschlieBend durchgefiihrten Vorversuchen bestitigte sich diese Vermutung,
wobei allerdings nur das Dabcyl in dem fiir Gold typischen Potentialfenster lag. Die
voltammetrischen Vorversuche erfolgten in 10 mM TRIS-Puffer mit 0,5 M Na,SO4
bei pH 7,5 und Raumtemperatur bei einer Konzentation von 1 mM Dabcyl fiir die
Versuche mit der Goldelektrode. Die Versuchsreihe wurde durch polarographische
Messungen, die mir freundlicher Weise von Dr. Flechsig zur Verfiigung gestellt
wurden, ergénzt. Diese erfolgten mit einer Konzentration von 100 pM bei der Tast
Polarographie (DCT) und Differential Puls Polarographie (DPP) bzw. 25 nM bei der
adsorptiven Stripping Voltammetrie (AdSV). Der Elektrolyt wurde bei allen Vorver-
suchen 20 min mit Argon gespiilt. Im Gegensatz zu den voltammetrischen Versuchen
erfolgten diese Messungen an Quecksilberelektroden. Als Referenz dienten Kalomel-
elektroden und ein Platinstift als Gegenelektrode. Um die Messungen mit den
eigenen vergleichen zu konnen, wurde die Potentialdifferenz zwischen den bei
Referenzelektroden ermittelt. Mit Hilfe dieser Differenz konnten die Potentiale,
bezogen auf die Ag/AgCl-Referenz berechnet werden.

In Abb. 5.9 sind die polarographischen Messungen und der Reaktionsmechanismus
dargestellt. Dabei ist zu erkennen, dass nur an der DME der zweite Reaktionspeak
deutlich zu erkennen ist. Bei der adsorptiven Stripping Voltammetrie an der HMDE
ist nur ein Peak deutlich ausgebildet. Die Ursache dafiir besteht darin, dass der
Ausgangsstoff fiir die Reaktion bei der DME durch die Regeneration der Elektrode
stindig nachgeliefert werden kann. An der HMDE ist das nicht der Fall. Bei der

adsorptiven Stripping Voltammetrie kann nur der adsorbierte Analyt umgesetzt
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werden. Da die zweite Reaktion irreversibel ist, fithrt das zu einer zuséitzlichen

Verkleinerung des Signals.
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b Abb. 5.9: Charakterisierung von Dabcyl an
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Quecksilberelektroden bei Raum-
temperatur in 10 mM TRIS-Puffer
mit 0,5 M Na,SO, bei pH 7,5. (A)
Tast Polarographie und (B) Differ-
enz Puls Polarographie an der trop-
fenden Quecksilberelektrode. (C)
adsorptive Stripping Voltammetrie
an einer hidngenden Quecksilber-
elektrode. Aufgenommen wurden
jeweils der reine Puffer (a) und
Puffer mit Dabcyl (b), fiir A und B
je 100 uM bei einer Tropfzeit von
0,5 sec, Scanrate 10mV/sec., fiir C
25nM nach 5 min Anreicher-

ungszeit Scanrate 10 mV/sec.

Bei den Versuchen mit den Quecksilberelektroden wurde erkennbar, dass ein Signal

bei etwa -470 mV gegen Ag/AgCl zu erwarten war, da bei allen drei Messverfahren

in der Nihe dieses Potentials eine Anderung des Messstromes zu beobachten war.
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Abb. 5.10: Kurvenverlauf fiir 100 uM Dabcyl (durchgingige Linie) bei voltammetrischen
Messungen an der Goldscheibenelektrode. A Wechselstromvoltammetrie (ACV),
B Square-Wave-Voltammetrie (SWV) und C cyclische Voltammetrie (CV) unter
denselben Bedingungen wie bei der Polarographie. Gestrichelte Linie ohne

Dabcyl.

Wie aus Abb. 5.10 entnommen werden kann, ist das Signal fiir das Dabcyl bei der

ACV am stirksten ausgepragt, bei der SWYV ist der Peak geringer und bei der CV ist
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er stark verschwommen. Das zeigt, dass die ACV das am besten geeignete Verfahren

fiir die Detektion von dabcylmarkierten Targets ist.

| |
-06 -05 -04 -0,3 -0,2 -0,1
E/V vs. Ag/AgCI

Abb. 5.11: Vergleich des Hybridisierungspeaks von 0,8 uM dabcylmarkierten Target an
einer sondenmodifizierten Goldscheibenelektrode (a) und des AdSV-Peaks von

reinen Dabcyl an einer HMDE (b) in TRIS-Puffer bei Raumtemperatur.

Abb. 5.11 zeigt, dass sich der Hybridisierungspeak vom dabcylmarkierten Target an
der mit Sonde modifizierten Goldelektrode und der AdSV-Peak des reinen Dabcyls
an einer hangenden Quecksilberelektrode in ihrem Potentialmaximum nur gering-
fuigig unterscheiden.

Durch den Vergleich der Graphen von der adsorptiven Stripping Voltammetrie und
den polarographischen Versuchen mit der tropfenden Quecksilberelektrode ist
erkennbar, dass das adsorbierte Dabcyl im Gegensatz zu dem gel6sten scheinbar
irreversibel reagiert. Als Ursache dafiir ist der zweite irreversible Reaktionsschritt bei
der elektrochemischen Reaktion von Dabcyl anzusehen'®. Dieser Reaktionsschritt
spaltet die Hydrazinbindung der zuvor gebildeten Hydrazoverbindung sehr schnell.
Dadurch wird die Riickreaktion des an der Oberfliche adsorbierten Reaktions-
produktes zur Ausgangssubstanz verhindert. Da die Elektrodenoberfliche von mit

DNA-Sonden modifizierten Elektroden bei dem Hybridisierungsnachweis von
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Dabcyl-markierten DNA-Fragmenten nur ein einziges Mal mit dieser Markierung
belegt wird, steht der Marker nur einmal fiir die irreversible Reaktion zur Verfiigung.
Dadurch sind nur sehr geringe Hybridisierungssignale zu erwarten.

Nach Angaben von Florence wird das elektrochemische Verhalten von Azo-Ver-
bindungen, wie z. B. Dabcyl oder Methylorange, unter anderem von den jeweiligen
Substituenten an den Benzolringen des Molekiils bestimmt'®’, wodurch bei komplex-
eren Azofarbstoffen, wie den sogenannten black hole Quenchern (BHQI-3), ein

anderes Reaktionsverhalten nicht auszuschlief3en ist.

5.3.2 Weitere untersuchte Farbstoffe

Neben dem Dabcyl wurden auBerdem noch voltammetrische Versuche mit
Fluorescein und dem in der Molekularbiologie als Texas Red bezeichneten Sulfo-
rhodamin 101 durchgefiihrt (Abb. 5.12). Da fiir diese Farbstoffe bereits elektro-
chemische Nachweismethoden beschrieben wurden, lag hier ebenfalls die Ver-
mutung der Einsatzmoglichkeit dieser Substanzen als redoxaktive Targetmarkierung

nahe.

Sulforhodamin 101

Fluorescein
Texas Red

Abb. 5.12: Strukturen der beiden Farbstoffe

Bei beiden Fluoreszenzfarbstoffen konnte an der reinen Goldelektrode mittels ACV
und CV bei sehr niedrigen Potentialen ein Signal ermittelt werden. Allerdings
befanden sich diese Potentiale in einem Bereich von iiber -650 mV. In diesem
Potentialbereich kommt es zur Desorption der fiir die DNA-Hybridisierung
notwendigen SAM. Der sich daraus ergebende Anstieg iiberlagert das Messsignal

und erschwert dadurch die Messung zusétzlich. (Abb. 5.13).
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Abb. 5.13: ACV-Diagramme fiir | mM Sulforhodamin (oben links) und 1mM Fluorescein
(oben rechts). Darunter die Diagramme fiir die markierten Targets. Sulforho-
damin-Markierung links und Fluorescein-Markierung rechts. Messpuffer 10 mM
TRIS mit 0,5 M Na,SO, pH 7,5. Hybridisierung je 30min in 160 nM Target bei

Raumtemperatur und 1000 U/min.

Aufgrund dieser Tatsache und der hohen Kosten fiir diese Targets wurden die

Versuche vorldufig eingestellt.

5.3.3 Herkommliche elektrochemisch aktive Marker

5.3.3.1 Ferrocen-Marker

Ein weit verbreiteter Redoxmarker ist das Ferrocen, dessen Reaktionsmechanismus
gut untersucht ist. Dieser Marker und andere Metallocene kamen im letzten Jahr-

44,166

zehnt sowohl als Intercallatoren als auch als kovalent gebundene Variante an

Nukleinsiuren'>>'%” und verschiedenen SAM’s'®® zum Einsatz.
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Abb. 5.14: ACV-Peak von 80 nM Ferrocen-Target nach 4 min Hybridisierung in 0,5 M PB
pH 7,0(A) an einer Drahtelektrode bei 23 °C und der Reaktionsmechanismus von

Ferrocen(B). In A Grundlinie rot, Hybridisierungspeak blau.

Wie aus Abb. 5.14 erkennbar ist, handelt es sich bei Ferrocen um einen Sandwich-
Komplex, der unter Elektronenabgabe zu dem 3wertigen Ferrocin oxidiert wird.

Das Signal dieser einfachen Markierung war fiir die SWV-Messung zu klein, lag
aber bei der ACV-Messung nach 4 min Hybridisierung in 80 nM Target bei Raum-
temperatur an der rotierenden Scheibe bei 1000 U/min immer noch im Bereich von
100-300 nA. Das bedeutet, dass bei einem Zehntel der Dabcylkonzentration das
Hybridisierungssignal um das 5-15fache hoher ist. Allerdings neigte dieses Target
bei den Wiederholungsmessungen nach einer Hybridisierung zu einem stdrkeren
Signalverlust. Die Ursache daftir besteht darin, dass der wéhrend der Messung
gebildete Fe’"-Komplex relativ schnell zerfillt. Dieses Problem kann umgangen

werden, wenn die Messung mit einer sehr schnellen cyclischen Voltammetrie
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durchgefiihrt oder das Potential unmittelbar nach der Messung zuriickgesetzt wird.
Bei Einsatz dieser Methoden wird die Riickreaktion beschleunigt und dadurch der

Redoxindikator weniger gestresst.

5.3.3.2 Osmium-markierte Targets

Im Verlauf dieser Arbeit zeigte sich die Notwendigkeit, nach Alternativen zu den
urspriinglich verwendeten Targets, welche mit Ferrocen markiert waren, zu suchen.
Neben dem in Kapitel 5.3.1 beschriebenen und untersuchten Dabcyl, einem Azofarb-
stoff, erwies sich in unserer Arbeitsgruppe die von Palecek’®"**'® et al. in den 80er

Jahren entwickelte Markierung von DNA mit tertidren Amin-Komplexen des Os-

Tetroxids als eine sehr gute Alternative.

8

| A

Abb. 5.15: SWV-Hybridisierungspeak von 160 nM osmiummarkierten Target an einer
rotierenden Scheibenelektrode in 10 mM Tris-Puffer pH 7,5 (A) und

Reaktionsmechanismus des Os-Komplexes (B)
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Diese hatte auch den Vorteil, dass die Darstellung dieser Markierung sehr einfach ist.
Dadurch wurde auerdem die Abhéngigkeit unserer Arbeitsgruppe von der ohnehin
geringen Anzahl der Anbieter redoxaktiv markierter Targets verringert.

Bei der hier verwendeten Osmium-Markierung konnte wegen der mehrfachen
Ausbildung des redoxaktiven Komplexes an den Thymidin-Resten der DNA ein
besonders grofes Signal beobachtet werden. Fojta et al. beobachteten bei einer
adsorptiven Stripping Voltammetrie mit Os-markierten Targets an Elektroden aus
pyrolitischen Graphit vergleichbare Signale®’. Allerdings erfolgte die Detektion nach
einer Aufreinigung des Targets mit magnetischen Nanobeads und anschlielender
Dehybridisierung an unmodifizierten Elektroden. Nachteilig bei der Darstellung
dieser Markierung ist die hohe Toxizitdt des Osmium(VIII)-Oxids, wobei die in
unserem Labormalstab eingesetzten geringen Mengen die Grenzwerte nicht
tiberschreiten werden. Der Grenzwert, der sogenannter MAK-Wertes, von 2 mg/m?
am Tag wurde nicht erreicht. Das lag daran, dass die Arbeiten einerseits unter einem
Abzug erfolgten und die stark verdiinnten Losungen andererseits in sehr geringen
Mengen eingesetzt wurden.

Wihrend des Einsatzes dieser Markierung wurde festgestellt, dass eine Qualitdtskon-
trolle und verbesserte Reinigung des modifizierten Targets noch ausgearbeitet und
eingefiihrt werden muss. Dadurch wére auch der Erhalt vergleichbarer Targetchargen
gewihrleistet.

Der Einfluss von Sekundérstrukturen, dass heift der Ausbildung von intramoleku-
laren Doppelstrdangen, ist bei den hier verwendeten kurzen Oligomeren mit 25 Basen
vernachlédssigbar. Das zu modifizierende Thymidin-Pentamer besitzt eine end-
standige Lage, die weder durch das Target oder den Schutzstrang blockiert werden

kann
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5.3.4 Vergleich der Marker

Marker Detektionsbereich
Dabcyl >10'M
Fluoreszin -

Texas Red -

Ferrocen >10°M
[OsO4(bipy)]- >10"M
Komplex

Tab. 5.1.: Verwendete Marker und Detektionsbereich

Wie aus Tab. 5.1 zu erkennen ist, eignet sich von den optischen Markern das Dabcyl
zur Detektion der Hybridisierung von Nukleinsduren. Allerdings liegt der Detek-
tionsbereich weit iiber dem der Ferrocen- und Osmium-markierten Targets. Die

Ursache dafiir liegt in dem irreversiblen Reaktionscharakter der Dabcyl-Markierung.

5.4 Einfluss der Reaktionsparameter auf das Hybridi-

sierungssignal

In diesem Kapitel soll der Einfluss der Reaktionsparameter an der Scheibenelektrode
beschrieben werden. Grundlage dafiir bilden die nur mit dieser Elektrode durch-

gefiihrten Versuche.

5.4.1 Konvektion an der Elektrodenoberflache

Um die fiir unsere Versuchsanordnung mit der rotierenden Scheibenelektrode opti-
male Drehzahl zu bestimmen, wurde das Hybridisierungssignal nach 4 min bei ver-
schiedenen Drehzahlen ermittelt. Durch die Rotation der Scheibenelektrode wird
eine drehzahlabhéngige Konvektion der Probenlosung an der Elektrodenoberflédche
verursacht. Dadurch ist es moglich mit dieser Versuchsreihe auch eine Aussage iiber

den Einfluss der Konvektion wihrend der Hybridisierung auf das Signal zu treffen.
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Abb. 5.16: Einfluf3 der Drehzahl auf das Hybridisierungssignal bei 7(leer) und 23°C(voll) in
10 mM TRIS

Wie aus der Abb. 5.16 zu erkennen ist, konnte bei Raumtemperatur im Bereich von
0-500 U/min ein sehr starker Anstieg des Signals nachgewiesen werden, dieser
flachte bis 1000 U/min stark ab und ging mit zunehmender Drehzahl in ein Plateau
tiber.

Dieses Verhalten bei der voltammetrischen Analyse kleinerer Analyten als Nuklein-
sduren ist bereits seit den 60er Jahren bekannt. So beobachteten bereits 1962 Azim
und Riddiford bei Versuchen mit einer Elektrode &hnlichen Typs mit Kalium-
hexacyanoferrat im Bereich von 0 bis 559 U/min eine Sittigung des Reduktions-
signals'”’. Spitere Messungen mit anderen einfachen Ionen und niedermolekularen
organischen Verbindungen bestétigten einen Einfluss der Rotationsgeschwindigkeit
auf das Messsignal. Der Einsatz dieser Technik bei der Detektion von Nukleinsiduren
wurde bisher noch nicht untersucht. Lediglich Vanderhoeven et al. unternahmen
2005 einen dhnlichen Versuch mit einer drehbar gelagerten Hybridisierungskammer,
allerdings nur in einem Drehzahlbereich von weniger als 150 U/min bei dem die
Sittigung noch nicht erreicht wurde'”".

Die Tatsache, dass es im Drehzahlbereich ab 1000 U/min zur Ausbildung eines

Plateaus kommt, beweist, dass fiir das Signal nicht die Anstromgeschwindigkeit zur
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Elektrodenoberfliche sondern die Diffusion zur und auf der Elektrodenoberfldche
ausschlaggebend ist.

Durch eine zusétzliche Bestimmung der Signalabhingigkeit von der Drehzahl bei
7 °C konnte auch die Abhingigkeit von der Reaktionskinetik bestimmt werden. Bei
den Messreihen in der Kélte wurden nur sehr geringe Signaldnderungen bei geringer

Hohe beobachtet.

5.4.2 Dauer der Hybridisierung

Ein weiterer Parameter, der untersucht wurde, ist die Hybridisierungszeit. In der
folgenden Abbildung sind die bei der Messung bei 23 °C und einer Konzentration
von 800 nM Dabcyl-markierten Targets erhaltenen Werte dargestellt.
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Abb. 5.17 : Zeiteinfluss auf das Hybridisierungssignal des Targets Dabcyl an einer Scheiben-
elektrode bei 1000 U/min und Raumtemperatur in 800 nM Target-Losung

Wie zu erkennen ist, liegt der lineare Bereich der Hybridisierungszeit-Signal-Kurve
unter 10 min, von 10-15 min erfolgt eine leichte Abflachung. Mit zunehmender
Hybridisierungsdauer nimmt der Anstieg weiter ab. Die beschriebene Abflachung ist
ebenfalls auf eine nach iiber 10 min einsetzende Séttigung der Sonden mit Targets

zuriickzufiihren, die nach ca. 15 min zum gréBten Teil abgeschlossen ist.
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In einem zweiten Versuch wurden mit einer Tetrathiol-modifizierten Sonde und
80 nM Ferrocen-markierten Target der Einfluss der Hybrisierungszeit bei der Schei-

benelektrode bei 0 U/min und bei 2000 U/min bei 4 und 22 °C untersucht.
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Abb. 5.18: Einfluss der Hybridisierungszeit bei 0 und 2000 U/min bei 4°C und Raumtem-
peratur an einer Scheibenelektrode mit Tetrathiol-Sonde und 80 nM Fc-Target in

0,5 M Na,SO4-Losung mit jeweils einer SAM pro Temperatur.

Dabei zeigt sich bei den Scheibenelektroden bei 2000 U/min nach 30 min bereits bei
4 °C als auch bei 22 °C eine beginnende Sittigung, wiahrend bei der Effekt bei
0 U/min kaum ausgeprigt ist. Ebenfalls zu erkennen ist, dass die Signalhohe bei
Raumtemperatur und 2000 U/min bei einer Hybridisierungszeit unter 15 min etwa
doppelt so hoch ist wie bei 4 °C, danach é&ndert sich die Differenz nur noch
geringfiigig. Dieser Versuch bestitigt dadurch auch die unter 5.4.1. erhaltenen
Ergebnisse mit einem anderen Sonden/Target-System. Dadurch wird auch gezeigt,
dass die durch Temperatur, Drehzahl und Zeit verursachten Verdnderungen in der
Hohe des Hybridisierungssignals unabhéngig von der Markierung bzw. der fiir die

Immobilisierung notwendigen aktiven Gruppe sind.
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5.4.3 Temperatur wahrend der Hybridisierung

Der Einfluss der Hybridisierungstemperatur ist in der folgenden Abbildung
dargestellt.
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Abb. 5.19: Einfluss der Hybridisierungstemperatur auf das Hybridisierungssignal von 800
nM Target-Dabcyl nach 8 min und 1000 U/min in 10 mM Tris pH 7,5

Die Messungen erfolgten nach einer 8 min langen Hybridisierung in einem tem-
perierten Becherglas mit 3 ml 800 nM dabcylmarkierter Targetlosung unter Riihren.
Dabei konnte nur eine geringe Erhohung des Signals im Bereich von 23 bis 40 °C
beobachtet werden, danach erfolgte ein Abfallen des Signals bis auf den Aus-
gangswert der Messung. Die Erhohung des Hybridisierungssignals bis zu einem

172
l."“ und von

Optimum der Hybridisierungstemperatur wurde auch von Fojta et a
Flechsig et al.””' mit Osmium-markierten Targets beobachtet. Das Temperatur-
optimum fiir die Hybridisierung lag bei der Arbeitgruppe Fojta bei etwa 27 °C. Die
Abweichung ldsst sich dadurch erkldren, dass dafiir eine andere Sequenz verwendet
wurde. Flechsig hingegen konnte das Temperaturoptimum mit diesem Target an der
Scheibenelektrode bestédtigen. Die geringe Signalerhohung ldsst sich durch die

irreversible Reaktion der Markierung und die durch die hohe Konzentration des
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Targets hervorgerufene teilweise Séattigung erkldaren. Da die Elektrodenoberfldche
mit den immobilisierten Sonden ein zweidimensionales System darstellt, kann die
Zunahme des Hybridisierungssignals bis zum Temperaturoptimum durch eine von
der zugefithrten Warme verursachte verstirkte Diffusion der Nukleinsduren, vor
allem des Targets, auf der Oberfliche erkldrt werden. Durch das ab etwa 40 °C
beginnende Aufschmelzen und dem damit verbundene Auseinanderdiffundieren der
bereits gebildeten Sonde/Target-Duplexe kommt es zu einem mit zunehmender
Temperatur stiarkeren Signalverlust. Im Gegensatz dazu zeigt sich das Aufschmelzen
der DNA in den Schmelzkurven durch einen Anstieg der Absorption ab 40 °C (s.
Abb. 5.2).

5.4.4 Konzentration des Targets

In Abb. 5.20 ist der Einfluss der Konzentration auf das Hybridisierungssignal nach

15 min bei Raumtemperatur zu sehen.

12 4

10 4

Peakhéhe / nA

- |
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
c/ uM

Abb. 5.20: Kalibrierkurve fiir das Target Dabcyl. Messung nach 8 min bei 1000 U/min bei
Raumtemperatur
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Die Kalibrierung erfolgte dabei im Bereich von 50 bis 800 nM Target Dabcyl. Die
Konzentration ist im Vergleich zu den Ferrocen-und Osmium-Markierungen sehr
hoch. Wie zu erkennen ist, erstreckt sich der linecare Bereich von 50 bis etwa
400 nM, danach kommt es zu einer geringfiigigen Abflachung des Signalanstieges.
Die Abflachung ist auf eine fortschreitende Sattigung an der Elektrodenoberfldache
wihrend der Hybridisierung zuriickzufiihren. Die Nachweisgrenze fiir dieses System
wurde mit 109 nM graphisch ermittelt.

Bei anderen Systemen, wie z. B. Ferrocen- und Os-Markierungen, ist das Abflachen
der Signal-Konzentrationskurve bei geringeren Konzentrationen und kiirzeren Hybri-

disierungszeiten stirker ausgeprigt'”'.
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Abb. 5.21: Abhingigkeit des Hybridisierungssignals von der Konzentration des Ferrocen-
Targets bei 2 verschiedenen SAMs an einer Drahtelektroden mit Monothiol-

Sonde nach 8 min Hybridisierung bei 45 °C in 0,5 M PB bei pH 7,0

In Abb. 5.21 ist die Abhdngigkeit des Hybridisierungssignals von der Konzentration
des Fc-Targets an einer Drahtelektrode dargestellt. Wie zu erkennen ist, konnte
bereits bei einer Konzentration von 0,5 nM ein Signal von etwa 40 pA gemessen
werden, wobei das Hintergrundrauschen weniger als ein Drittel des Gesamtpeaks

betrug. Da eine exaktere Auswertung bei den wenigen Messwerten dieser Ver-
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suchsreihe nicht moglich war, wird in diesem Fall anstelle der Nachweisgrenze der

kleinstmogliche auswertbare Messwert von 0,5 nM angegeben.

5.5 Vergleich der Elektrodentypen

In der hier vorliegenden Arbeit wurden 3 verschiedene Elektrodentypen verglichen,
die sich im Aufbau und der Handhabung unterscheiden. Dabei handelte es sich um
die von Metrohm erhiltliche Scheibenelektrode, die durch das in ihrer Riickseite
eingearbeitete Gewinde wahlweise auf einen einfachen oder mit einem Motor
kombinierten Elektrodenhalter montiert werden kann, die durch eine in eine Kera-
mikschicht eingelassene Heizung indirekt heizbare LTCC-Elektrode und die in
unserer Arbeitsgruppe entwickelte mit Wechselstrom direkt heizbare Drahtelektrode.
Als Elektrodenmaterial diente bei allen 3 verwendeten Typen Gold.

Ziel des Vergleichs war es, den Einfluss von Elektrodenheizung und Konstruktion
auf Stabilitdt der SAM, die Selektivitidt des Sensors und das Hybridisierungsver-

halten der Sonden an der Elektrodenoberfliche zu untersuchen.

5.5.1 Empfindlichkeit

In dem folgenden Abschnitt werden die einzelnen Elektrodentypen in Bezug auf das
Hybridisierungssignal miteinander verglichen. Zu diesem Zweck wurden die Strom-
dichten nach von der Draht- und Scheibenelektrode nach 4 min Hybridisierung in
80 nM Ferrocen-markierten Target bei Raumtemperatur in 0,5 M PB pH 7,0 und die
der Scheiben- und LTCC-Elektrode nach 8 min Hybridisierung mit 160 nM Os-
mium-markierten Target in 10 mM TRIS-Puffer mit 0,5M Na,SOs pH 7,5
miteinander verglichen.

Wie aus Abb. 5.22A zu erkennen ist, besitzt die Scheibenelektrode bezogen auf die
grafische Oberfldache die hochste Stromdichte, dieser Wert ist etwa 6-7mal hoher als
der Wert der Drahtelektrode unter vergleichbaren Bedingungen. In dem Teil B sind
die Stromdichten von LTCC- und Scheibenelektrode dargestellt, dabei ist zu
erkennen, dass die Stromdichte, bezogen auf die graphische Oberfliche der Schei-

benelektrode etwa doppelt so hoch ist wie die der LTCC-Elektrode.
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Abb. 5.22: Vergleich der Stromdichten, bezogen auf die graphischen Oberfldchen, an nicht
heizbaren(a) und heizbaren Elektroden(b) bei 24 °C. (A) RDE und Drahtelektrode
nach 4 min Hybridisierung mit 80 nM FcT in TRIS-Puffer. (B) RDE und LTCC-
Elektrode nach 8 min Hybridisierung mit 160 nM TOs in TRIS-Puffer.
Scheibenelektrode mit 1000 U/min und Drahtelektrode bei 3 °C mit 600 mA und
LTCC-Elektrode bei 7 °C mit 3,2 V Heizstrom geheizt.
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Aufgrund dieser Beobachtungen lassen sich die einzelnen Elektrodentypen in Bezug

auf die Stromdichte in folgender Reihenfolge ordnen.

rotierende Scheibenelektrode > LTCC Elektrode > Drahtelektrode

Vergleicht man die verwendeten Elektrodentypen in Bezug auf Aufbau des
Elektrodenkorpers und der ihn umgebenden Diffusionsschicht, so wird man
feststellen, dass diese sich in diesen beiden Punkten stark unterscheiden.

Davon ausgehend, dass die Diffusionsschicht, deren Dicke von Beckmann mit 8§ pm
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ermittelt wurde "°, den Elektrodenkorper gleichmiBig iiberzieht, lassen sich die

Elektroden und ihre Diffusionsschichten wie in Abb. 5.23 darstellen.

A B C

Abb. 5.23 : Darstellung von Elektroden und Diffusionsschichten. (A) Drahtelektrode (B)
Scheibenelektrode (C) LTCC-Elektrode Darstellung A im Querschnitt, B und C
Ausschnitt von der Elektrode. Gelb Elektrode, Grau Diffusionsschicht,
Elektrodenhalter gemustert.

Die Drahtelektrode besitzt wegen ihres geringen Durchmessers von 25 um das grof3-
te Verhiltnis von den Oberfldchen von Diffusionsschicht und Elektrode. Die Schei-
benelektrode besitzt eine glatte Oberfliche und dadurch das kleinste Verhiltnis
dieser beiden Parameter.

Die LTCC-Elektrode besitzt eine hohe, durch das Herstellungsverfahren verursachte,
Rauhigkeit. Die fithrt dazu, dass die elektrochemisch aktiven Bereiche von der
Grenze der Diffusionsschicht unterschiedlich weit entfernt sind, da auf der Ober-

fliche sowohl ebene als auch hervorstehende Elektrodenbereiche vorhanden sind.
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Abb. 5.24: Mikroskopische Aufnahme des Elektrodenkorpers einer LTCC. links mittlerer
Bildausschnitt 10fach vergroBert.

Diese hier beschriebenen Verhiltnisse fithren dazu, dass sich bei den einzelnen
Elektrodentypen die Geschwindigkeiten fiir die Séttigung der gesamten Elektroden-
oberfldchen unterscheiden. So erfolgt die Sittigung der Oberfliche der Drahtelek-
trode bedingt durch das deutliche gréBere Verhidltnis der Oberflichen von
Diffusionsschicht und Elektrodenoberfliche, schneller als bei der Scheibenelektrode.
Die Ursache dafiir besteht darin, dass die Eintrittsgeschwindigkeit in die
Diffusionsschicht und die Diffusionsgeschwindigkeit konstant sind. Die Ober-
flichenstruktur der LTCC verhindert die Bildung von grof3flachigen Bereichen in
denen sich nur die Sonde befindet. Das hat eine stabilere SAM zur folge. Eine
gegenseitige Behinderung der Sonden ist weniger stark ausgeprégt als bei der RDE.
Dadurch lasst sich auch erkldren, warum die beiden heizbaren Elektroden schneller

die Sattigung erreichen als die rotierende Scheibenelektrode.

80



5.5.2 Sondenoberflachenbeladung und Einfluss der Hybridi-
sierungstemperatur auf die SAM

In Abb. 5.25 ist die Oberflichenbelegung der Drahtelektrode und der Scheibenelek-

trode von Metrohm dargestellt.
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Abb. 5.25: Vergleich der Oberfldchenbelegung von Draht- und Scheibenelektrode mit

immobilisierter Monothiol-Sonde

Wie zu erkennen ist, ist die Oberflachenbelegung der Scheibenelektrode etwa 3mal
groBer als die der Drahtelektrode. Die Bestimmung der Oberflichenbelegung er-
folgte mittels Chronocoulometrie mit Rutheniumhexamin(lll)-Chlorid bei jeweils 3
verschiedenen SAM’s. Als Bezugsgrof3e diente dabei die graphische Oberfldche. Die
Oberflachenbelegung der Drahtelektrode mit dem Monothiol-Linker liegt mit einem
Wert von 4,6 pmol/cm? nahe dem in der Literatur von Steel et al beschriebenen
Optimum™®. Bei der Immobilisierung des Hexathiollinkers auf der Drahtelektrode

ergab die Uberpriifung der Oberflichenbelegung, dass nur ein geringer Teil der
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Sonde auf der Oberflache immobilisiert war. Aullerdem konnte dabei kein stabiles
Signal erzeugt werden, da die Oberflichenbelegung zu gering war.

Um den Einfluss der Hybrisierungstemperatur auf die Sonde-SAM an der Draht- und
Scheibenelektrode zu iiberpriifen wurden mittels Chronocoulometrie die Anderung
der Oberflachenbelegung der Sonde nach jeweils 4 min bei 24, 70 und 24 °C
tiberpriift. Nach jeder Messung wurden die Drahtelektroden in destilliertem Wasser
30 sec. bei Raumtemperatur mit 670 mA Heizstrom erhitzt, wogegen die Scheiben-
elektrode 10 sec. in 80 °C heiBles Wasser getaucht wurde.

Die Messung erfolgte mit der bereits unter 4.2.2 beschriebenen Messanordnung.
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Abb. 5.26: Einflu3 von Temperaturstress auf Hybridisierungsignal und Oberflichenbelegung
an Draht-(grau) und Scheibenelektrode(schwarz).

In Abb. 5.26 ist die Anderung des Hybridisierungssignals bei denselben Tempera-
turen dargestellt. Dabei konnte bei der Drahtelektrode eine einmalige Abnahme der
Oberflachenbelegung um 15-20 %, bei der Scheibenelektrode hingegen -eine
schrittweise Abnahme der Oberflichenbelegung um 2-5 % beobachtet werden.
Interessant ist allerdings, dass der Verlust der Hohe des Detektionspeaks bei der
Scheibenelektrode bei dem 70 °C-Signal bis zu 100% betrug. Wogegen bei der
Drahtelektrode kaum eine Abnahme beobachtet wurde. Allerdings fiel das Signal bei
der zweiten Messung bei 24 °C auf fast 60 %.
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Durch die Desorption der Sonden von der Elektrodenoberfldache allein, kann diese
Tatsache nicht erklart werden, da die Abnahme der Oberfldchenbelegung deutlich
geringer ausfillt. Beide Elektrodentypen zeigten bei der dritten Messung, die bei
24 °C statt fand, keine vollstindige Regenerierung des Hybridisierungssignals. Die
Ursache fiir den starken Signalverlust kann nur durch die Umstrukturierung der SAM
bei erhohter Temperatur erkldrt werden. So beschrieben Prathima et al. die Bildung
hexagonaler Bereiche von Mercaptoalkanen bei unvollstindigen Alkan-SAM’s'™.
Beriicksichtigt man aullerdem, dass SAM’s keine starren Gebilde darstellen, ist es
vorstellbar, dass sich die einzelnen Bestandteile der Sonden-SAM ebenfalls zu
solchen hexagonalen Bereichen zusammenlagern. Das fiihrt dazu, dass sich die
Monothiol-Sonden bei der Hybridisierung mit dem Target gegenseitig behindern. Bei
den Mehrfachlinkern tritt dieser Effekt nicht auf, da die im Vergleich zu den
Monothiollinkern relativ groflen Linker fiir einen gréf8eren Mindestabstand zwischen
den DNA-Einzeltringen der Sonde sorgen und somit den fiir die Hybridisierung
notwendigen Raum teilweise zur Verfiigung stellen. Diese Tatsache wird durch
Versuche von anderen Arbeitsgruppen mit anderen groBvolumigen Kopp-

lungsgruppen, sogenannten Dendrimeren bei optischen DNA-Chips bestitigt.'

5.5.3 Kalibrierkurven

In Abb. 5.27 ist der Einfluss der Targetkonzentration auf die Signalhthe dargestellt.
Die Messung erfolgte bei beiden Elektrodentypen nach einer 8 min langen
Hybridisierung in der jeweiligen Targetlosung bei 32 °C. Die Temperatur wurde bei
der LTCC durch Heizen der Elektrode mit 4,4 V Gleichspannung in einem auf 7 °C
temperierten Probengefdl und bei der RDE durch Einstellen der Temperatur der
gesamten Probe erreicht. Um die Diffusionsbedingungen an der Elektroden-
oberflache konstant zu halten, wurde die Hybridisierung an der RDE bei 1000 U/min
durchgefiihrt. Im Gegensatz dazu ist bei der LTCC die zusétzliche Erzeugung einer
Konvektion nicht notwendig, da durch den Temperaturgradient, der beim Heizen

entsteht, eine thermisch bedingte Konvektion entsteht.
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Abb. 5.27: Kalibrierkurven fiir Os-markier-

tes Target. Gesamter Bereich
von 0,5 bis 80nM fiir LTCC
(leerer Kreis) und RDE (voller
Kreis) oben links. Bestimmung
Nachweisgrenze LTCC unten
links;, RDE oben rechts.
Bestimmung mit je 3 SAMs
nach 8 min Hybridisierung in
TRIS-Puffer pH 7,5 bei 32 °C,
bei RDE zusitzlich 1000 U/min.

Fiir die Ermittlung der Nachweisgrenzen wurden jeweils die Kalibrierreihen von 3

verschiedenen SAM’s je Elektrodentyp eingesetzt. Durch die graphische Auswertung

konnte fir die LTCC eine Nachweisgrenze von 3,10 nM und fiir die RDE von

3,58 nM bestimmt werden. Unter Berticksichtigung der Schwankungen der einzelnen

SAM’s je Elektrodentyp sind diese beiden Elektrodentypen in Bezug auf ihre Nach-

weisgrenzen sehr gut vergleichbar.
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5.5.4 Verhalten des Signals in Abhdngigkeit von der

Hybridisierungszeit
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Abb. 5.28: Einflu} der Hybridisierungszeit auf die Signalhohe. Rotierende
Scheibenelektrode (gefiillt), LTCC (leer)

Abb. 5.28 zeigt die Abhédngigkeit des Signals von der Hybridisierungszeit an einer
geheizten LTCC-Elektrode und einer mit 1000 U/min rotierende Scheibenelektrode
bei einer Hybridisierungstemperatur von 23 °C. Die Konzentration des verwendeten
Targets betrug 160 nM.

Die Graphen beider Elektrodentypen zeigen mit zunehmender Hybridisierungszeit
eine Abflachung des Signalstroms, die bei der LTCC sehr stark und bei der RDE sehr
schwach ausgeprigt ist. Fiir die LTCC kann im Bereich bis 4 min ein starker, fast
linearer, Anstieg beobachtet werden, wogegen dieser lineare Bereich bei der RDE bis
auf 8 min ausgedehnt werden kann. Nach diesem Bereich kommt es zu einer
Abflachung des Graphen, die bei der RDE nur gering ausgeprégt ist. Bei der LTCC
ist dieser Effekt stiarker ausgeprigt und geht nach 10 min deutlich erkennbar in die
Sattigung iiber. Eine mogliche Erklarung dafiir liefert die Oberflachenstruktur der
beiden Elektrodentypen. An der LTCC sind, durch ihre raue Oberfldche bedingt, die
Sonden unterschiedlich gut fiir das Target zugidnglich. So ist die Hybridisierung des

85



Targets mit den Sonden auf einem Farbpartikel leichter, als mit denen auf der
Goldschicht dazwischen. Dadurch ist auch zu erwarten, dass zuerst die Sonden auf
den frei zugénglichen Farbpartikeln mit dem Target geséttigt werden. Im Gegensatz
dazu ist die Scheibenelektrode eben. Deshalb ist hier der Weg zu den einzelnen

Sonden auf der gesamten Elektrodenoberfldache gleich.

5.5.5 Temperatureinfluss wahrend der Hybridisierung
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Abb. 5.29: Vergleich der Temperatur-Hybridisierungssignal-Kurven von LTCC (leer) und
RDE (gefiillt)

In Abb. 5.29 ist der Einfluss der Hybridisierungstemperatur auf das Signal dar-
gestellt. Daraus ist zu erkennen, dass sich die Graphen der beiden Elektrodentypen
fiir diese Messung nach 8 min Hybridisierung in 160 nM TOs in ihrem Verlauf
deutlich unterscheiden. Besonders auffillig ist dabei, dass die Kurve von der RDE
bei den ersten 3 Messpunkten expotentiell ansteigt, wogegen bei der LTCC ein fast
linearer Anstieg in diesem Bereich zu beobachten ist. AnschlieBend kommt es zu
einer Abflachung des Graphen bis zum Optimum, wobei sich die beiden Elektro-
dentypen in diesem Temperaturoptimum bei 8 min Hybridisierungszeit kaum vonein-
ander unterscheiden. Der Abfall des Hybridisierungssignals nach dem Optimum

verlauft bei beiden Elektrodentypen expotentiell.
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Abb. 5.30 stellt denselben Zusammenhang fiir eine Draht- und eine Scheiben-
elektrode in 0,5 M Phosphatpuffer pH 7,0 mit ferrocen-markierten FRIZ-Target dar.
Die Hybridisierungszeit betrug 4 min, wobei wihrend der Hybridisierung die
Scheibenelektrode mit 1000 U/min gedreht, die Drahtelektrode allerdings nicht
bewegt wurde, da diese beim Heizen ihre Konvektion selbst erzeugte. Wie erkennbar
ist, konnte bei beiden Elektrodentypen eine glockenférmige Temperatur-Signal-
Kurve fiir den Temperaturbereich von 4 bis 70 °C ermittelt werden. Um den Verlauf
der Temperatur-Signal-Kurven besser sichtbar darzustellen, wurde bei beiden
Kurven eine Normierung mit dem fiir den jeweiligen Elektrodentyp erreichten
Maximalstrom vorgenommen. Bei Verzicht dieser Mallnahme wire das Temperatur-
optimum der Drahtelektrode kaum zu erkennen, da es sich im Bereich von unter

10 % des Signals der Scheibenelektrode bewegen wiirde.
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Abb. 5.30: Vergleich des Temperatureinflusses bei rotierender Scheiben- (gefiillt) und direkt

geheizter Drahtelektrode (leer). Hybridisierungen erfolgten 4 min in 80 nM
Ferrocen-Target in 0,5 M Posphatpuffer pH 7,0.

Ebenfalls zu erkennen ist, dass der Temperatursteigerungseffekt an der Drahtelek-
trode stirker ausgeprégt ist, und dass das Maximum bei dem Elektrodentyp um etwa
12 °C hoher liegt als bei der Scheibe. Bei der Drahtelektrode wurde bei 4 °C das

geringste Signal aufgezeichnet, wahrend bei der Scheibenelektrode das Minimum bei
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60 °C gefunden wurde. Diese beiden Effekte lassen sich darauf zuriickfiihren, dass
bei der Drahtelektrode die Konvektion durch den Temperaturgradienten an ihrer
Oberflache erzeugt wurde und dadurch mit zunehmender Temperatur gesteigert
wurde, wogegen bei der Scheibenelektrode eine durch die Rotation verursachte

gleichmiBige Konvektion vorhanden war.

5.5.6 Selektivitdt von Draht- und Scheibenelektrode

100 pA |

Abb. 5.31: Vergleich von komplementdren und nichtkomplementéren Ferrocen-Target in
0,5 M Phosphatpuffer pH 7,0. Grundlinie (a), 80 nM komplementéres Target 4
min bei 42°C (b), 80 nM nichtkomplementéres Target 4 min bei 42°C (c), 80 nM
Target 4min bei 3°C (d), 80 nM nichtkomplementéres Target bei 3°C (d)

In Abb. 5.30 ist der Einfluss der Targetsequenz auf das Hybridisierungssignal an
einer direkt heizbaren Drahtelektrode dargestellt. Die Messungen erfolgten in 80 nM
Ferrocen-Target bzw. nichtkomplementiren Target in 0,5 M Phosphatpuffer pH 7,0.

Bei der ersten Messung nach 4 min Hybridisierung bei 42 °C mit dem nicht-
komplementiren Target konnte noch ein geringes Restsignal beobachtet werde, dass
allerdings nach einer kurzen Behandlung der hybridisierten Elektrode fiir 1 min in
52 °C warmen Messpuffer verschwand. Im Gegensatz dazu konnte mit dem kom-
plementdren Target unter diesen Bedingungen mit fast 600 pA ein fiir die
Drahtelektrode sehr gutes Signal erreicht werden, welches auch noch nach dem
einmintiitigen Eintauchen in warmen Messpuffer bestand. Dieser Versuch wurde bei

3 °C mit derselben Elektrode wiederholt, wobei hier nur bei dem komplementéren
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Target ein sehr kleines Signal nachweisbar war. Das Signal unterschied sich vom
Grundrauschen allerdings nur geringfiigig.

Der Vergleich von komplementéren und nicht komplementdren Dabcyl-markierten
Targets erfolgte durch den Einsatz von 2 Sonden mit verschiedenen Sequenzen und
einem Target. Die Untersuchung wuren nach einer 10 miniitigen Hybridisierung in
800 nM Target bei der komplementdren Sonde und 30 min Hybridisierung bei der
nichtkomplementéren Sonde durchgefiihrt. Die Oberflaichenbelegung wurde vorher
mittels Chronocoulometrie iiberpriift. Dabei konnte festgestellt werden das sich die

beiden Sonden in diesem Punkt nicht voneinander unterschieden.
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Abb. 5.32: EinfluB von komplementdren und nichtkomplementiren Nukleinsduren auf
Signal. Messungen bei Raumtemperatur in TRIS-Puffer pH 7,5. Grundlinie der
FRIZ-Sonde (a), 15 min Hybridisierung mit 0,8 pM komplementdren Dabcyl-
Target (b), Grundlinie der EcoR-Sonde (c), 30 min Hybridisierung von EcoR mit
0,8 uM Dabcyl-Target (d)

In der Abbildung 5.31 sind die Grundlinie, dass heiit das Signal in reinen 10 mM
TRIS Puffer mit 0,5 M Natriumsulfat pH 7,5, der komplementidren Sonde (a), das
Hybridisierungssignal der komplementire Sonde mit 800 nM Dabcyltarget nach
15 min (b), die Grundlinie fiir die nichtkomplementire Sonde (c) und das Signal
nach 30 min Hybridisierung fiir das nichtkomplementédre Nukleinsdurepaar (d) dar-
gestellt.

Diese Versuche zeigen, dass sowohl die direkt heizbare Drahtelektrode, als auch die
verwendeten Sonden und Targets fiir einen selektiven Nachweis der komplementiren

Nukleinsduren geeignet sind.
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Wie zu erkennen ist, ist nur nach der Hybridisierung der mit Dabcyl-markierten
komplementdren Nukleinsduren ein Signal zu erkennen. Das bedeutet, dass dieses
System trotz der notwendigen hohen Konzentration eine sehr hohe Selektivitit
gegeniiber komplementéren Nukleinsiduren besitzt.

Wie aus den Versuchen zu erkennen ist, besitzen die heizbaren Elektroden den
Vorteil, dass die Temperatur wahrend der Hybridisierung auf einen Wert in der Néhe
des Schmelzpunktes eingestellt werden kann, ohne die gesamte Hybridisierungs-
16sung aufzuheizen. Dadurch kann die Selektivitét fiir das Target auf einer Elektro-

denoberfliache zusitzlich erhoht werden.

6. Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Verwendbarkeit von geheizten Elektroden
fur den Hybridisierungsnachweis von Nukleinsduren untersucht. Dazu wurden 3
unterschiedlich markierte Targets und Sonden mit verschiedenen Linkern eingesetzt.

Es wurde die direkt heizbare Draht- (WE) und die indirekt heizbare LTCC-Elektrode
mit der nicht heizbaren rotierenden Scheibenelektrode (RDE) verglichen.

Die indirekt heizbare Elektrode basierte auf der low temperature co-fired ceramics -
Technologie (LTCC), eine Methode bei der mit den Schaltelementen bedruckte
Keramikschichten durch sintern miteinander verbunden werden.

Die Einstellung der Hybridisierungstemperatur erfolgte durch Anlegen -eines
definierten Heizstromes in gekiihlter Targetlosung. Dieser wurde fiir die jeweilige
Elektrode durch eine vorherige Kalibrierung in einem Gemisch aus Kaliumhexa-
cyanoferrat (II) und Kaliumhexacyanoferrat (III) mittels Open Circuit Potentiometrie
bestimmt. Bereits wihrend der Kalibrierung zeigte sich, dass der Einsatz der heiz-
baren Elektroden ein sehr ziigiges Arbeiten bei verschiedenen Temperaturen
ermoglicht. Der Grund dafiir besteht darin, dass die Aufheizphase der Sensoren
wegen der sehr geringen zu erwdrmenden Elektrodenmasse sehr kurz ist. Allerdings
ist die maximale Temperatur der Drahtelektrode durch ihre Wachsisolierung bei
langeren Heizphasen auf etwa 73 °C begrenzt, da sonst die Gefahr des Zerlaufens
dieser Isolierung besteht.

Durch den Vergleich der Oberflichenbelegung von WE und RDE mit der einfachsten

Sonde, das bedeutet dem Monothiolinker, konnte gezeigt werden, dass die Ober-
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flichenbelegung der WE mit etwa 4 pmol/cm? fast optimal war. Bei der RDE wurde
der 3-4fache Wert nachgewiesen. Die SAM an der Drahtelektrode verliert nur bei
starkem Temperaturstress, beispielsweise 4 min bei 70 °C, einen Teil der Sonden. Im
Gegensatz dazu sinkt die Oberflichenbelegung der Scheibenelektrode in 5 bis 10 %-
Schritten je Hybridisierung. Nach starkem Hitzestress wurde bei diesem Elektro-
dentyp sogar ein fast vollstdndiger Verlust des Hybridisierungssignals beobachtet.
Bei der WE wurde erst bei der auf den Hitzestress folgenden Hybridisierung bei
Raumtemperatur dieser Verlust beobachtet.

Die Versuche zum Hybridisierungsnachweis an der Drahtelektrode wurden mit
einem einfach Ferrocen-markierten Target durchgefiihrt. Dabei konnte unter anderem
festgestellt werden, dass an der Drahtelektrode bei 40 °C und 8 min Hybridisierung
in 0,5 M Phosphat-Puffer pH 7,0 der kleinste auswertbare Peak bei einer
Konzentration von 0,5 nM Target lag. Die vollstindige Selektivitit gegeniiber dem
nichtkomplementdren Target konnte mit dieser Markierung erst durch eine
Nachbehandlung erreicht werden. Das geschah durch ein einminiitiges Eintauchen
der hybridisierten Elektrode in 52 °C warmem Messpuffer.

Im weiteren Verlauf der Arbeit zeigte sich, dass eine Alternative zu der Ferrocen-
Markierung sinnvoll war. Aus diesem Grund wurden aus der optischen Detektion
bekannte Markersubstanzen und mit diesen markierte Targets in Bezug auf ihre
elektrochemischen Eigenschaften untersucht. Von den untersuchten Substanzen
erwies sich nur das Dabcyl als geeignet.

Dieses zeigte bereits bei den voltammetrischen Versuchen an der Scheibenelektrode
ein Detektionssignal innerhalb des Potentialfensters von Gold. Dieses Signal wurde
in polarographischen Versuchen an Quecksilberelektroden bestétigt, wobei sich
zeigte, dass an der Elektrodenoberfliche im Bereich bis 1,7V vs. Ag/AgCl ein
zweiter Reduktionspeaks beobachtet wurde. Die zweite irreversible Reaktion erfolgt
sehr schnell und fiihrt bei der Detektion der Dabcyl-markierten Targets zu einem
scheinbar irreversiblen Hybridisierungssignal. Das elektrochemische Reaktionsver-
halten dieser Markierung fiihrt zu sehr kleinen ACV-Signalen. Dadurch ist die sehr
hohe Nachweisgrenze von 109 nM bei 15 min Hybridisierung an der Scheiben-
elektrode bei 1000 U/min und Raumtemperatur erklérbar.

Es konnte auch gezeigt werden, dass sich die Potentiale des reinen Dabcyls und des

kovalent gebundenen nur sehr geringfiigig unterscheiden.
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Fiir die Untersuchung des Einflusses der Konvektion und dem Vergleich von RDE
und LTCC-Elektrode wurde die Markierung mittels Osmium-Bipyridin-Komplex
eingesetzt. Diese Markierung, die im Labor mit sehr einfachen Mitteln durchfiihrbar
ist, hatte sich in unserer Arbeitsgruppe bewihrt und zeichnete sich auch durch sehr
hohe Hybridisierungssignale aus.

Durch eine Koimmobilisierung von Sonde und Mercaptohexanol konnte die Ober-
flichenbelegung der Scheibenelektrode weiter optimiert werden. Zusétzlich wurde
die Signalstabilitit durch den FEinsatz einer Sonde mit einem Hexathiol-Linker
gesteigert.

Die so préparierten Elektroden wurden als Scheibenelektrode fiir die Untersuchung
des Drehzahleinflusses eingesetzt. Diese erfolgten bei Temperaturen von 7 und
23 °C. Dabei zeigte sich, dass in der Kaélte keine Beeinflussung des Hybri-
disierungssignals durch die Drehzahl erfolgte, wogegen bei Raumtemperatur im
Drehzahlbereich bis 1000 U/min eine Signalsteigerung um 100 bis 150 % erfolgte.
Eine Steigerung des Signals bei hoheren Drehzahlen konnte nicht nachgewiesen
werden. Diese Tatsache beweist, dass fiir das Hybridisierungssignal die Diffusion zu
und auf der Elektrodenoberflidche entscheidend ist.

Bei weiteren Versuchen konnte festgestellt werden, dass der Unterschied im
Temperatureinfluss in Bezug auf das Temperaturoptimum bei der RDE und LTCC
gering ist. Ein Vergleich der Kalibrierkurven beider Elektrodentypen mit diesem
Target zeigte, dass die Nachweisgrenzen sich mit 3,1 nM (LTCC) und 3,58 nM
(RDE) kaum unterscheiden. Die maximale Stromdichte bezogen auf die graphische
Oberfldache bei der Scheibenelektrode war etwa doppelt so hoch wie bei der LTCC.
Im Gegensatz dazu konnte die Sattigung in Bezug auf Konzentration und Hybridi-
sierungszeit an der LTCC-Elektrode schneller erreicht werden als bei der RDE.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die in dieser Dissertationsarbeit
erzielten Ergebnisse beweisen, dass der Einsatz heizbaren Elektroden eine effiziente

Alternative zu den derzeit gdngigen Analysemethoden in der DNA-Analyse darstellt.

7. Ausblick

Die hier vorliegende Arbeit diente auch der Grundlagenuntersuchung fiir die Ent-
wicklung von DNA-Analyse-Chips. Wobei durch den Einsatz der heizbaren Elek-

troden eine fast simultane Vervielfiltigung und Detektion von Nukleinsduren er-
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moglicht werden kann. Aus dem Grund wurde dafiir im Verlauf der Arbeit ein Patent
fiir den Einsatz eines Analyse-Chips mit DNA-Vervielfiltigung erarbeitet.

Solche Chips sind in der medizinischen Analytik, der Lebensmitteliiberwachung, der
genetischen Untersuchung von Fossilien, der Biotechnologie und beim Militdr, bei
der Identifizierung von biologischen Waffen, einsetzbar. Die Vorteile bestehen in
einer schnellen Analyse in Bezug auf mehrere Parameter oder genetische
Markersequenzen. Durch die Kombination der Chiptechnologie mit der elektro-
chemischen Detektion konnen diese Systeme durch die Entwicklung der Mikroelek-
tronik noch kompakter und leichter handhabbar gestaltet werden. Dadurch ist die
Moglichkeit des ,,Feldeinsatzes* gegeben.

In der Medizin und der B-Waffenabwehr ermdglichen diese Systeme die schnelle
Identifizierung von Krankheitskeimen oder genetisch bedingte Arzneimittelunver-
traglichkeiten, so dass die entsprechenden Medikamente gezielt eingesetzt werden
konnen. Aufgrund der in den letzten Jahren gehéuft auftretenden sogenannten multi-
resistenten Stimmen von Krankheitserregern sind diese Maflnahmen sehr sinnvoll
und besitzen ein extrem hohes Kosteneinsparungspotential. Dadurch kann sich ein
speziell fiir den Einsatz in Arztpraxen konzipiertes Analysesystem schnell rentieren.
Erste Vorversuche flir ein solches System wurden bereits mit einem 6-Elektro-
denarray auf LTCC-Basis durchgefiihrt.

Bei diesem Array ldsst sich fiir jede Elektrode die dazugehorige Heizeinheit separat
ansteuern. Das wird durch die Parallelschaltung der einzelnen elektrischen Elemente

des Arrays ermoglicht (Abb. 7.1.).

A

/Petrischale mit Eiswasser

Wassertropfen

LTCC-Chip

Abstandhalter
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Abb. 7.1.: Versuchsaufbau (A) und Schaltbild (B) fiir den Strémungsversuch

Bei diesen Versuchen wurde erstmal nur das Stromungsverhalten in einem Wasser-
film tiber dem Array untersucht. Die Stromung wird in dem Fall wie bereits unter
4.3.3 erwdhnt durch den Temperaturgradienten zwischen der geheizten Elektroden-
oberfliche und dem gekiihlten Medium erzeugt. Durch den Einsatz von festem
Kaliumpermanganat, das sich unter einer Wachsschicht auf einer der geheizten
Elektroden befand, konnte dieser Effekt nachgewiesen werden. Der Aufbau des
Experiments und die Aufnahmen der Stromung sind in den folgenden Abbildungen

dargestellt.
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Abb. 7.2.: Stromungsversuche auf einem 6-Elektroden-LTCC-Array.

Der mogliche schematische Aufbau eines Analyse-Chips und der dazugehorigen

Messzelle sind in Abb. 7.3 dargestellt.
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Abb. 7.3 : Schematische Darstellung eines DNA-Analysechips und der dazugehérigen

Messzelle nach dem Patent von Peter und Flechsig. Obere Abb. Messzelle, untere

Abb. moglicher Aufbau eines Analysen-Chips

Im Verlauf dieser Arbeit wurden mehrere kovalent gebundene Marker untersucht
und charakterisiert. Die dabei gewonnen Erkenntnisse konnen in Kombination mit
der von Wang et al. beschrieben Simultandetektion von 2 Markern die Informations-

dichte zusétzlich erhohen. Voraussetzung dafiir ist, dass die Redoxpotentiale der

Markierungen nicht zu eng beieinander liegen.

Ein Problem, das wihrend dieser Arbeit auftrat war die Stabilitdit der SAMs. Das
konnte durch den Einsatz von Sonden mit einem 6fach-Linker (FSS6) behoben
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werden. Neben der Verfiigbarkeit der Sonde spielt auch ihr Preis eine Rolle, so ist
die Sonde FSS6 etwa 3mal so teuer wie die Monothiol-Sonde. In den letzten Jahren
wurden fiir die SAM auf Gold verschiedene andere Linker beschrieben, unter
anderem wurde auch Cystein, eine Aminosiure, als Linker genutzt'’®. Diese Ent-
wicklung kann durchaus zu preiswerteren Linkern als die von uns eingesetzten
fithren.

Ein anderes Problem sind die Materialkosten bei der Chipentwicklung und Pro-
duktion, insbesondere durch die Verwendung von Gold als Elektrodenmaterial. Eine
Alternative zu diesem Material wird in unserer Arbeitsgruppe bereits von Dr. Buc-
kova und Hr. Duwensee untersucht, dabei handelte es sich um Bismut, Bismut- und
andere Schwermetalllegierungen. Allerdings liegen hier noch keine Ergebnisse bei
direkt geheizten Elektroden vor. Bismut ist hierbei besonders interessant, da es sich
im reinen Zustand zur Bildung von SAMs eignet, und im alkalischen zur Bildung
von Bismuthydroxid an der Oberfliche neigt. Die dabei entstehenden Hydroxy-
Gruppen konnen auch zur klassischen Immobilisierung biologischer Erkennungs-
elemente, z. B. mit Diglycylether oder der Bromcyan-Methode, genutzt werden.
Ebenfalls noch zu untersuchen ist der Einfluss verschiedener Puffersysteme (z. B.
MES- oder MOPS-Puffer) mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen und Additiven.
Das ermoglicht die optimale Abstimmung von Polymerase-Aktivitdt und Hybridi-

sierung der Sonde.
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