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Abkürzungsverzeichnis 

 

A  Adenin 

B-DNA B-Konformation der DNA, häufigste in der Natur vorkommende DNA-Form 

bipy  2,2’-Bipyridin 

bp  base pair (Basenpaar) 

C  Cytosin, auch Kohlenstoff 

DNA  deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 

ds-DNA double stranded DNA (doppelsträngige DNA) 

E  Potenzial 

G  Guanin 

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry 

LTCC  low temperature co-fired ceramics (Ausführungsform einer indirekt heizbaren 

Elektrode) 

mRNA  messenger ribonucleic acid (Boten-Ribonukleinsäure) 

P  statistische Sicherheit, auch Phosphor 

PCR  polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 

RDE  rotating disc electrode (rotierende Scheibenelektrode) 

RNA  ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 

rRNA  ribosomal ribonucleic acid (ribosomale Ribonukleinsäure) 

SAM  self-assembled monolayer (selbstorganisierende Monoschicht) 

sB  Standardabweichung des Blindwertes 

ss-DNA single stranded DNA (einzelsträngige DNA) 

SWV  square-wave-voltammetry 

T  Thymin 

TEMED Tetramethylethylendiamin  

Tm  melting temperature (Schmelzpunkt der DNA) 

tRNA  transfer ribonucleic acid (Transfer-Ribonukleinsäure) 

U  Uracil 

UV  ultraviolett 

xE  Erfassungsgrenze 

xN  Nachweisgrenze
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Teil A 
 

1. Aufgabenstellung 
 

Elektrochemische Untersuchungen der DNA-Hybridisierung, d.h. der Zusammenlagerung 

zweier komplementärer DNA-Abschnitte, können u.a. mit Hilfe verschiedenster kovalent 

gebundener Redoxmarker durchgeführt werden. Dazu gehören z.B. das Osmiumtetroxid und 

dessen Komplexe mit Pyridin, Bipyridin o.ä. heterocyclischen Verbindungen.  

Es ist möglich, sich hierbei den DNA-Doppelstrang als einen Biosensor nutzbar zu machen, 

indem ein Einzelstrang als Rezeptor auf einer Elektrode immobilisiert wird, während der 

andere (komplementäre) als Analyt zu detektieren ist. In der dieser Arbeit vorangehenden 

Diplomarbeit wurde die Hybridisierung von mit [OsO4(bipy)] markierten DNA-Oligo-

nukleotiden an verschiedenen Goldelektroden untersucht. Dabei wurde eine neue Methode 

entwickelt, die auf dem Signalerhalt durch die Verdrängung eines DNA-Stranges durch einen 

anderen beruht. Oligonukleotide haben nur eine sehr geringe Länge, verglichen mit echten 

DNA-Proben. Daher bestand die Hauptaufgabe dieser Arbeit darin, im Hinblick auf eine 

spätere Anwendung, diese neue Methode auf ihre Wirksamkeit bei DNA-Produkten, die 

einem biologischen Prozess entnommen wurden, zu überprüfen und hinsichtlich 

Reproduzierbarkeit und Selektivität zu optimieren. Die einzelsträngig vorliegenden Proben 

wurden auf zwei verschiedene Arten gewonnen. Zum einen wurde im Anschluss an eine 

herkömmliche Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ein Einzelstrang des Produktes enzymatisch 

wieder abgebaut, zum anderen wurde eine asymmetrische PCR, deren Produkt ein 

Einzelstrang im Überschuss ist, durchgeführt. Aufgrund der Temperaturabhängigkeit der 

Hybridisierung war der Einfluss der Temperatur während der Hybridisierung eingehend zu 

untersuchen. 
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2. Einleitung 
 

DNA gehört als Träger der Erbinformation zu den wichtigsten und interessantesten 

Biomolekülen überhaupt. Ein besonders auffälliges strukturelles Merkmal ist die Doppelhelix, 

welche die DNA aus zwei komplementären Einzelsträngen im Normalzustand aufbaut1. Der 

Vorgang der Zusammenlagerung dieser beiden Einzelstränge wird Hybridisierung genannt 

und ist reversibel (Dehybridisierung). Es gibt verschiedene Möglichkeiten die Hybridisierung 

zu detektieren, der z.B. die Markierung eines Einzelstranges mit dem  radioaktiven Phosphor2 
32P oder mit  fluoreszierenden Farbstoffen (allein oder in Kombination mit einem Quencher)3 

zu Grunde liegt. Diese Techniken haben allerdings verschiedene Nachteile, so etwa die kurze 

Halbwertszeit von 32P (etwa zwei Wochen)4, die Entsorgung des radioaktiven Abfalls, der 

Bedarf nach einem speziellen Sichherheitslabor und ein z.T. recht hoher apparativer 

Aufwand. Eine gute Alternative dazu bietet hier die elektrochemische Detektierung. Sie 

beruht auf redoxaktiven Substanzen, die z.B. kovalent gebunden sind5, 6, mit dem negativ 

geladenen Phosphatrückgrat interagieren7 oder in den Doppelstrang interkalieren können8, 9 

oder (indikatorlos) auf der Oxidation des Guanins10, 11, 12. 

Bei einem elektrochemischen Hybridisierungssensor wird ein Einzelstrang (die Sonde) auf 

einer Elektrode immobilisiert. Nach erfolgreicher Hybridisierung mit dem komplementären 

Einzelstrang (dem Target) kann ein elektrisches Signal gemessen werden. Hierin liegt ein 

weiterer Vorteil, denn für die Auswertung braucht keine Signalwandlung mehr zu erfolgen. 

Die Immobilisierung kann dabei u.a. mittels magnetischer Beads13, 14 oder selbst 

organisierender Monoschichten (self-assembled monolayers, SAMs)15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 er-

folgen, welche die Elektrodenoberfläche bedecken und so vor unspezifischer Adsorption 

schützen. Auf Goldelektroden lassen sich Oligonukleotide mittels eines Thiollinkers15 

immobilisieren. 

Die ersten kovalenten Marker für Nukleinsäuren (DNA, RNA) basieren auf 

Osmiumtetroxidkomplexen mit Stickstoffliganden und wurden zu Beginn der 1980er Jahre 

von E. Palecek eingeführt22, 23, 24, 25. Der Komplex [OsO4(bipy)] reagiert mit den Pyrimidin-

basen Thymin und Cytosin (sowie Uracil in RNA) und bildet dabei die entsprechenden 

Osmat(VI)ester unter Oxidation der C-C-Doppelbindung des Pyrimidinringes26, 27, 28. Ein 

Vorteil dieser Markierung ist, dass sie in jedem Labor durchgeführt werden kann. Zwar ist 

OsO4 ein starkes Oxidationsmittel und Gift, doch wird es hier nur in geringen 

Konzentrationen (wenige mmol/L) verwendet. Allerdings reagiert der Komplex nur mit den 

Pyrimidinbasen in einzelsträngigen DNA-Abschnitten, welche nach erfolgter Reaktion nicht 
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mehr zur Hybridisierung befähigt sind. In der dieser Arbeit vorangehenden Diplomarbeit 

wurde eine neue Methode gefunden, die eine Markierung und anschließende Detektierung 

von Oligonukleotiden trotz dieser Einschränkungen möglich macht. Hierbei wird zunächst ein 

Abschnitt der zu markierenden einzelsträngig vorliegenden Nukleinsäure mit einem (nahezu 

komplementären) Schutzstrang hybridisiert, welcher nach Osmiummarkierung und Reinigung 

von der auf einer Elektrode immobilisierten Sonde verdrängt wird. Die Ergebnisse dazu 

wurden während meiner Promotionszeit (gemeinsam mit weiteren, später gewonnenen 

Erkenntnissen) veröffentlicht (Publikationen I und V). 

 

In dieser Arbeit sollen verschiedene Parameter näher untersucht werden, welche einen 

Einfluss auf die Hybridisierung haben. Dazu gehören zum einen äußere Einflüsse wie das 

Rühren der Lösung, Hybridisierungstemperatur und –dauer, zum anderen aber auch die 

Sequenz der DNA-Stränge und die damit verbundene Anzahl der markierbaren Basen. 

Weiterhin werden ergänzende Informationen über die Kinetik der Markierungsreaktion der 

verschiedenen Pyrimidinbasen dargelegt. 

 

Hauptsächlich soll jedoch davon berichtet werden, wie diese Methode auf längere DNA-

Proben (PCR-Produkte) übertragen werden kann. Um die hierfür benötigte einzelsträngige 

DNA herzustellen, wurden zwei verschiedene Methoden genutzt. Zum einen wurde sie aus 

einem PCR-Produkt durch Nukleaseabbau gewonnen und zum anderen wurde eine 

asymmetrische PCR durchgeführt, um einen Einzelstrang im Überschuss zu erhalten. 

 

In den Ausblicken soll gezeigt werden, wie die Methode für weitere vielversprechende 

Anwendungen in der Elektroanalytik genutzt werden könnte. 
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3. Theoretischer Teil 
 

3.1. Desoxyribonukleinsäure (DNA) 
 

DNA gehört wie auch RNA (Ribonukleinsäure) zu den Nukleinsäuren. Sie ist Trägerin der 

Erbinformation und kommt in fast allen lebenden Organismen (mit Ausnahme einiger Viren) 

vor. Sie ist ein Polymer, das aus verschiedenen Nukleosiden aufgebaut ist, die miteinander 

über Phosphatgruppen am dritten bzw. fünften C-Atom der Desoxyribose verknüpft sind. Die 

Enden der Stränge, an deren C-Atomen Hydroxylgruppen vorliegen, werden dem-

entsprechend als 3’- bzw. 5’-Ende bezeichnet. 

 

 
Abbildung 3-1 Schematische Darstellung eines DNA-Ausschnittes; zwischen den komplementären Basen sind 

die Wasserstoffbrücken angedeutet 

 

DNA liegt doppelsträngig vor, d. h. zwei zueinander komplementäre Einzelstränge sind mit-

einander über Wasserstoffbrücken, die sich jeweils zwischen den Basenpaaren Guanin und 

Cytosin bzw. Adenin und Thymin ausbilden, verbunden. Der Doppelstrang ist weiterhin 

aufgrund hydrophober Wechselwirkungen durch Basenstapelung und durch ionische 

Wechselwirkungen der geladenen Phosphatgruppen stabilisiert29. 

Die in der Natur am häufigsten vorkommende Form der DNA, die sogenannte B-DNA, ähnelt 

in ihrer Struktur einer rechtsläufigen Spirale aus zwei Bändern. 

Die Länge der DNA kann von einigen tausend Basenpaaren (bp) bei Viren (z.B. ca. 6400 bp 

bei dem Bakteriophagen M13) bis zu mehreren Milliarden Basenpaaren bei höheren 

Lebewesen (Mensch, etwa 3 Mrd. bp) variieren. 
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3.2. Denaturierung und Renaturierung von DNA 

 

Der DNA-Doppelstrang lässt sich durch Erhitzen oder mild alkalische Behandlung in seine 

beiden Einzelstränge auftrennen. Dabei werden die Wasserstoffbrücken zwischen 

komplementären Basenpaaren gelöst. Dieser Prozess wird Denaturierung (auch Schmelzen 

oder Dehybridisierung) genannt und ist mit der Änderung verschiedener physikalischer 

Eigenschaften der Lösung verbunden. Er lässt sich beispielsweise unter Beobachtung der UV-

Absorption in Form einer Schmelzkurve aufnehmen. 

 

 
Abbildung 3-2 Schmelzkurve einer typischen DNA 

 

Der Doppelstrang absorbiert aufgrund von Wechselwirkungen zwischen den Elektronen der 

komplementären Basen weniger UV-Licht. Die Temperatur, bei der die Hälfte der maximalen 

Absorptionsänderung erfolgt, wird Schmelztemperatur genannt. Sie ist vom GC-Gehalt 

(Anteil der komplementären Basen Guanin und Cytosin im Doppelstrang), vom pH-Wert, von 

der Polarität des Lösungsmittels und der Ionenstärke der Lösung abhängig. Nach der 

empirischen Formel 3.1.30 lässt sich die Schmelztemperatur in guter Näherung bestimmen. 

 

Tm = 81,5 °C + 16,6 °C · lg [Na+] + 41 °C · (G+C) · L-1 – 500 °C · L-1    (3.1.) 

 

Hierbei ist G+C die Summe der Guanin- und Cytosinbasen und L die Gesamtzahl der Basen.  
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3.3. Die Polymerase-Kettenreaktion 
 

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine Methode zur Ver-

vielfältigung von DNA. Sie wurde von Kary Mullis erfunden, der dafür 1993 mit dem 

Nobelpreis für Chemie ausgezeichnet wurde. 

Im Prinzip ist die Vervielfältigung ein in mehreren Zyklen stattfindender Prozess. Zunächst  

wird die zu amplifizierende DNA-Probe bei Temperaturen knapp unter 100 °C dehybridisiert. 

Im nächsten Schritt werden kurze einzelsträngige DNA-Oligonukleotide (Primer) dazu-

gegeben. Deren Sequenz wird so gewählt, dass sie sich an den Enden des  Bereiches, der ver-

vielfältigt werden soll, gegenläufig anlagern. Eine spezielle, hitzebeständige DNA-

Polymerase synthetisiert dann, ausgehend von den Primern, den kompletten DNA-Strang. Die 

dafür benötigten einzelnen Nukleotide liegen in der Lösung vor. 

Diese Schritte werden ca. 25mal wiederholt, so dass am Ende die Menge der ursprünglichen 

Probe um ein Millionenfaches vervielfältigt wurde31. 

 

 
Abbildung 3-3 Schematischer Ablauf der Polymerase-Kettenreaktion 

 

3.4. Der elektrochemische Biosensor 
 

Laut IUPAC-Definition ist ein elektrochemischer Biosensor eine ganzheitliche, eigenständige 

Vorrichtung, die imstande ist, unter Benutzung eines biologischen Erkennungselementes 

(Biochemischer Rezeptor), das sich in direktem räumlichen Kontakt mit einem elektrochem-

ischen Transduktionselement befindet, spezifische quantitative oder halbquantitative 

analytische Informationen zu liefern32. 
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Wegen ihrer Fähigkeit, wiederholt kalibriert zu werden, unterscheiden sich Biosensoren von 

einem bioanalytischen System, das zusätzlicher Prozessschritte wie z.B. der Zugabe von 

Reagenzien bedarf33. 

Weiterhin werden Sensoren nach der Art des Rezeptors in biokatalytische (Sensor basiert auf 

einer Reaktion, die durch Makromoleküle katalysiert wird) bzw. Bioaffinitätssensoren (Sensor 

basiert auf Wechselwirkung des Analyten mit Makromolekülen) unterteilt. 

 

 
Abbildung 3-4 Schematische Darstellung eine Biosensors; die Wechselwirkung des passenden Analytmoleküls 

mit der Rezeptorschicht erzeugt ein Signal, welches zunächst gewandelt und dann messbar wird 

 

3.4.1. Elektrochemische DNA-Hybridisierungssensoren 

 

Eine Ausführungsform der Bioaffinitätssensoren sind die sogenannten Hybridisierungs-

sensoren. Hier wird ein Einzelstrang als Rezeptor auf einer Elektrode immobilisiert (die 

sogenannte Sonde), während der zweite, komplementäre Strang (das Target) als Analyt nach 

erfolgreicher Hybridisierung detektiert wird. Die Sonde ist dabei meist ein Oligonukleotid mit 

einer Länge von 10 bis 100 Basen. Sie ist in der Regel kürzer als der Targetstrang, dessen 

Länge über den zur Sonde komplementären Teil weit hinaus gehen kann. 

Die Immobilisierung der Sonde kann auf verschiedene Arten erfolgen. Von geringerer 

Bedeutung ist hier die Adsorption, die den Nachteil einer relativ starren Fixierung der Sonde 

auf der Oberfläche hat.  

Als stabiler erweist sich eine kovalente Bindung des Oligonukleotids an die Elektroden-

oberfläche. Diese erfordert zwar eine Modifizierung der Sonde und somit einen weiteren 

Arbeitsschritt, jedoch bietet sie den Vorteil, dass das Oligonukleotid über ein Kettenende 

fixiert werden kann. Wenn sich dann der Hauptabschnitt des Oligonukleotids von der 
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Elektrodenoberfläche aufrichtet, so dass er frei in die Lösung hineinragt, ist eine 

Hybridisierung mit dem komplementären Targetstrang erleichtert. 

 

 
Abbildung 3-5 Schematische Darstellung eines elektrochemischen Hybridisierungssensors 

 

Eine Möglichkeit zur kovalenten Bindung bietet die Avidin-Biotin-Reaktion., bei der das 

Avidin auf einer Oberfläche fixiert wird. Dieses Protein kann bis zu vier Biotinmoleküle 

binden, welche wiederum in der Lage sind, mit DNA zu reagieren34. Durch Fixierung des 

Avidins auf kleinen magnetischen Kügelchen, den sogenannten „magnetic beads“, ergibt sich 

eine gute Methode, um z.B. Trenn- und Reinigungsprozeduren ohne großen Substanzverlust 

durchzuführen12. 

Eine andere Möglichkeit, die Sonde kovalent auf einer Oberfläche zu fixieren, bieten die 

selbstorganisierenden Monoschichten (SAM, self-assembled monolayers). Diese bestehen aus 

einem Grundgerüst aus Alkylketten, an deren Ende mittels einer funktionellen Gruppe die 

kovalente Bindung zur Elektrodenoberfläche hergestellt wird. Für Goldoberflächen haben 

sich Alkanthiole15 als sehr gut geeignet erwiesen, für Glas Alkyltrichlorsilane35 und für 

Metalloxide Carbonsäuren36. Am anderen Ende der Alkylkette befindet sich eine weitere 

funktionelle Gruppe, über die dann die verschiedensten Moleküle (beispielsweise 

Nukleinsäuren) gebunden werden können. 

Für die Ausbildung einer solchen SAM muss die Elektrode lediglich für eine kurze Zeit in die 

entsprechende Lösung getaucht beziehungsweise eine geringe Menge der Lösung auf die 

Elektrode gegeben werden. Eventuelle Löcher (unbedeckte Stellen) in der Schicht lassen sich 

durch Nachbelegung mit einer zweiten SAM schließen. Dies unterbindet außerdem eine 

unspezifische Adsorption der Sonde über die Stickstoffatome der Basen und führt zu dem o.g. 
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Aufrichten der Sondenstränge15. Letztlich ist die SAM so kompakt, dass die Leitfähigkeit der 

Elektrode hier auf einen Wert in der Größenordnung von Polyethylen reduziert wird35. 

 

 
Abbildung 3-6 Schematische Darstellung einer selbstorganisierenden Monoschicht (SAM); einzelne Moleküle 

der schichtbildenden Substanz sind mit einer zweiten funktionellen Gruppe versehen, an die beispielsweise ein 

DNA-Einzelstrang gebunden werden kann (in diesem Fall die Sonde) 

 

Eine gelungene Hybridisierung lässt sich elektrochemisch, optisch und massensensitiv 

detektieren, wobei sich bis heute in der Molekularbiologie weitgehend die optische 

Detektierung durchgesetzt hat. Sie beruht in erster Linie auf der Markierung des Target-

stranges mit fluoreszierenden oder lumineszierenden Stoffen wie Fluorescein oder Rhodamin. 

Ethidiumbromid ist ein weiterer bedeutender Marker, der sich aufgrund seiner planaren 

Struktur jedoch in den Doppelstrang interkaliert, was die Markierungsprozedur vereinfacht. 

Es hat jedoch mutagene Eigenschaften und ist daher nur unter besonderen Vorsichts-

maßnahmen zu verwenden. 

Elektrochemische Hybridisierungssensoren haben den Vorteil, preiswerter und vor allem 

klein zu sein, wodurch auch eine Vor-Ort-Analytik ermöglicht wird. Außerdem lässt sich das 

analytische Signal direkt (d.h. ohne zusätzliche Signalwandlung) auswerten. 

So kann die Hybridisierung mit Hilfe redoxaktiver Substanzen detektiert werden, die 

beispielsweise kovalent gebunden sind (Ferrocen und einige seiner Derivate37, 38 oder 

Osmiumtetroxidkomplexe mit Stickstoffliganden22, 39), die mit dem negativ geladenen 

Phosphatrückgrat interagieren40 oder in den Doppelstrang interkalieren können (Dauno-

mycin41, [Co(phen)3]2+, 42). Sie ist aber auch indikatorlos nachweisbar, basierend auf der 

Oxidation des Guanins10. Hierzu werden in der Sonde sämtliche Guaninbasen gegen Inosin 

ausgetauscht, welches erst bei wesentlich höheren Potentialen (als Guanin) oxidiert wird. 
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Lagert sich der komplementäre Strang (dieser muss Guanin enthalten) an, ist ein 

Oxidationsstrom messbar. 

 
3.4.2. [OsO4(bipy)] als Marker für Hybridisierungssensoren 

 

Osmiumtetroxid wird in der Elektronenmikroskopie als Fixier- und Färbemittel verwendet. In 

der chemischen Synthese dient es zur Oxidation der Doppelbindung von Alkenen. Eine 

anschließende Hydrolyse liefert dann als Reaktionsprodukt cis-Diole. Aufgrund ihrer Struktur 

sind auch Nukleinsäuren zur Reaktion mit Osmiumtetroxid geeignet. Emil Palecek nutzte zu 

Beginn der 1980er Jahre dieses Molekül erstmals als kovalenten Marker für die elektro-

chemische Detektierung von DNA22, 23. Die C-C-Doppelbindung aller Pyrimidinbasen ist 

hierbei im Gegensatz zu den Purinbasen für die Oxidation geeignet26, 27. Es bildet sich der 

jeweilige Osmatester mit der Oxidationsstufe +VI des Osmiums. Die Reaktion läuft in 

Anwesenheit von Stickstoffliganden wie Pyridin beschleunigt ab. 2,2’-Bipyridin erhöht die 

Geschwindigkeit sogar noch einmal (im Falle des Thymins beispielsweise um das 100fache). 

Außerdem verhindern die Liganden die Hydrolyse der Osmatester, so dass die 

elektrochemische Messung überhaupt durchführbar wird43, 44. 

Im Allgemeinen reagiert Thymin mit [OsO4(bipy)] etwa um das 10fache schneller als 

Cytosin45. Diese Reaktion ist jedoch nur am Einzelstrang (und an fehlgepaarten Doppelstrang-

abschnitten) möglich. Die Ursache hierfür ist, dass sich in helikaler B-DNA die C-C-Doppel-

bindung des Thymins in der großen Furche befindet, wo sie für den relativ großen Osmium-

tetroxidkomplex nicht zugänglich ist25. Die Einzelstränge bzw. Einzelstrangabschnitte sind 

nach der Markierung jedoch nicht mehr in der Lage mit ihren komplementären Gegenstücken 

zu hybridisieren. 

Der große Vorteil der Osmiumtetroxidmarkierung ist, dass sie in jedem Labor selbst 

durchgeführt werden kann, also keine markierten Targetstränge gekauft werden müssen. 
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3.5. Voltammetrie 
 

Die Voltammetrie ist das hier zur Detektierung der Hybridisierung genutzte elektrochemische 

Verfahren. Sie beruht darauf, dass einem System eine ansteigende Spannung vorgegeben und 

der Strom gemessen wird. Sobald das System eine elektrochemisch aktive Substanz enthält 

und das Potential, bei dem diese Substanz oxidiert bzw. reduziert wird, erreicht wird, ist ein 

Stromfluss messbar. Die Auswertung dieses Stromflusses mit Hilfe von Strom-Spannungs-

Kurven (Voltammogrammen) erlaubt dann qualitative (über das Potential) und quantitative 

Rückschlüsse (über die Höhe des Stroms) auf den Analyten.  

Während der elektrochemischen Umsetzung an der Elektrodenoberfläche ändert sich die 

Konzentration der redoxaktiven Spezies, die dann durch Diffusion nachgeliefert wird. Dabei 

bildet sich vor der Elektrode eine Diffusionsschicht aus. In bewegter Lösung ist deren 

Schichtdicke konstant, bei ruhender Lösung nimmt sie mit der Zeit zu. Dabei kommt es zu 

einem Stromabfall, der über die Cottrell-Gleichung beschrieben wird: 

t
DcAFni
�

�����
�0          (3.2.) 

Hierbei ist D der Diffusionskoeffizient,  A die Elektrodenoberfläche, F die Faradaykonstante 

und c0 die Analytkonzentration in der Lösung46. 

 
3.5.1. Square-Wave-Voltammetrie (SWV) 47 

 

Bei der SWV, einer Pulsmethode, steigt die angelegte Spannung treppenförmig an. Sie wird 

dabei jedoch von einer rechteckigen Wechselspannung überlagert. Diese rechteckförmige 

Wechselspannung kann auch als Abfolge von positiven und negativen Spannungspulsen 

angesehen werden, welche der Basisspannung überlagert sind. Die Anzahl der Rechteck-

schwingungen pro Stufe kann Eins oder auch wesentlich größer als Eins sein. 

Der resultierende Strom setzt sich aus einem kapazitiven und einem faradayschen Anteil 

zusammen. Die SWV nutzt nun den Effekt der Zunahme des Verhältnisses von faradayschem 

(entsteht bei Stoffumsatz) zum kapazitiven Strom (ändert die Ladung der elektrochemischen 

Doppelschicht auf der Elektrodenoberfläche; Störkomponente). Beide Ströme nehmen im 

Laufe eines Pulses ab, jedoch mit unterschiedlicher Geschwindigkeit. Die Strommessung 

erfolgt dann jeweils am Ende des positiven und des negativen Pulses, weil dort fast nur 

Faradaysche Ströme erfasst werden. Das aufgezeichnete Stromsignal ist im Allgemeinen die 
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Differenz der Signale der beiden Strommessungen. Durch den Wegfall der störenden 

kapazitiven Ströme wird ein sehr gutes Signal-Rausch-Verhältnis erhalten. 

 

 
Abbildung 3-7 Spannungs-Zeit-Funktion der SWV 

 

Das Resultat ist ein glockenförmiges Voltammogramm, dessen Höhe der Analytkonzentration 

direkt proportional ist. Ein großer Vorteil der SWV ist die relativ kurze Messzeit, die in der 

Regel nur wenige Sekunden beträgt. 

 

3.6. Ladungstransport in der DNA 
 

Der elektrochemische DNA-Sensor besteht aus Sonden- und markiertem Targetstrang. Dabei 

befinden sich nicht alle kovalent gebundenen elektrochemischen Marker in unmittelbarer 

Nähe der Elektrodenoberfläche und es muss geklärt werden, auf welche Weise der Ladungs-

transport in der DNA möglich ist. Allerdings sind die Erkenntnisse heute noch nicht in jedem 

Detail gesichert. 

Über DNA-vermittelte Ladungstransportprozesse ist bekannt, dass sie in schnellen und 

ultraschnellen Zeitabständen auftreten können, dass sie verschiedenen Mechanismen folgen 

(abhängig vom untersuchten DNA-Assay und von der Entfernung) und dass sie chemische 

Reaktionen über Entfernungen im nm-Bereich erzeugen können48. 

Es ist weiterhin bekannt, dass der Transport über die Basen und nicht über das Zucker-

phosphatrückgrat erfolgt49. Dabei werden bis zu 20 nm50 (eine Windung von B-DNA hat eine 

Länge von etwa  3,4 nm und entspricht 10 bp31) überwunden. 

Allerdings ist die mechanistische Beschreibung des Ladungstransports in DNA noch nicht 

vollständig geklärt und eine komplette und klare Beschreibung der elektronischen 

Eigenschaften innerhalb der Basenstapel fehlt noch. 
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Prinzipiell wird zwischen oxidativem Elektronenlückentransport und reduktivem Elektronen-

transport unterschieden. So gibt es beispielsweise das Modell des Elektronenspringens 

(electron hopping) im Anschluss an eine Oxidation des Guanins51. Ein Beispielmodell für den 

bisher weniger erforschten reduktiven Transport basiert auf der Reduktion von Thymin und 

einen anschließenden hopping-Mechanismus52. 

 

3.7. Nachweis- und Erfassungsgrenze53 
 

Die Nachweisgrenze xN ist die kleinste Menge oder Konzentration eines Stoffes, die mit einer 

geforderten statistischen Sicherheit (meist P = 95 %) bei einmaliger Analyse qualitativ nach-

gewiesen werden kann.  

Ihre Bestimmung wird durch die DIN 32645 geregelt. Sie kann auf rechnerischem Weg 

ermittelt werden: 

b
sx B

N 3�            (3.3.) 

Hierbei ist sB die Standardabweichung des Blindwertes und b die Empfindlichkeit der ent-

sprechenden Kalibriergeraden. Das statistische Fehlerrisiko beträgt dabei 50 %. Mit 

hinreichender Sicherheit nachweisbar ist der Stoff, wenn das Signal der Probe das Signal des 

Blindwertes um das sechsfache der Standardabweichung übersteigt. Diesen Wert wird als 

Erfassungsgrenze xE bezeichnet: 

b
sx B

E 6�            (3.4.) 

Die IUPAC definiert als „detection limit“ die Erfassungsgrenze54. 

 

Die graphische Ermittlung der Nachweis- und Erfassungsgrenze ist nach dem sogenannten 

Kalibrierkurvenverfahren möglich46. Hierzu werden die normal verteilten, in einem linearen 

Bereich liegenden, ermittelten Messwerte mit der dazugehörigen Regressionsgeraden 

aufgetragen. Dabei sollte die höchste Konzentration die erwartete Nachweisgrenze maximal 

um das Zehnfache übertreffen. Mit der Regressionsgerade sollen auch die zugehörigen 

Vertrauensbereichfunktionen  aufgetragen werden. Der Schnittpunkt der oberen Vertrauens-

bereichsgrenze mit der y-Achse ist die obere Prognoseintervallsgrenze. Der diesem Wert 

entsprechende x-Wert der Regressionsfunktion ist die Nachweisgrenze, der entsprechende 

Wert auf der unteren Vertrauensbereichsfunktion die Erfassungsgrenze. 
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4. Resultate und Diskussion 
 

4.1. Publikation I: Elektrochemische Detektierung der Hybridisierung von 

mit [OsO4(bipy)] markierten synthetischen Oligonukleotiden 
 

4.1.1. Markierung mit [OsO4(bipy)] unter Zuhilfenahme eines Schutzstranges 

 

Bisher war es nur möglich, einzelsträngige Nukleinsäuren mit [OsO4(py)2] bzw. [OsO4(bipy)] 

zu markieren, da die reaktionsfähige C-C-Doppelbindung in doppelsträngigen DNA-

Abschnitten abgeschirmt wird25. Die Tatsache, dass zudem einmal markierte Pyrimidinbasen 

nicht mehr mit der dazugehörigen komplementären Purinbase hybridisieren können, ließ uns 

nach einem Ausweg suchen. Die Lösung war die Einführung eines Schutzstranges, der gerade 

so lang ist wie die Sonde und dessen Struktur der der Sonde nahezu (bis auf - je nach Länge 

und Zusammensetzung der Sonde - ein bis fünf Fehlpaarungen) identisch ist. Zunächst ist der 

Targetstrang so konstruiert worden, dass er fünf Basen mehr enthielt als die Sonde. Bei diesen 

handelte es sich ausschließlich um das sehr gut markierbare Thymin (Publikation I, Schema 

2). 

Nach der Hybridisierung von Target- und Schutzstrang ist dann die Markierungsprozedur (mit 

anschließender Dialyse) durchgeführt worden. Erst danach wird die Sonde mit dem ge-

schützten Targetstrang zusammengeführt, wobei sie den Schutzstrang infolge dessen Fehl-

paarungen verdrängt. Daraufhin wird ein voltammetrisches Signal messbar, dass auf der 

Reduktion des Osmiumkomplexes beruht. 

 

4.1.2. Selektivität 

 

Die erfolgreiche Hybridisierung lieferte einen Peak bei E = - 0,35 V, der dem reversiblen 

Redoxpaar Osmium (+IV/+VI) zuzuordnen ist55. Um zu garantieren, dass nur der 

komplementäre Targetstrang dieses Signal liefert, wurden Messungen mit einem nicht 

komplementären Targetstrang, der unter gleichen Bedingungen markiert wurde, durchgeführt. 

Hier konnte tatsächlich kein Peak gefunden werden (Abb.1b). Es wurden weiterhin 

Hybridisierungsversuche mit einem markierten Schutzstrang durchgeführt (da dieser während 

der Markierungsprozedur im großen Überschuss vorliegt und aus der Analytlösung nicht 

entfernbar ist). Erwartungsgemäß lieferte dieser jedoch kein Signal (Abb. 1c), denn einmal 

markierte Einzelstränge sind zu keiner Hybridisierung mehr im Stande. 
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4.1.3. Signalstabilität 

 

In Abbildung 4 wird gezeigt, dass wiederholtes Hybridisieren und Dehybridisieren bei 

verschiedenen Temperaturen (23, 50 und 70 °C) an einer Sonden-SAM ein gleichbleibend 

hohes Signal liefert. Der Dehybridisierungsschritt bestand darin, dass die Elektrode mit der 

immobilisierten Sonde für eine Minute in 50 °C warmes entionisiertes Wasser getaucht 

wurde. Durch die verhältnismäßig hohe Temperatur bei gleichzeitigem Fehlen von 

stabilisierend wirkenden Ionen konnten 95 bis 100 % des Targetstranges wieder von der 

Sonde abgelöst werden. 

Es ist also eine sehr gute Reproduzierbarkeit gewährleistet. Allerdings ist bei Verwendung 

mehrerer unter gleichen Bedingungen vorbehandelter Elektroden die Messung von ver-

schieden hohen Signalen nicht ungewöhnlich. So können sich die Signalhöhen zweier 

Elektroden um bis zu 20 % voneinander unterscheiden. Ursache hierfür ist zum einen, dass 

durch mechanisches Polieren nie eine identisch große Elektrodenoberfläche hergestellt 

werden kann, zum anderen adsorbieren sich bei jedem Auftragen der Sonde unterschiedlich 

viele Sondenmoleküle in verschiedenen Abständen zueinander (auf der Elektroden-

oberfläche).  

 

4.1.4. Markierung und Detektierung längerkettiger (synthetischer) Einzelstränge 

 

Bisher wurde lediglich über Erkenntnisse berichtet, die mit kurzkettigen DNA-Oligo-

nukleotiden (Kettenlänge = 20 bis 25 bp) gewonnen wurden. Ob die Markierungsprozedur 

ebenso bei längerkettigen DNA-Einzelsträngen funktionieren würde (Kettenlänge > 100 

Basen), war nicht bekannt. Einzelstränge dieser Länge werden beispielsweise bei 

Restriktionsexperimenten mit chromosomaler DNA erhalten und können mit der PCR 

vervielfältigt werden. 

Es zeigte sich, dass es unter Beibehaltung aller Parameter der Prozedur möglich ist, auch 

längere Einzelstränge (120 Basen; hier noch synthetisch hergestellt) zu markieren und 

Hybridisierungsereignisse derselben zu detektieren (Abbildung 6). Durch die größere Länge 

des Targetstranges und die damit verbundene erhöhte Anzahl an zu markierenden Basen 

(38mal Thymin), konnte im Vergleich zu den kurzen Oligonukleotiden schon bei den ersten 

Versuchen eine Signalverdoppelung erreicht werden (Abbildung 6c). Bei späteren Ex-

perimenten mit längerkettigen Einzelsträngen konnte dieses Ergebnis dann noch weiter ver-

vielfacht werden (s.u.). 
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Um die Selektivität der Markierungsmethode zu bestätigen, wurde untersucht, ob mit einer 

nicht komplementären Sonde die Anwesenheit von markierten Targetsträngen nachweisbar 

ist. Dies ergab jedoch kein  Hybridisierungssignal (Abbildung 6b). Ebenso konnte kein Signal 

bei der Hybridisierung eines markierten Schutzstranges (dieser ensteht bei jeder Markierung 

aufgrund des Schutzstrang-Überschusses in großer Zahl) mit der zum Targetstrang 

komplementären Sonde detektiert werden (Abbildung 6d).  

 

4.2. Publikation II: Nähere Untersuchungen der DNA-Hybridisierung 
 

4.2.1. Einfluss der Konvektion 

 

Die Bewegung der Teilchen in Lösung wird von den drei Transportprozessen Konvektion, 

Diffusion und Migration bestimmt. In sämtlichen für diese Arbeit durchgeführten Versuchen 

ist die Migration jedoch durch den Einsatz eines Grundelektrolyten nahezu bedeutungslos. 

Durch die Verwendung eines Rührers wird die Diffusionsschicht an der Elektrode konstant 

gehalten, so dass letztlich allein die Diffusion verantwortlich für das Heranbringen der 

Teilchen ist. 

Um hier nun den Einfluss der Konvektion zu untersuchen, wurden Messungen in ungerührter 

Lösung, jeweils bei Temperaturen von 7 °C und 23 °C, durchgeführt. Die ermittelten Werte 

wurden dann mit Werten verglichen, die mit einer rotierenden Scheibenelektrode bei 

verschiedenen Rührgeschwindigkeiten bestimmt wurden (Abbildung 2). 

Während bei 7 °C kein bedeutender Unterschied in der Signalhöhe gefunden wurde, konnte 

bei Raumtemperatur bei der geringstmöglichen Umdrehungszahl (500 U / min) immerhin eine 

Verstärkung um das 2,7 fache beobachtet werden. Eine weitere Erhöhung bei zunehmender 

Rührgeschwindigkeit ließ sich jedoch nicht beobachten. Der Bereich zwischen 0 und 500 U / 

min konnte nicht genauer bestimmt werden, da die rotierende Elektrode nicht in kleineren 

Schritten regulierbar war. 

Insgesamt lässt sich also sagen, dass auch die Konvektion hier eher von geringer Bedeutung 

ist und damit die Transportprozesse nicht der limitierende Faktor für die Hybridisierung sind. 

Vielmehr scheinen die Bedeckung der Elektrodenoberfläche und das Austauschen des 

Schutzstranges gegen die Sonde eine entscheidende Rolle zu spielen.  

Dieses Ergebnis wird von früheren Untersuchungen der Arbeitsgruppe Flechsig gestützt37. 

Dabei wurde die Hybridisierung an einer Golddrahtelektrode die in einer 3 °C kalten 

Umgebung direkt elektrisch auf Temperaturen bis 50 °C geheizt wurde, untersucht. Trotz des 
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hier recht großen Einflusses der Konvektion zeigte der Vergleich mit Werten, die mit 

derselben Elektrode in einer bis 50 °C erwärmten Umgebung (keine zusätzliche thermische 

Konvektion) ermittelt wurden, dass die Geschwindigkeit der Hybridisierung nicht erhöht 

werden konnte. 

 

4.2.2. Bestimmung der Erfassungsgrenzen 

 

Die Erfassungsgrenzen für die komplementären Targetstränge wurden über das 

Kalibrierkurvenverfahren (s.o.) graphisch bestimmt. Dabei wurden mit der rotierenden 

Goldscheibenelektrode sowie mit einer heizbaren Gold-LTCC (low temperature co-fired 

ceramics)-Elektrode  Werte um 3 bis 4 nmol/L ermittelt (Abbildung 6). Im Vergleich mit 

anderen Verfahren liegt diese Erfassungsgrenze hier noch verhältnismäßig hoch. Andere 

elektrochemische Hybridisierungssensoren liefern weit geringere Erfassungsgrenzen im pico- 

bis femtomolaren Bereich. So fanden beispielsweise Niu et al. unter Verwendung des 

Interkalators [Co(phen)2IP]2+ (IP steht hierbei für Imidazo(f)1,10-Phenanthrolin) eine 

Erfassungsgrenze von 27 pmol/L56 oder Fan et al. 10 pmol/L mit kovalent gebundenem 

Ferrocen57. Die Kombination von Strippingtechniken mit Metallnanopartikeln58 aber auch 

enzymbasierte amperometrische Untersuchungen mit Mikroelektroden59 zeigen Erfassungs-

grenzen sogar im femtomolaren Bereich. 

Es ist jedoch zu bedenken, dass o.g. Versuche mit lediglich fünf markierten Thyminbasen 

durchgeführt wurden. Bei späteren Experimenten (Publikationen III und IV) wurde die Zahl 

der markierten Basen auf 55 (36mal Thymin und 19mal Cytosin) erhöht, womit die 

Erfassungsgrenze auch im picomolaren Bereich liegen sollte. 
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4.3. Publikation III: Elektrochemische Detektierung der Hybridisierung 

von mit [OsO4(bipy)] markierten PCR-Produkten / Exonukleaaseabbau 
 

4.3.1. Erzeugung einzelsträngiger DNA durch Exonukleaseabbau 

 

Um einzelsträngige DNA-Proben aus diesem PCR-Ansatz gewinnen zu können, wurde einer 

der beiden Primer am 5’-Ende phosphoryliert. Nach dem vollständigen Ablauf der PCR 

wurde eine Lambda-Exonuklease zum Ansatz gegeben, die in der Lage ist eben diese 

Markierung zu erkennen und den so gekennzeichneten Einzelstrang vollständig abzubauen. 

Abschließend wird das Enzym durch Erhitzen auf 75 °C inaktiviert. 

Zuvor hatte sich die Methode, einen Doppelstrang auf 95 °C zu erhitzen und diesen 

anschließend sofort in einem Eisbad abzuschrecken, um so Einzelstränge zu erhalten, als un-

tauglich erwiesen. Ein Nachteil dieses Verfahrens, der durch den Exonukleaseabbau abgestellt 

werden konnte, war zudem, dass der zweite Einzelstrang immer gegenwärtig wäre und so die 

Hybridisierung von Target- und Schutzstrang behindern könnte. 

 

4.3.2. Einfluss von Temperatur und Hybridisierungsdauer 

 

Über die Temperatur lässt sich die Hybridisierung gut steuern. Sie ist verantwortlich für eine 

Aufspaltung von Schutz- und Targetstrang (auf Fehlpaarungen und einen damit erniedrigten 

Schmelzpunkt wurde bereits weiter oben hingewiesen), aber auch für eine schnellere 

Bewegung der Teilchen aus der Lösung zur Sonde hin. 

In Abbildung 3 ist deutlich zu erkennen, dass der entscheidende Temperaturbereich hier 

zwischen 35 und 50 °C liegt. Die Signalhöhe wird immerhin verdreifacht. Gleichzeitig lässt 

sich feststellen, dass die vorliegenden fünf Fehlpaarungen eine Schmelztemperatur-

erniedrigung von  etwa 15 °C hervorrufen, denn unterhalb 35 °C und oberhalb 50 °C 

verändert sich die Signalhöhe nicht. Bei einer weiteren Temperaturerhöhung über 60 °C ist 

dann ein beginnender Signalabfall zu erwarten, weil dort sämtliche Basenpaarungen 

aufgespaltet würden (mit Hilfe eines  Computerprogramms zur Schmelzpunktberechnung von 

Oligonukleotiden ist eine Schmelztemperatur von 55 °C ermittelt worden). Dies konnte 

jedoch nicht mehr gezeigt werden, da sich in diesem Temperaturbereich ebenfalls die SAM 

von der Goldoberfläche abzulösen beginnt, was den Effekt überdecken würde. 

Die bedeutsamste Vergrößerung des Messsignals lässt sich allerdings durch Verlängerung der 

Hybridisierungszeit erlangen. So wird schon bei Raumtemperatur durch Erweiterung der 
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Hybridisierungsdauer von einer Minute auf 30 eine Verzehnfachung des Signals erreicht. 

Wird zusätzlich die Temperatur während der Hybridisierung auf 50 °C erhöht, ist in dieser 

Zeitspanne sogar eine Verfünfzehnfachung erkennbar (Abb.4). Das maximale Signal ist nach 

etwa einer Stunde messbar, jedoch ist die Änderung des Peakstromes im Zeitbereich zwischen 

30 und 60 Minuten eher gering. Im Hinblick auf eine Anwendung dieses Biosensors ist es 

jedoch wünschenswert, die Hybridisierungszeit kurz zu halten, so dass 15 bis 30 Minuten hier 

durchaus zu empfehlen sind. 

 

4.4. Publikation IV: Elektrochemische Detektierung der Hybridisierung 

von mit [OsO4(bipy)] markierten PCR-Produkten / Asymmetrische PCR 
 

4.4.1. Erzeugung einzelsträngiger DNA durch asymmetrische PCR 

 

Eine weitere Möglichkeit einzelsträngige DNA zu erhalten, ist die asymmetrische PCR, eine 

Variation der herkömmlichen PCR, bei der ein Primer im Überschuss zum anderen, hier als 

ein Zehnfaches, zum Reaktionsansatz gegeben wird. Dabei ist der Primer im Übermaß zu 

wählen, der zu dem gewünschten Einzelstrang komplementär ist. Wird der Überschuss jedoch 

zu groß gewählt, kann sich der exponentielle Verlauf der PCR in ein lineares Verhalten 

umwandeln, d.h. die DNA-Amplifikation wird stark verlangsamt. Die Parameter für die PCR 

sind demnach genau abzuwägen. 

 

4.4.2. Einfluss von Temperatur und Hybridisierungsdauer 

 

Die Sequenzen der hier verwendeten DNA-Proben sind identisch mit denen aus Publikation 

III, lediglich die Sequenz des Schutzstranges wurde leicht verändert. Die Anzahl der 

Fehlpaarungen wurde beibehalten, lediglich die Stellen und die Arten der Fehlpaarung 

wurden variiert. 

Daraus resultieren leichte Änderungen des Temperaturverlaufs (Abb. 4). Der entscheidende 

Temperaturbereich liegt im Vergleich mit Publikation III leicht erhöht zwischen 40 und 50 

°C. Das bedeutet, dass der hier gewählte Schutzstrang von der Sonde schwerer zu verdrängen 

ist, als der in Publikation III. Somit wird bestätigt, dass bei gleicher Anzahl von 

Fehlpaarungen deren Art und Ort einen entscheidenden Einfluss auf die Schmelztemperatur 

haben17. 
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Bei Betrachtung des Einflusses der Hybridisierungsdauer auf die Signalhöhe, lässt sich 

erkennen dass eine Verlängerung zu einem deutlichen Signalanstieg führt (Abbildung 3). 

Verglichen mit Publikation III, Abb.4 fällt dieser jedoch deutlich geringer aus. So liegt die 

Vervielfachung im Bereich zwischen einer und 30 Minuten jeweils nur bei einem 6- bis 

8fachen. Die Ursache liegt vermutlich in der Anwesenheit eines zusätzlichen DNA-Stranges. 

So wurde der dem Targetstrang komplementäre Strang (in Publikation III) von der Lambda-

Exonuklease vollständig abgebaut, während dieser Strang bei der asymmetrischen PCR, wenn 

auch in Unterzahl, weiterhin vorliegt. Es ist daher möglich, dass dieser mit Schutz- und 

Sondenstrang um die Hybridisierung mit dem Targetstrang konkurriert. 

In der Konsequenz bedeutet das nicht nur eine geringere Vervielfachung des Signals mit 

zunehmender Zeit, sondern auch, dass das absolute Messsignal niedriger ausfällt. Bei 50 °C 

ist weiterhin zu erkennen, dass das maximale Messsignal nach einer Stunde noch nicht 

erreicht ist. 

Letztendlich ist aber bereits nach wenigen Minuten sicher zu erkennen, dass eine 

Hybridisierung zwischen dem komplementärem Targetstrang und der Sonde stattfindet. 

Durch die Wahl einer Temperatur von 50 °C kann ganz klar gegenüber einer nicht 

komplementären Sequenz unterschieden werden. Somit wurde gezeigt, dass mit Hilfe der 

asymmetrischen PCR vervielfältigte DNA-Einzelstränge markiert und detektiert werden 

können. 

 

4.5. Kinetische Untersuchungen der Markierungsreaktion 
 

Im gesamten hier ablaufenden analytischen Prozess ist die Probenvorbereitung, insbesondere 

die Markierung der DNA-Einzelstränge, einer der zeitaufwändigsten Schritte. Um die 

Markierungsprozedur zeitlich zu optimieren, wurden die Reaktionen der einzelnen 

Pyrimidinbasen mit [OsO4(bipy)] spektrophotometrisch untersucht. 

Dafür wurden UV/VIS-Spektren im Bereich von 200 bis 400 nm aufgenommen. Jeweils bei 

einer Wellenlänge von 325 nm wurde für alle Pyrimidinbasen (Thymin, Uracil und Cytosin) 

bei 10, 20, 40 und 60 °C eine Zunahme der Absorption gefunden. In Abbildung 4-1 werden 

exemplarisch die UV-Spektren bei einer Temperatur von 40°C gezeigt. Die Absorptions-

zunahme wird durch die Bildung der Osmatester bewirkt. Diese sind stabilisiert, weil 2,2’-

Bipyridin die Hydrolyse des Osmiumtetroxides unterbindet43, 44. 
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Abbildung 4-1 UV-Spektren einer Lösung von 6 mmol/L [OsO4(bipy)] vor (schwarz) und nach (grau) Zugabe 

und Reaktion mit 40 μmol/L der Nukleoside Thymin (a), Uracil (b) und Cytosin (c). Die Messungen wurden in 

einem Cary 100 Bio UV/VIS-Spektrophotometer (Varian) im Zwei-Strahlen-Modus gegen 6 mmol/L 

[OsO4(bipy)] bei 40 °C durchgeführt. Die Reaktionszeiten betrugen jeweils 60, 240 und 350 Minuten. 

 

Der Reaktionsverlauf lässt sich durch die Auftragung der Absorption gegen die Zeit nach-

verfolgen. Dies ist in den Abbildungen 4-2 bis 4-4 dargestellt. Wie erwartet, läuft die 

Reaktion des Thymins am schnellsten ab, gefolgt von Uracil und Cytosin. Eine 

Temperaturerhöhung beschleunigt die Bildung der Osmatester. Bei einer Temperatur von 20 

°C dauert es ungefähr 6 Stunden bis sämtliche Pyrimidinbasen vollständig mit dem 

[OsO4(bipy)] reagiert haben. Eine Temperaturerhöhung auf 60 °C verkürzt diese Zeit auf die 

Hälfte (Tabelle 4-1). 

 

 
Abbildung 4-2 Reaktion von 40 μmol/L Thymin mit 6 mmol/L [OsO4(bipy)] bei 10 (a), 20 (b), 40 (c) und 60 °C 

(d). Alle Messungen wurden in einem Cary 100 Bio UV/VIS-Spektrophotometer (Varian) im Zwei-Strahlen-

Modus gegen 6 mmol/L [OsO4(bipy)] bei � = 325 nm durchgeführt. 
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Abbildung 4-3 Reaktion von 40 μmol/L Uracil mit 6 mmol/L [OsO4(bipy)] bei 10 (a), 20 (b), 40 (c) und 60 °C 

(d). Weitere Bedingungen siehe Abbildung 4-2. 

 

  
Abbildung 4-4 Reaktion von 40 μmol /L Cytosin mit 6mmol/L [OsO4(bipy)] bei 10 (a), 20 (b), 40 (c) und 60 °C 

(d). Weitere Bedingungen siehe Abbildung 4-2. 

 

Für die Ermittlung der Geschwindigkeitskonstanten der einzelnen Reaktionen muss zunächst 

die Reaktionsordnung bestimmt werden. Da der Komplex [OsO4(bipy)] in einem 

Mengenverhältnis von 150:1 gegenüber den Nukleosiden vorliegt, kann eine Reaktions-

ordnung pseudo-erster Ordnung angenommen werden. Die Kurven lassen sich dann 

mathematisch auswerten. Dafür wird zunächst eine passende Regressionsfunktion (nicht-

linearer Fit nach Marquardt) über die Messwerte gelegt. Nach Schwartz et al. lässt sich die 

Reaktionsordnung bestimmen60: 
kt

t eAbsAbsAbsAbs �
�� ��	� )( 0         (4.1.) 

In Tabelle 4-1 sind die daraus resultierenden Werte für k angegeben. 
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Nukleosid 
 / °C T / K Zeitdauer bis zum vollständigen Ablauf der Reaktion / min k / min-1 

10 283,15 25 0,1838 
20 293,15 16 0,2472 
40 313,15 12 0,3620 

Thymin 

60 333,15 8 0,5293 
10 283,15 300 0,0110 
20 293,15 180 0,0154 
40 313,15 130 0,0293 

Uracil 

60 333,15 100 0,0387 
10 283,15 > 350 0,0041 
20 293,15 > 350 0,0059 
40 313,15 300 0,0105 

Cytosin 

60 333,15 180 0,0133 
 
Tabelle 4-1 Zeitdauer bis zum vollständigen Ablauf der einzelnen Reaktionen der Pyrimidinbasen mit 

[OsO4(bipy)] (aus den Abbildungen 4-2, 4-3 und 4-4) und dazugehörige errechnete Geschwindigkeitskonstanten 

für verschiedene Temperaturen. 

 

Mit dem Datensatz aus Temperaturen und ihren dazugehörigen Geschwindigkeitskonstanten 

lässt sich eine Arrhenius-Auftragung (Arrheniusplot) nach Gleichung 4.2. durchführen. 

Daraus lassen sich wiederum die Aktivierungsenergien für die einzelnen Reaktionen er-

mitteln, die in Tabelle 4-2 zusammengefasst sind. 

)ln(1)ln( A
TR

Ek A 	���
         (4.2.) 

Hierbei steht k für die Geschwindigkeitskonstante, EA für die Aktivierungsenergie, R ist die 

universelle Gaskonstante, T die Temperatur und A der präexponentielle Faktor der Arrhenius-

gleichung. 

 
Abbildung 4-5 Arrheniusplot für die Reaktion der Pyrimidinbasen Thymin (a), Uracil (b) und Cytosin (c) mit 

[OsO4(bipy)]. 
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Nukleosid -EA*R-1 / K ln (A / min-1) A / min-1 EA / kJ*mol-1 

Thymin -1954,3184 5,2330 187,3 16,3 ± 0,7 
Uracil -2433,0435 4,1246 61,9 20,2 ± 2,1 

Cytosin -2263,0608 2,5523 12,9 18,8 ± 2,4 
 
Tabelle 4-2 Aktivierungsenergien und präexponentielle Faktoren für die Reaktion der Pyrimidinbasen mit 

[OsO4(bipy)]. Weiterhin sind die zu deren Berechnung benötigten Parameter aus dem Arrheniusplot aufgeführt. 

 

Es wurden Aktivierungsenergien in der Größenordnung von ca. 15 - 20 kJ·mol-1 bestimmt. 

Diese Werte sind verhältnismäßig niedrig. Üblicherweise liegen die Aktivierungsenergien 

chemischer Reaktionen in einer Größenordnung von etwa 100 kJ·mol-1 61. Andererseits sind 

10 -15 kJ·mol-1 typisch für die Diffusion in flüssiger Phase62. Die Anstiege der Geraden im 

Arrheniusplot liegen dicht beisammen. Dagegen weisen die präexperimentellen Faktoren 

deutlich auf die unterschiedlichen Reaktionsraten hin. Ihr Verhältnis von 1:3:14,5 

(Cytosin:Uracil:Thymin) bestätigt die früheren Erkenntnisse, dass Thymin etwa 10 mal 

schneller als Cytosin reagiert27, 45. 

Für die Markierungsprozedur lässt sich zusammenfassen: 

Soll nur Thymin markiert werden, kann die Reaktion mit [OsO4(bipy)] in 30 Minuten 

vollständig ablaufen. Eine Temperaturerhöhung über 20 °C ist dabei nicht notwendig. Sollen 

jedoch alle Pyrimidinbasen markiert werden, ist bei Raumtemperatur mindestens eine 

7stündige Reaktionszeit einzuhalten. Dies gilt für DNA und RNA. Durch Temperatur-

erhöhung lässt sich die Markierung jedoch deutlich beschleunigen. Bei 60 °C ist sie bereits 

nach 3 Stunden abgeschlossen. 
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5. Zusammenfassung 

 

Die Publikationen I bis IV zeigen, dass die Methode zur Markierung von Oligonukleotiden 

mit dem elektrochemisch aktiven [OsO4(bipy)] unter Zuhilfenahme eines Schutzstranges auch 

bei längerkettigen Nukleinsäuren und PCR-Produkten sehr gut funktioniert. 

Die wichtigste Voraussetzung, um überhaupt eine Markierung durchführen zu können, ist das 

Vorliegen von einzelsträngigen DNA-Abschnitten. Diese lassen sich aus Doppelsträngen 

durch den enzymatischen Abbau eines im Laufe der PCR speziell markierten Einzelstranges 

mit einer Lambda-Exonuklease erhalten. Eine weitere Methode zur Erzeugung einzel-

strängiger DNA ist die asymmetrische PCR, bei der ein Einzelstrang im Überschuss 

amplifiziert wird. Beide Methoden liefern gute Ausbeuten an einzelsträngiger DNA. 

Die Hybridisierung der Einzelstränge mit der auf einer Goldelektrode immobilisierten Sonde 

wurde voltammetrisch detektiert. 

Für Messungen an kurzkettigen Oligonukleotiden (25 bp) wurde eine Erfassungsgrenze von 

etwa 3 nmol / L ermittelt. Um diese zu verringern, wurden verschiedene Einflüsse, wie 

Konvektion, Temperatur und Hybridisierungsdauer untersucht und die jeweiligen Systeme 

dementsprechend optimiert. Ein erhoffter großer Effekt der Konvektion ist nicht zu 

beobachten. Zwar führt der Einsatz einer rotierenden Scheibenelektrode zu einer 

Verdoppelung der Höhe des elektrischen Signals, doch spielen andere Effekte, wie die 

Bedeckung der Elektrodenoberfläche mit der Sonde und das über die Temperatur steuerbare 

Austauschen des Schutzstranges gegen die Sonde eine weitaus wichtigere Rolle. 

Die Schutzstränge lösen sich verstärkt ab Temperaturen von etwa 35 °C von den 

Targetsträngen, woraufhin diese zur Hybridisierung mit der Sonde im Stande sind. Bei ca. 50 

°C ist jeweils ein maximales Hybridisierungssignal messbar. 

Die größte Signalerhöhung lässt sich durch eine Vergrößerung der Hybridisierungsdauer 

erreichen. Bei der asymmetrischen PCR ist bei einer Verlängerung dieser Zeit von einer auf 

30 Minuten eine Verachtfachung, bei enzymatisch hergestellten Einzelsträngen eine 

Verfünfzehnfachung des Messsignals zu beobachten (bei 50 °C). Die Signalverstärkung ist 

hier größer, da durch den vollständigen enzymatischen Strangabbau keine zusätzlichen mit 

Sonde und Schutzstrang um die Hybridisierung mit dem Target konkurrierenden Stränge 

entstehen. Jedoch ist dadurch ein zusätzlicher Arbeitsschritt notwendig. 

Letztlich haben sich beide Methoden zur Erzeugung von Einzelsträngen bewährt und bieten 

so eine solide Grundlage für die Anwendung von [OsO4(bipy)] als elektrochemisch aktiver 

Marker und dessen Nutzung für Hybridisierungssensoren.
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6. Ausblick 

 

6.1. DNA-Chips 
 

Ein Anwendungsbereich für DNA-Hybridisierungssensoren sind die sogenannten DNA-

Chips, mit deren Hilfe Gene und deren Sequenzen identifiziert werden. Dazu werden jeweils 

verschiedene DNA-Sonden auf vielen tausend Spots (freiliegende Teile der Oberfläche des 

Chips, auch Elektrodenfläche) immobilisiert. Üblicherweise erfolgt dann die Detektierung 

bestimmter Sequenzen mit Hilfe verschiedenfarbiger Fluoreszenzfarbstoffe. (Auf die Vorteile 

elektrochemischer gegenüber optischen Analysemethoden wurden bereits weiter oben 

eingegangen.) Untersuchungen von H. Duwensee und M. Mix zeigen bereits, dass bei 

Vorliegen eines Gemisches verschiedener mit [OsO4(bipy)] markierter Targetstränge auf 

einem Microarray diese der jeweils komplementären Sonde zuzuordnen und voltammetrisch 

zu detektieren sind63. Weiterhin soll erprobt werden, wie sich die DNA-Amplifikation durch 

PCR auf einem Chip umsetzen lässt. Am Rande dieser Versuche wurde eine Möglichkeit 

gefunden, die Markierungsprozedur weiter zu beschleunigen, indem nach der Markierung 

überschüssiges [OsO4(bipy)] statt durch zeitaufwändige Dialyse nun durch Zentrifugation von 

den markierten Targetsträngen getrennt wurde. 

 

6.2. Markierung von Reportersträngen (Publikation V) 
 

Es müssen nicht zwangsläufig die Targetstränge für eine elektrochemische Detektierung mit 

[OsO4(bipy)] markiert werden. Stattdessen können dafür Reporterstränge benutzt werden. 

Diese müssen dann - wie die Sonde - ebenfalls mit dem Targetstrang hybridisieren können. 

Der Targetstrang sollte dazu eine Mindestlänge von 40 Basen haben, damit jeweils 20 davon 

mit der Sonde und dem Reporterstrang hybridisieren können. Der Reporterstrang besteht aus 

zwei Abschnitten, von denen einer für die Hybridisierung mit dem Targetstrang und der 

andere für die Markierung vorgesehen ist. Der Teil des Reporterstranges, der markiert wird, 

kann dabei mit beliebig vielen Thyminbasen versehen werden.  

Zur Markierung des Reporterstranges wird auch hier ein Schutzstrang mit einigen Fehl-

paarungen benötigt. Dieser muss nun jedoch nicht mehr von der Sonde, sondern vom Target-

strang verdrängt werden. Bei dieser Vielfalt verschiedener DNA-Stränge ist wieder die 

Temperatur der entscheidende Parameter, über den sich der Verlauf von Verdrängungs- und 
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Hybridisierungsreaktionen genau steuern lässt. Um den Verlauf der gewünschten Reaktionen 

zu begünstigen, ist der Schutzstrang entsprechend zu konstruieren. 

Die Verwendung von Reportersträngen ist besonders bei kurzen Targetsträngen (40-100 bp) 

empfehlenswert, weil dort die Zahl an markierbaren Basen deutlich erhöht werden kann. 

Enthält der Reporterstrang genügend Thymin, ist sogar ein Verzicht auf die Vervielfältigung 

der vorliegenden DNA-Probe durch die PCR denkbar. 

 

6.3. Markierung von RNA 
 

Diese Arbeit beschäftigt sich ausschließlich mit der Markierung von DNA. Doch auch RNA 

ist aufgrund seiner vielfältigen Funktionen in der Zelle eine sehr wichtige und interessante 

Nukleinsäure. Sie dient dort nicht nur der Informationsweitergabe (in Form von mRNA), 

sondern transportiert auch einzelne Aminosäuren (als tRNA) oder ist am katalytischen 

Geschehen bei der Genexpression beteiligt (rRNA)4. Es gibt also einige Ansatzpunkte, um 

elektrochemische Untersuchungen durchzuführen. Dass RNA ebenso wie DNA mit 

[OsO4(bipy)] markierbar ist, wurde bereits mehrfach gezeigt64, 65. Hier ist Thymin durch 

Uracil ersetzt, womit die am schnellsten zu markierende Base wegfällt. Die durchgeführten 

kinetischen Untersuchungen der Markierung zeigen jedoch, dass die Markierung des Uracils 

immer noch schneller abläuft als die des Cytosins.  

Ein Problem liegt hierbei in der Instabilität der RNA, die durch die ubiquitäre Anwesenheit 

von RNAsen (RNA-abbauende Enzyme) hervorgerufen wird. Es müssen also sämtliche 

Arbeitsschritte in RNAse-freier Umgebung durchgeführt werden, was einen speziellen 

Laborarbeitsplatz erfordert. 

 

6.4. Aptamere 
 

Ein weiteres vielversprechendes Forschungsobjekt sind sie sogenannten Aptamere. Diese 

kurzen Nukleinsäuren (20-60 bp) wirken durch die Ausbildung komplexer dreidimensionaler 

Strukturen als äußerst spezifische Rezeptoren beispielsweise für Nukleotide, Aminosäuren, 

Zucker, Farbstoffe und andere Moleküle. Liegt in diesen Molekülen eine freie C-C-

Doppelbindung vor, und gelingt es diese mit [OsO4(bipy)] zu markieren, vergrößert sich 

dessen Anwendungsbereich enorm. 
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6.5. Weitere Marker 
 

Bei einigen Untersuchungen von Nukleinsäuren ist es erwünscht, mehrere Informationen 

gleichzeitig zu erhalten. Dafür bietet es sich an, mehrere verschiedenartige Marker an die 

entsprechende Nukleinsäure zu binden. Diese sollen dabei unterschiedliche Potentialbereiche 

abdecken, so dass eine Überlagerung der von den einzelnen Markern hervorgerufenen Signale 

vermieden wird.  

Dafür können die Liganden variiert (Phenanthrolin und TEMED stabilisieren beispielsweise 

ebenfalls die Osmatester66) oder komplett andere Systeme gewählt werden. Die Giftigkeit des 

Osmiumtetroxids - auch wenn es hier nur in sehr geringen Konzentrationen verwendet wird – 

wird noch immer als Argument gegen die Nutzung dieser Verbindung angeführt. 
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Electrochemical Detection of DNA Hybridization by
Means of Osmium Tetroxide Complexes and
Protective Oligonucleotides

Gerd-Uwe Flechsig* and Thomas Reske

Department of Chemistry, University of Rostock, Dr.-Lorenz-Weg 1, D-18059 Rostock, Germany

We have utilized protective oligonucleotides to modify
DNA fragments with osmium tetroxide complexes without
compromising their ability to hybridize with immobilized
thiol-linked probe-SAMs on gold electrodes. Due to re-
versible voltammetric signals of Os(VI/IV), this method
allowed sensitive electrochemical hybridization detection
of short (25 bases) and long (120 bases) thymine-
containing DNA targets. The detection limit was 3.2 nM
for the long target. We found an optimum 40 °C hybrid-
ization temperature for the short target. No interference
by noncomplementary DNA was observed. At least 10
repetitive hybridization experiments at the same probe-
SAM were possible with thermal denaturation in between.
Such use of protective strands could be useful also for
other types of DNA recognition and even for other DNA-
modifying agents. Moreover, it is possible to produce
electrochemically active oligonucleotides (targets and
reporter probes) in ones own laboratory in a simple way.

Nucleic acid-modified electrodes used as biosensors can detect
the hybridization of two complementary DNA single strands
(probe and target). This electrochemical transduction can be per-
formed by means of molecules that are covalently attached to the
target, interacting with the negatively charged phosphate groups
or intercalating into the base stack. It is also possible to make use
of the intrinsic electrochemical activity of the DNA, e.g., the oxida-
tion of guanine.1-3 Magnetic beads4,5 and self-assembled mono-
layers6-12 are proven approaches to immobilize the probe strands.

We recently reported about the application of the covalently
attached redox markers together with thiol-linked probe oligo-
nucleotides on heated gold electrodes.13,14 The methods of electro-
chemical hybridization detection have been reviewed several
times.15-20

The complex [OsO4(bipy)] can be utilized as an electrochemi-
cally reversible covalent DNA label.21 It reacts with the pyrimidine
bases thymine and cytosine22 forming a diester of osmium(VI)
acid in well-known manner under oxidation of the C-C-double
bond in the pyrimidine ring (Scheme 1).

Labeling of DNA strands of any length can be easily performed
in the laboratory, which is an important advantage of this ap-
proach. However, only pyrimidine bases of single strands can be
labeled this way. Such Os-modified DNA strands on the other hand
are unable to form double strands; i.e., hybridization with probe
oligos is not possible any longer. These reactions have been inves-
tigated for about 25 years by Palecek et al. They showed that
osmium tetroxide complexes can be utilized as strand-selective
probes, which allow not only discriminating between single- and
double-stranded DNA but also studying the structure of double
strands as well as sensitive detection of nucleic acids.23-26 Until
now, the steps of Os(VIII) labeling, probe hybridization, and
electrochemical detection have been conducted in solution and
at separate surfaces, respectively, especially by means of magnetic
beads.27-31 Fojta et al. labeled DNA strands with multiple thymines
this way.32
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Tuñón-Blanco, P. Anal. Bioanal. Chem. 2004, 378, 104-118.
(21) Palecek, E.; Fojta, M. Anal. Chem. 2001, 73, 74A-83A.
(22) Palecek, E. Methods Enzymol. 1992, 212, 139-155.
(23) Palecek, E.; Lukasova, E.; Jelen, F.; Vojtiskova M. Bioelectrochem. Bioenerg.

1981, 8, 497-506.
(24) Lukasova, E.; Jelen, F.; Palecek, E. Gen. Physiol. Biophys. 1982, 1, 53-70.
(25) Palecek, E.; Hung, M. A. Anal. Biochem. 1983, 132, 236-242.
(26) Lukasova, E.; Vojtiskova, M.; Jelen, F.; Sticzay, T.; Palecek, E. Gen. Physiol.

Biophys. 1984, 3, 175-191.
(27) Palecek, E.; Fojta, M.; Jelen, F. Bioelectrochemistry 2002, 56, 85-90.

Anal. Chem. 2007, 79, 2125-2130

10.1021/ac062075c CCC: $37.00 © 2007 American Chemical Society Analytical Chemistry, Vol. 79, No. 5, March 1, 2007 2125
Published on Web 01/03/2007



Protective oligonucleotides are known from biochemical ap-
plications where, for example, DNA strands have to be protected
against cleavage by nucleases.33

Here, we describe how one can utilize protective oligonucle-
otide strands for easily labeling thymine-containing nucleic acids
by means of [OsO4(bipy)] without losing their ability for hybrid-
ization reactions with immobilized oligonucleotide probes.

EXPERIMENTAL SECTION
Material. 2,2′-Bipyridine was received from Merck, and

osmium tetroxide, as a 2% aqueous solution, was from Fluka. Solid
osmium tetroxide tends to evaporate and can cause severe
damage, for example, to the eyes. Hence, we recommend buying
the aqueous solution. All short DNA oligonucleotides were
delivered by Operon. The Tris-HCl buffer contained 10 mM tris-
(hydroxymethyl)aminomethane (from Fluka) and 0.5 M sodium
sulfate and was adjusted to pH 7.5. The sequences of all DNA
strands together with their length are given in Table 1. While
Probe and Target strands matched perfectly, four mismatches
were included into the Protector strand. The NC-target was a
noncomplementary strand to the Probe. NC-target and NC-
protector were noncomplementary as well. The F-probe oligo-
nucleotide fitted to a 20-base site at the 3′-end of the 120-bases-
long Fragment (the latter received from Microsynth). The
F-protector contained three mismatches. FNC-probe was non-
complementary to the Fragment.

Modification of Target, NC-target, and Fragment Oligo-
nucleotides. Protector and (NC)-Target (30.3 μmol/L each) were
mixed and left for 2 h at room temperature to allow hybridization.
A Tris-HCl buffer solution containing 10 mM osmium tetroxide
and 10 mM 2,2′-bipyridine (forming [OsO4(bipy)]) was then added
and left at room temperature for 22 h. After this period, the excess
of the osmium complex was removed by dialysis against pure Tris-
HCl buffer by means of Slide-A-Lyzer MINI Dialysis Units, 3500
MWCO (Rockford, IL) at 4 °C for 19 h. At the end, the retentive
solution was heated to 80 °C for 1 min in a water bath. This
solution (containing osmium-labeled target or noncomplementary
strands) was used for the hybridization experiments. The 120-

base-long Fragment (16.5 μL 30 μM) strands was partially
protected with the 20-base F-protector strands (20 μL 50 μM)
during a 2-h hybridization period. Afterward, 10 mM [OsO4(bipy)]
was added and left for another 2 h. A dialysis step of 19 h at 4 °C
was finally conducted.

Preparation of SAM-Modified Gold Electrodes. The gold
disk electrode (Metrohm) was first polished using 0.3-μm corun-
dum and then electrochemically treated by means of 25 voltam-
metric cycles between -0.2 and +1.8 V at 100 mV/s in 0.5 M
sulfuric acid. After rinsing with water, one droplet of 30.3 μL of
Probe, F-probe, or FNC-probe solution was given onto the dried
electrode and left overnight (16 h) at 10 °C in a water-saturated
atmosphere allowing the formation of the probe-SAM. Finally the
electrode was immersed in 1 mM aqueous mercaptohexanol
solution to close holes in the DNA-SAM and to straighten up the
single strands from the Au surface according to the literature.6

Hybridization and Dehybridization Procedure. During the
hybridization step, the gold disk electrode was immersed in a
beaker containing the stirred target solution at given concentration
and temperature. After this, the electrode was rinsed with Tris-
HCl buffer. To regenerate the probe-SAM by dehybridization, the
electrode was immersed in 50 °C water for 30 s.

Electrochemical Measurements. All measurements were
performed by means of an Autolab PSTAT10 potentiostat (Eco-
chemie, Utrecht, The Netherlands) controlled by a PC with the
GPES 4.8 software. An electrode stand inside a Faraday cage
comprising a glass cell, a Ag/AgCl (3 M KCl) reference electrode,
and a glassy carbon counter electrode (all from Metrohm) was
used for all electrochemical procedures. The square wave volta-
mmetric scans were performed from -0.65 to 0.0 V at 40-mV
amplitude and 200-Hz frequency. All measurements were con-
ducted at room temperature in Tris-HCl buffer. The peak-shaped
signals were smoothed and baseline-corrected. Automatic peak
search was applied.

RESULTS AND DISCUSSION
Use of Protective Strands during the Target Modification

with [OsO4(bipy)]. To reserve the hybridization capability, we
propose to hybridize one part of the target strand (at least 15-20
bases) with a protective strand. The latter contains a few
mismatches and can thus be replaced effortlessly later on by the
immobilized probe. The remaining nonhybridized thymines (here
exemplary 5 bases) are then labeled with [OsO4(bipy)] (Scheme
2).

The excess of the osmium complex is removed using dialysis.
Upon immersing the probe-modified gold electrode into the
solution of the labeled and still partially protected target strands,
the protective strand is replaced by the probe strands. The latter
had been immobilized before on a gold electrode, forming a thiol-
linked self-assembled monolayer.

Such hybridized target oligos yield square wave voltammetric
signals at -0.35 V (vs Ag/AgCl, 3 M KCl). According to the
experiments of Lukasova et al. as well as earlier results of Crowell
et al. and Meites, this can most probably be attributed to the redox
couple Os(VI)/(IV), while the reduction of Os(VIII) happens at
0 V and the reduction of Os(IV) to Os(III) at ∼ -1.1 V.34-36
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Scheme 1. Oxidative Labeling of Thymine with
[OsO4(bipy)]
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Modification and Hybridization of Model Target Strands
Containing 25 Bases. Even the short model oligonucleotide
Target (comprising 5 unprotected and thus Os-modified thymine
bases) yields relatively high peak-shaped hybridization signals
compared to the covalently attached labels ferrocene and dab-
cyl.13,14 Two electrons are transferred to each Os-thymine unit,
and five of them are located at one end of the Target strand.

The square wave signal occurs only if a complementary [OsO4-
(bipy)]-labeled target has been present in the hybridization
solution. On the other hand, a labeled but noncomplementary

strand (NC) does not yield any signal nor does the labeled
protective strand alone, and hence, hybridization with the im-
mobilized probe oligos does not take place (Figure 1). This
illustrates also one important advantage of DNA-SAM probes:
Nonspecific adsorption of NC strands or indicator molecules is
widely depressed according to earlier results.13,14

Figure 2 displays the effect of the hybridization temperature
upon the voltammetric signal. Hybridization (while heating or
cooling the stirred Target solution), electrochemical measure-
ments in pure Tris-HCl buffer, and dehybridization at 50 °C in
highly purified water were performed alternating. We found very(36) Meites, L. J. Am. Chem. Soc. 1957, 79, 4631-4637.

Table 1. DNA Sequences

designation length sequence

Probe 20 5′-TGC GGA TAA CAC AGT CAC CT-(CH2)3-S-S-(CH2)2-CH3
Target 25 5′-TTT TTA GGT GAC TGT GTT ATC CGC A-3′
Protector 20 5′-CGC GGA TAA CAC AGC CAC GC-3′
NC-target 25 5′-TTT TTG AGG TAT CGG TTA TTG CCC A-3′
NC-protector 20 5′-CGG GCA ATA ACC GAC ACC GG-3′
Fragment 120 5′-TTA AAA ATG GAT CCT GTT AAC TGT AAA GAG GAG AGG AAC CTA GTT ATT AGG TTT

TGA ATT TAG TTA CCA ATC TAT ATA TCT ATA CTT TGG AGG TAT TTT AAA TGA AAG T
G ACA AAA TCA-3′

F-protector 20 5′-CGA TTT TGT CGA CTC TCA TC-3′
F-probe 20 CH3-(CH2)2-S-S-(CH2)3-TGA TTT TGT CGA CTT TCA TT-3′
FNC-probe 20 5′-ATT GGC CCG TAA GGC GAA TT-(CH2)3-S-S-(CH2)2-CH3

Scheme 2. Labeling of the Target Strandsa

a (1) Target and protective strand approaching, (2) reaction of [OsO4(bipy)] with the exposed thymine bases after the protective
hybridization, (3) after dialysis the solution with labeled double strands comes into contact with the immobilized probe strands on the
gold electrode, and (4) a new double strand of target and probe strand is formed. The four mismatches between target and protective
strand are shown as well.
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small hybridization signals up to 10 °C and a maximum signal at
∼40 °C. The latter was ∼9-fold higher than the signal obtained at
3 °C hybridization temperature. Beginning dehybridization leads
to decreasing voltammetric peaks at higher temperatures. Elevated
temperature generally causes an improved mass transport (in-
creasing diffusion coefficient) as well as accelerated kinetics. While
the diffusion coefficient changes only slightly in the temperature
range studied, we have to consider especially the kinetics of the
target-protective double-strand denaturation, the surface diffusion,
and the formation of probe-target double strands. We did not
observe any disruption of the probe-SAM at temperatures up to
70 °C.

We investigated the effect of hybridization time at 23 and
50 °C (Figure 3). A linear rise was found at 23 °C up to 15 min.
At longer hybridization time, the slope levels off approaching a
maximum signal after 60 min. This value was obtained after 15
min, if the hybridization was conducted at 50 °C. This indicates
the accelerating temperature effect as described above.

Both studies about the effects of hybridization time and
temperature have been performed each at one and the same
probe-SAM. The protocol included regeneration steps of the probe
strands after every voltammetric measurement in 50 °C water for
60 s. Figure 4 depicts square wave voltammetric peak current
signals, which had been recorded following the hybridization of
the Os-labeled Target and the immobilized Probe SAM. We

studied the stability of the hybridization signals during 10 cycles
of hybridization and dehybridization (in water at 50 °C) at one
and the same probe-SAM. Three hybridization temperatures had
been explored, each yielding a fairly stable signal and no overall
trend of rise or decrease. Such regeneration capability is an
important requirement of biosensors.

Figure 5 exhibits the effect of [OsO4(bipy)] modification time
upon the square wave hybridization signals of 160 nM Os-modified
Target. Although most experiments in this report include longer

Figure 1. Square wave voltammograms at gold disk electrodes in
Tris-HCl buffer with immobilized Probe strands, (a) not hybridized,
(b) 15 min hybridized with 163 nM NC-Target at 23 °C, (c) 20 min
hybridized with 163 nM Os-labeled Protector strands at 40 °C, and
(d) 15 min hybridized with 163 nM Os-labeled Target at 23 °C;
frequency 200 Hz; amplitude 40 mV.

Figure 2. Dependence of the square wave voltammetric signals
on the hybridization temperature, Probe-SAM 15 min hybridized with
163 nM Target. Other conditions as in Figure 1.

Figure 3. Effect of the hybridization time of immobilized Probe with
163 nM Target at (a) 23 and (b) 50 °C hybridization temperature.
Other conditions as in Figure 1.

Figure 4. Stability of the SWV hybridization signals upon 10
repetitions at 23, 50, and 70 °C hybridization temperature, each series
at one and the same probe-SAM on a gold disk electrode. 10 mM
Tris + 0.5 M Na2SO4 (pH 7.5), cTarget ) 163.4 nM; thyb ) 10 min.

Figure 5. Effect of the [OsO4(bipy)] modification time upon the
square wave hybridization signals; 15-min hybridization of immobilized
Probe with 160 nM Target at 23 °C. Other conditions as in Figure 1.
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modification times overnight up to 22 h, it is possible to yield
maximal hybridization signals following a short modification period
of 30 min. This will be important for direct target modifications
in bioanalytical applications. Similar holds true for the dialysis step.
Here, a minimum 2-h period is needed (data not shown).

Such multiple modification of oligonucleotides by osmium
tetroxide bipyridine and protective strands opens a simple way
to produce electrochemically active targets or reporter probes in
the laboratory.

Modification and Hybridization of Long DNA Fragments
Containing 120 Nucleotides. We tested the new method also
with long DNA strands comprising 120 bases. Target strands of
this length are often obtained in restriction experiments with
chromosomal DNA or as cDNA from RT-PCR of mRNA and can
be replicated by means of PCR. The Fragment contained 38
exposed (unprotected) thymine bases. A recognition site of 20
bases at the 3′-end was protected by the F-protector oligonucle-
otide during the modification step.

Figure 6 depicts voltammetric signals measured after hybrid-
ization of the long Fragment with the SAM-immobilized non-
complementary FNC-probe (b) and full complementary F-probe
(c). The F-probe-SAM alone (a) as well as the F-probe with the
F-protector strand (d) did not yield any signal. This indicates that
even longer target strands can be modified by means of [OsO4-
(bipy)] without losing their capability to hybridize with im-
mobilized oligonucleotide probes, if the hybridization location on
the target is protected during the modification step. The irregular
distributed (and unprotected) thymine bases react with the
osmium(VIII) complex and yield large voltammetric signals upon
the hybridization with the immobilized matching probe. Compared
to the signal obtained with the short Target (Figure 1d), the
voltammetric peak of the long Fragment (Figure 6c) was twice
as high. One should expect a multifold increased Os signal, since
the Fragment contains 38 thymine bases (vs 5 in the Target).
However, the long distance between the electrode surface and
most of the Os-modified bases in the Fragment seems to diminish
the electrochemical signals.

Figure 7a illustrates the effect of the Fragment concentration
on the hybridization signals. In the range between 0 and 175 nmol/
L, a calibration function was found showing a slightly decreasing

slope toward higher concentrations. The lowest concentration in
this range was 10 nmol/L (Figure 7b).

Figure 8 displays a calibration plot at the lowest detectable
Fragment concentrations including the prediction bands to find
out the detection limit. On the basis of five calibration points, we
found a 3.24 nM detection limit. In this concentration range, the
calibration function is linear. The plots were calculated using
Microcal Origin 7.5 software.

CONCLUSIONS
A simple protocol has been demonstrated on how to modify

any thymine-containing DNA with [OsO4(bipy)] without losing
the capability to hybridize with probe oligonucleotides that are
immobilized as a SAM on gold electrodes. This way, hybridization
can be detected, obtaining well-shaped square wave voltammetric
signals. Protective oligonucleotides allow for modification of target
DNA thymine bases with osmium complexes while leaving the
recognition site unaffected. Due to its reduction potential, this
DNA redox marker is well suited for use at thiol-based SAM on

Figure 6. Square wave voltammetric signals of the partially
protected and osmium-labeled 120-base-long Fragment with the
immobilized (b) FNC-probe, and (c) F-probe. (d) Represents a control
experiment with F-probe hybridized with osmium-labeled F-protector.
(a) A control with the immobilized F-probe alone; frequency 200 Hz;
amplitude 40 mV. c(Fragment) 165 nmol/L, 15 min hybridization at
23 °C.

Figure 7. Dependence of the square wave voltammetric hybridiza-
tion signals at the F-probe-modified gold disk electrode upon the
Fragment concentration. Hybridization 15 min at 23 °C, Inset: square
wave voltammetric hybridization signal of 10 nM Os-labeled Fragment;
frequency 200 Hz; amplitude 40 mV.

Figure 8. Calibration plot of the square wave voltammetric hybrid-
ization signals at the F-probe-modified gold disk electrode at the
lowest Fragment concentrations; hybridization 15 min at 23 °C;
frequency 200 Hz; amplitude 40 mV.
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gold electrodes. The probe layer can easily be renewed by simple
dehybridization in hot water and can thus be used for hybridization
with new targets at least 10 times. All steps of target preparation
including protection, modification, and dialysis can be completed
in less than 5 h. Since natural DNA fragments often contain several
hundreds to thousands of bases, many more thymine bases would
be modified, and hence, the protocol described here could
facilitate highly sensitive electrochemical DNA hybridization
detection. With its 3.2 nM detection limit, our approach does not
compete with ultrasensitive methods such as catalytic (Palecek
et al.24,31,37) or biocatalytic (Heller et al.38-40) assays. However, it
opens a new opportunity to easily modify target DNA. Moreover,
the osmium tetroxide marker yields a large catalytic hydrogen

reduction signal at ∼ -1.2 V. We think that one day this signal
can be used at probe-SAM-based DNA sensors. Gold thiol-based
SAMs, however, do not provide a sufficient electrochemical
stability at highly negative potentials. Protective strands could be
useful for other types of DNA recognition and even for other DNA-
modifying agents. Moreover, it is possible to produce reversible
electrochemically active oligonucleotides (targets and reporter
probes) in ones own laboratory in a simple way.
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Abstract
This paper reports about the influence of temperature, hybridization time and convection upon the detection of
osmium tetroxide bipyridine-labeled target oligonucleotides at rotating gold disk (RDE) and heated low temperature
co-fired ceramics (LTCC) gold disk electrodes. We used mixed self-assembled monolayers of hexathiol-linked probe
oligonucleotides and mercaptohexanol on the gold surface of the electrodes for the hybridization detection of the
labeled targets by means of square-wave voltammetry. Due to protective strands, the osmium tetroxide-modified
target strands were still able to hybridize with the immobilized probe strands. The hybridization of such osmium
tetroxide bipyridine-modified target strands with thiol-linked probe strands immobilized on gold yielded large
reversible square-wave-voltammetric signals. Rotation speed and, hence, mass transport due to convection has only
marginal effects. On the other hand, temperature affects greatly the hybridization step as indicated by both heated
LTCC electrode in cold and RDE in warm hybridization solution. Calculated detection limits of 3.6 and 3.1 nM
targets at the RDE and the LTCC electrode, respectively, have been almost the same at both types of electrodes.
Applying an appropriate temperature during hybridization is more important than mechanically enhanced mass
transport.

Keywords: Heated electrode, DNA hybridization, Voltammetry, Rotating disk electrode, Protective strands, Osmium
tetroxide bipyridine

DOI: 10.1002/elan.200703881

1. Introduction

The importance of DNA analysis in clinical diagnostics and
drug development has rapidly increased during the last two
decades. This development leads to an increasing demand
for simple, rapid and inexpensivemethods ofDNAanalysis.
The most common methods of DNA hybridization detec-
tion base upon labeling of the target DNAwith radioactive
32Por fluorescent dyes andquenchers. Bothmethods involve
complex read-out techniques. Specially trained personnel as
well as expensive instrumentation andmaterial are required
for such analytical techniques.
Electrochemical hybridization detection is an attractive

alternative to those methods. Recent activities in this area
have been reviewed [1 – 5]. One promising approach is the
use of targets or other small nucleic acids (so-called reporter
strands) which are covalently labeled with redox-active
markers. In addition, the use of gold electrodes with mixed
self-assembled monolayers (SAM) of thiol-linked probes
and mercaptoalkanes is a good way to minimize undesired
adsorption of noncomplementary DNA or indicator mole-
cules. Herne and Tarlov et al. [6, 7] reported about first
studies of DNA immobilization and hybridization on gold
surfaces by means of surface plasmon resonance, XPS and
radiolabeling. In these experiments, the probe strands had
been tethered onto gold using a thiol linker. Rant et al.

studied the structures of probe SAM�s on gold by means of
fluorescence measurements [8]. Electrochemical detection
of DNA-hybridization in general provides high sensitivity
due to the accumulation of the analyte on the electrode
surface. This can be compared with the deposition step in
stripping analysis. The signal-to-noise ratio can be further
enhanced bymeans of amplifying platforms such as enzyme
labels [9 – 11], dendritic-like enzyme labels [12] or nano-
particle tracers [13 – 15]. Very low detection limits of 0.5 fM
and 1.5 fM target have been reported using enzyme labels
[16] or metal nanoparticles [17]. Recently, we have demon-
strated that the covalently attached fluorescent quencher
dabcyl can be applied also for electrochemical hybridization
detection [18].
The complex [OsO4(bipy)] has been utilized as an

electrochemically reversible covalent DNA-label [19, 20].
It reacts rapidly with the pyrimidine base thymine and less
quickly with cytosine [21]. In this reaction, a diester of
osmium(VI) acid is formed in a well-known manner under
oxidation of the C�C-double bond in the pyrimidine ring.
This product yields both reversible and huge catalytic
signals during voltammetric scans. Labeling of DNA-
strands of any length with electrochemically active markers
can thus be easily performed in the laboratory. However,
only single strands can be labeled this way. On the other
hand, such osmium tetroxide-modified DNA strands are
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unable to hybridize with matching strands such as probe
oligos. These principles have been studied for more than 25
years by Palecek et al. They found that osmium tetroxide
complexes can be utilized as probes which allow discrim-
inating between single and double stranded DNA. More-
over, the structure of double strands could be investigated,
and sensitive detection of nucleic acids [22 – 25] has been
possible. Until now, the steps of Os(VIII)-labeling, probe
hybridization, and electrochemical detection have in most
cases been conducted in solution and at separate surfaces,
respectively, especially by means of magnetic beads [26 –
30]. Recently, we found that [OsO4(bipy)] can be utilized
to label any thymine-containing target strands without
affecting their hybridization capability, if they had been
protected by shorter oligonucleotides during the modifica-
tion step [31, 32].
There are only a few studies about acceleration of the

hybridization process on DNA sensors. One approach uses
so called “acoustic micromixing”, where hybridization can
be accelerated 5-fold by treatment with low frequency
acoustic waves [33]. Alternatively, both November AG
(Erlangen, Germany) and Nanogen Inc. (San Diego,
California) have used a potential-induced accelerated
hybridization. Sosnowski et al. (Nanogen Inc.) applied
constant electrical fields on agarose-streptavidin modified
electrode arrays coupled with optical hybridization detec-
tion [34].
To manipulate DNA hybridization thermally, we have

applied a probe-SAM-modified heated gold wire electrode.
We found a dramatic increase of the hybridization signals, if
the hybridization was performed at elevated electrode
temperature [35]. In former studies, this technique of directly
heated electrodes had been applied for the enhancement of
heavy metal stripping analysis [36 –39] and DNA adsorptive
stripping analysis [40, 41]. We found that mass transport (as
the limiting parameter for fast reactions like metal deposi-
tion) is intensified typically up to 10-fold [36, 38, 39].
Furthermore, we could accelerate reaction or adsorption
rates of kinetically inhibited processes (reduction of arsen-
ic(V) or adsorption of dsDNAat carbon) 30-fold andmore, if
we performed the accumulation step at elevated electrode
temperature [37, 40]. Fundamental and basic studies of
heated electrodes have been reviewed recently [42].Our new
heating device allows direct or indirect heating of a broad
variety of electrode designs [43].
Vanderhoeven and co-workers studied the influence of the

rotation speed of a pivoted chamber covering an optical
DNAmicroarray [44]. The effect of such mechanical stirring
was a 5-foldenhancementofhybridization signals and,hence,
can be compared with the acoustic micromixing [33]. A
DNA-modified rotating gold disk electrode had been found
useful during the voltammetric detection step following a
quiescent hybridization period [45]. However, nothing has
been reported about hybridization at a rotating electrode.
Here, we report about comparison studies of DNA

hybridization at indirectly heated gold disk and rotating
gold disk electrodes to obtain more information about the
effect of both convection and elevated electrode temper-

ature. Osmium tetroxide bipyridine has been used as a label
covalently attached to the target oligonucleotide.

2. Experimental

2.1. Apparatus

A rotating gold disk electrode (RDE) with a diameter of
3 mm (Metrohm AG, Herisau, Switzerland) and an LTCC
electrode (low temperature cofired ceramic) with a gold
disk of 2 mm diameter (TETEKERA GmbH, Ilmenau,
Germany) served as the working electrodes in the square-
wave voltammetric experiments. The LTCC electrode had
the same design as described earlier [46, 47], except that this
time, the substrate carried a gold electrode on its surface.
Briefly, a multi-layer ceramic substrate comprised a galvan-
ically separated electric heating meander inside below the
electrode spot. Temperature calibration experiments with
the LTCCelectrodes have been performed bymeans of zero
current chronopotentiometry following earlier protocols
[47]. These electrodes had a 0.0314 cm2 geometric and a
0.092 cm2 active area. Furthermore, the RDE had a
0.0707 cm2 geometric and a 0.214 cm2 active area. We
calculated the electrochemically active area from cyclic
voltammetric measurements of the gold oxide reduction
peak in 0.5 M sulfuric acid. Several repetitive scans yielded
102.9� 18.6 mC and 44.2� 5.8 mC for the RDE and the
LTCC electrode, respectively. Both electrodes provided a
ca. 3-fold larger active area compared to the geometric
dimensions. A 480 mC/cm2 conversation factor had been
used for these calculations [48]. All electrochemical meas-
urements have been conducted bymeans of a mAUTOLAB
potentiostat (ECO CHEMIE, Utrecht, The Netherlands).
The instrument was controlled by a PC using the GPES 4.8
Software. A Faraday cage with stand, glass cell, Ag/AgCl
(3 M KCl) reference and a glassy carbon counter electrode
(all from Metrohm, Switzerland) were utilized during all
measurements.
The hybridization step was carried out in 5 mL beaker.

The temperature of the beaker has been controlled by a
cryostat model #9105 from Fisher Scientific (Pittsburgh,
Pennsylvania). The heating current of the LTCC electrode
was adjustedbymeans of aTSX1820power supply (Thurlby
Thandar Instruments, Huntingdon, UK). At any time, both
the rotating disk electrode and the analyte solution have
been at the same temperature. During all hybridization
experiments with the LTCC electrode, the analyte solution
was kept at constant 7 8Cbymeans of the cryostat.Aheating
voltage between 0 and 8.2 V at the LTCC electrode�s
internal heater allowed adjusting an electrode temperature
in the range between 7 and 63 8C.

2.2. Material

Probe oligonucleotides have been purchased from FRIZ
Biochem GmbH (Munich, Germany) and the targets from
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Operon GmbH (Cologne, Germany). All probe strands
comprised a hexathiol linker (3 DTPA units) and the
following base sequence: 5’-TGC GGA TAA CAC AGT
CACCT-hexathiol. FRIZBiochem�s proprietaryDTPA is a
dithiol-phosphoramidite that contains one disulfide group
in a ring with four carbon atoms. This 6-ring opens upon
reaction with the gold surface yielding two gold sulfide
bonds. The probe strand was dissolved in 0.25 M phosphate
buffer (PB) solution at pH 7.0. The target strand had the
following sequence: 5’-TTT TTA GGT GAC TGT GTT
ATC CGC A-3’. The protection strand for the target
contained 4 mismatches and had the following sequence:
5’-CGCGGATAACACAGCCACGC-3’. Both the target
and its protection strand have been dissolved in sterilized
distilled water. All nucleotides were stored at �18 8C.
Sodium hydrogen phosphate, sodium dihydrogen phos-
phate, potassium chloride, tris(hydroxymethyl)aminome-
thane (Tris), 2,2’-bipyridine and osmium tetroxide, as a 2%
aqueous solution, were purchased from Fluka (Buchs,
Switzerland). Solid osmium tetroxide tends to evaporate
and can cause severe damage, for example, to the eyes.
Therefore, we recommend buying the aqueous solution.
Sodium sulfate was delivered by Riedel de Haën (Seelze,
Germany). Ultra pure water (18.2 MW cm, TOC< 2 ppb)
has been obtained using anUltra Clear UV plus system (SG
GmbH, Barsb�ttel, Germany), and has been used through-
out. Water, buffer, electrolyte solutions and pipette tips
have been sterilized by autoclaving.

2.3. Preparation of DNA-SAM Modified Electrodes

First, the gold disk electrode was polished with slurry of
0.3 mmalumina andwater, then rinsedwithwater and finally
polished on wet filter paper. The polished gold disk and the
LTCC electrodes were treated electrochemically in 0.5 M
sulfuric acid by performing 25 cyclic voltammetric scans (at
100 mV/s) between �0.2 and þ1.6 V vs. Ag/AgCl (3 M
KCl). In the next step, the electrodes were rinsed with water
and then with ethanol. After drying, 5 mL-droplets of a
mixture containing 27 mMprobe and 225 mMmercaptohex-
anol were placed on top of the electrodes. These assemblies
were kept overnight (18 h) in a vapor-saturated atmosphere
at 5 8C. Finally, the electrodes have been rinsed with 0.25 M
phosphate buffer (pH 7.0) and then with water. This
procedure of coimmobilization yielded the best probe layer
regarding stability and reproducibility. The surface coverage
has been determined following the chronocoulometric
procedure of Steel et al. [49]. We found a range between
5.3 and 7.9 pmol/mm2, which provides good hybridization
efficiency.

2.4. Preparation of the [OsO4(bipy)]-Labeled Target

At first, 16.5 ml 30 mM target and 16.5 ml 30 mM protection
strands were mixed and then incubated for 2 h at room
temperature to form the protected target. Thereafter, 12 mL

10 mMTris with 0.5 M sodium sulfate at pH 7.5 (Tris buffer)
and 15 mL 10 mM of the osmium tetroxide bipyridine
complex were added to this tube, mixed and incubated for
2 h at room temperature to label the target with the osmium
tetroxide bipyridine. In the last step, this mixture has been
transferred in a dialysis cell (Slide-A-Lyzer MINI Dialysis
Units, 3500 MWCO; Rockford, IL, USA) and dialyzed for
19 h against Tris buffer at 4 8C.Moredetail on this procedure
can be found in our earlier publications [31, 32]. Briefly, the
protective strand hybridizeswith the target forming apartial
duplex. Thymine bases in such duplex strands are unable to
react with [OsO4(bipy)] [22 – 25].

2.5. Hybridization, Electrochemical Measurements,
Dehybridization

For hybridization, the probe-modified electrodes were
placed in a 10 mL beaker containing 3 mL of Tris buffer
and the given concentration of target strands. The hybrid-
ization on the RDE was carried out at room temperature
(23 8C), unless otherwise specified. The hybridization at the
heated LTCC electrode was carried out in a 7 8C hybrid-
ization solution at 3.2 V heating voltage (equivalent to 23 8C
surface temperature), unless otherwise specified. All
square-wave-voltammetric scans have been recorded at
room temperature (23 8C) in a cell containing 20 mL of Tris
buffer. Unless otherwise specified, all voltammetric peaks
have been baseline-corrected, followed by automatic peak
search as provided by the GPES software. The prediction
bands in Figure 6 have been calculated using the Origin 7.5
software (OriginLab Corp., Northampton, Massachusetts,
USA). For thermal regeneration of the immobilized probe
layer, the RDE was rinsed with water and immersed in a
beaker with 50 8C water for 30 s to denaturize the double
strands. For regeneration, the LTCC electrode was rinsed
with water and immersed in a beaker with water at room
temperature, while the dehybridization of these type of
electrodes was conducted by applying a 5.5 V heating
voltage (50 8C) for 1 min. Our experiments have shown
that such short heating to 50 8C in pure water is sufficient to
dehybridize the duplex with more than 90% efficiency as
indicated by the remaining electrochemical activity of the
osmium complex (data not shown). At even higher temper-
ature (particular over 60 8C), there is a danger to damage the
probe layer.

3. Results and Discussion

Figure 1 displays two typical square-wave voltammograms
obtained on probe-modified gold electrodes following a
hybridization with the osmium-modified target. The signals
measured at the rotating gold electrode (a)were higher than
at the indirectly heated LTCC electrode (b). However, the
noise level at the RDE has been higher as well. Therefore,
the LTCC electrode is not compromised by a generally
worse signal-to-noise ratio. It has been shown earlier that
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noncomplementary strands did not yield any significant
signal and, hence, did not disturb the detection of target
strands [32].

3.1. Influence of the Rotation Speed

Figure 2 illustrates the influence of the rotation speed
during a 4 min-hybridization period upon the square-wave-
voltammetric osmium tetroxide bipyridine signals at the
probe-modified RDE at two different temperatures. No
effect of the rotation speed has been found at 7 8C hybrid-
ization temperature, whereas at 23 8C, an initial (almost 2-
fold) increase of the SWV signal was observed when going
from0 to 500 rpm.However, at even faster rotation rates, no
further rise of the hybridization signals has been visible. At
all rotation rates equal to or higher than 500/min, an increase
of hybridization temperature from 7 to 23 8C lead to a 2.7-
fold enhanced signal. These findings indicate that convec-
tion has no significant effect under these conditions, and
hence, mass transport is not the limiting factor during these
hybridization experiments. Another limiting process has to
be considered suchas surface coveragewith probe strands or
kinetic hindrance.

3.2. Effect of the Hybridization Time

Figure 3depicts the effect of thehybridization timeupon the
voltammetric signals of the osmium-modified targets at a
LTCC electrode and a rotating disk electrode at 1000 min�1.
Both have been held at 23 8Chybridization temperature.All
data points and their error bars representmeasurements of 3
reproduced series at the given electrode type (each series
with a newly prepared probe SAM) and the regarding

standard deviation, respectively. The graph of the heated
LTCC electrode (23 8C electrode temperature in a 7 8C
hybridization solution) displays a small linear range be-
tween 0 and 4 min. Thereafter the slope significantly
declines. One reason of this effect is probably an increasing
saturation of the probe layer on the electrodewith the target
indicating fast hybridization or low surface coverage with
probe strands. In contrast, the plot obtained with the
rotating disk electrode was found to be almost linear in
the whole range. In addition to the different geometric and
active area, both the RDE and the LTCC gold electrode do
not comprise the same type of gold surface as indicated by
the different hybridization behavior. Although we have
polycrystalline gold in both cases, the coverage with probe
strands is apparently different.

Fig. 1. Square-wave-voltammetric signals of [OsO4(bipy)]-modi-
fied targets following an 8 min hybridization period at 23 8C on a)
gold RDE, 1000/min, and b) heated gold LTCC electrode.
Hybridization has been performed in a solution containing Tris
buffer and 80 nM [OsO4(bipy)]-modified target solution. Square-
wave voltammetry has been conducted at 200 Hz and 40 mV
amplitude in Tris buffer. Current densities have been calculated
using the geometric electrode areas. Both voltammograms are
displayed without any filtering.

Fig. 2. Effect of rotation speed during a 4 min hybridization step
upon square-wave-voltammetric signals at a) 7 8C and b) 23 8C;
hybridization performed in a solution containing Tris buffer and
160 nM [OsO4(bipy)]-modified targets. Square-wave voltammetry
has been conducted at 200 Hz and 40 mVamplitude in Tris buffer.
The data points and their error bars represent average values of
regarding measurements of 3 repetitive series (each series at a
newly prepared SAM) and the regarding standard deviation,
respectively.

Fig. 3. Effect of the hybridization time upon square-wave-
voltammetric signals at 23 8C, a) heated LTCC electrode, and b)
rotating disk electrode at 1000/min. The LTCC electrode has been
heated to 23 8C during hybridization, while keeping the solution at
constant 7 8C. Current densities have been calculated using the
geometric electrode areas. Other conditions have been the same
as in Figure 2.
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3.3. Effect of the Hybridization Temperature

In our former study of DNA hybridization on a heated gold
wire electrode, we found a dramatic effect of hybridization
temperature upon the voltammetric signals of ferrocene-
labeled target strands with a maximum at 48 8C [35].
Figure 4 depicts the effect of hybridization temperature at
both heated LTCC (b) and rotating gold disk electrode (a).
Again, a considerable temperature effect has been found.
However, under the conditions applied here (disk electro-
des, protected and osmium-modified targets), the temper-
atures of maximum signals are significantly lower (ca.
30 8C). Furthermore, the signals at 63 8C had been signifi-
cantly lower than at 7 8C hybridization temperature. All in
all, the characteristics of both the LTCC and the RDE plots
are similar. Up to this point, we can say that the hybrid-
ization at the electrode surface is controlled by temperature
rather than convection. This can be attributed to slow
hybridization kinetics at the electrode surface. These
findings suggest that mass transport due to convection has
only a minor impact on the hybridization signals. At even
higher temperature, the signals decrease, indicating the
beginningmelting of the probe-target-duplexes.We already
investigated the thermal stability of a probe layer immobi-
lized on a gold electrode in an earlier study and found it to be
stable up to ca. 70 8C [35]. A stability test in the study
presented here yielded a 20% signal loss upon repeating the
hybridization-dehybridization-cycle 12 times at one and the
same probe layer (data not shown).

3.4. Calibration Experiments

Figure 5 exhibits the results of calibration experiments
performed in the range between 1 and 80 nM of osmium-
modified targets at both the rotating gold disk electrode (a)
and the heated LTCC electrode (b). Whereas the LTCC
electrode plot starts to level off at low concentrations, we
find a fairly linear part up to 20 nM for the RDE. This again
can be attributed to a lower surface coverage with probe

strands at the LTCC electrode leading to saturation even at
low concentrations.

Fig. 4. Temperature effect during an 8 min-hybridization step at
a) a rotating disk electrode at 1000/min inside a heated solution
and b) a heated LTCC electrode inside a solution of constant 7 8C.
Other conditions have been the same as in Figure 2.

Fig. 5. Calibration plots (2nd order polynoms) at a) rotating gold
disk and b) heated LTCC gold electrodes. All regarding square-
wave voltammograms have been recorded following an 8 min-
hybridization step at the given target concentration. The RDE
was set to 1000/min at 32 8C solution temperature during hybrid-
ization, whereas the LTCC electrode was heated electrically to
32 8C inside the 7 8C hybridization solution. Current densities have
been calculated using the geometric electrode areas. Other
conditions have been the same as in Figure 2.

Fig. 6. Calibration plots (2nd order polynoms) at a) gold RDE
and b) heated LTCC gold electrodes including the prediction
bands (95%) for the graphical determination of the detection
limits. All regarding square-wave voltammograms have been
measured following an 8 min-hybridization step at the given target
concentration. The RDE was set to 1000/min at 328, whereas the
LTCC electrode was heated electrically to 32 8C inside the 7 8C
hybridization solution. Other conditions have been the same as in
Figure 1.
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Figure 6 displays a data subset of Figure 5, now providing
the 95% prediction bands for the lowest concentrations in
order to estimate the detection limits. The latter have found
to be comparable (3.6 and 3.1 nM for the RDE and the
LTCC electrode, respectively). Although the sensitivity at
theRDE is about 3 times higher than at the LTCC,we found
that the prediction band is 4-fold wider. This yields the
slightly better analytical performance of the heated LTCC
electrode. However, even between 1 and 20 nM, we could
not find a linear calibration plot for the heated electrode.

4. Conclusions

We have investigated DNA hybridization at both rotating
disk and heated disk electrodes in order to obtain informa-
tion about the effects of rotation speed, temperature, and
target concentration during the hybridization step. By
means of protective oligonucleotides, it has been possible
to modify the target strands with [OsO4(bipy)] while
preserving their hybridization capabilities. The hybridiza-
tion of such osmium tetroxide bipyridine-modified target
strands with thiol-linked probe strands immobilized on gold
yielded large reversible square-wave-voltammetric signals.
It can be concluded that the rotation speed and, hence, the
mass transport due to convection has marginal influence
under these conditions. On the other hand, the temperature
affects greatly the hybridization step as indicated by
measurements with both heated electrodes in cold and
rotating electrodes in warm hybridization solution. Adjust-
ing the optimal temperature such as by means of heated
electrodes is thus more important than trying to improve
mass transport by mechanical devices.
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Abstract

This communication reports about how single-stranded 136 base polymerase chain reaction (PCR) products labeled with electrochemically
active osmium tetroxide bipyridine can be detected voltammetrically by hybridization with probe strands immobilized on gold electrodes. These
electroactive ssDNA targets have been obtained by means of Lambda Exonuclease treatment of the double-stranded PCR products followed by
hybridization of the remaining single strands with short protective strands and covalent labeling with osmium tetroxide bipyridine. Square-wave
voltammetric signals of these osmium labels have been obtained only upon hybridization with the immobilized probe strands. An optimal 50 ◦C
hybridization temperature has been found with a saturation of the probe layer at 30min hybridization time and 7.5 nmol/l target concentration. The
blank capture probe layer alone did not yield any signal. Unprotected strands produced almost no interference. Such double-selective switch-on
electrochemical hybridization assays hold great promise for the specific detection of PCR products.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: PCR product; Protective strand; Osmium tetroxide bipyridine; Gold electrode; Probe SAM; DNA hybridization

1. Introduction

Nucleic acid-modified electrodes used as biosensors can
detect the hybridization of two complementary DNA single
strands (probe and target). This electrochemical transduction
can be performed by means of molecules that are (a) cova-
lently attached to the target, (b) interacting with the negatively
charged phosphate groups or (c) intercalating into the base stack.
It is also possible to make use of the intrinsic electrochemi-
cal activity of the DNA, e.g. the oxidation of guanine [1–3].
Magnetic beads [4,5] and self-assembled monolayers [6–12]
are proven approaches to immobilize the probe strands. We
recently reported about the application of covalently attached
redoxmarkers together with thiol-linked probe oligonucleotides
on heated gold electrodes [13,14].
A few studies about the electrochemical detection of poly-

merase chain reaction (PCR) products have been published.

∗ Corresponding author. Tel.: +49 381 4986470; fax: +49 381 4986461.
E-mail address: gerd-uwe.flechsig@uni-rostock.de (G.-U. Flechsig).

Methylene blue intercalates stronger into ssDNA (single-
stranded DNA) than into dsDNA (double-stranded DNA). This
has been used to detect the hybridization of PCR products
with capture probes immobilized on carbon paste electrodes
[15]. Upon successful hybridization, a diminished voltammetric
methylene blue signal has been observed. In similar approaches,
daunomycin [16,17] and Meldola’s blue [18] have been used to
detect PCR products electrochemically. Hybridization detection
assays basing on intercalators and alike often suffer from small
differences in the electrochemical signals obtained before and
after target binding. Yet, this difference has to be taken as the
hybridization indication.
Themethods of electrochemical hybridization detection have

been reviewed several times [19–23].
The complex [OsO4(bipy)] can be utilized as an electrochem-

ically reversible covalent DNA-label [24]. It reacts with the
pyrimidine bases thymine and cytosine [25] forming a diester
of osmium(VI) acid in well-known manner under oxidation of
the C C-double bond in the pyrimidine ring. Labeling of DNA-
strands of any length can be easily performed in the laboratory,
which is an important advantage of this approach. However,

0039-9140/$ – see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.talanta.2007.09.004
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only pyrimidine bases of single strands can be labeled this way.
Such Os-modified DNA strands on the other hand are unable
to form double strands, i.e. hybridization with probe oligos is
no longer possible. These reactions have been investigated for
about 25 years by Palecek et al. They showed that osmium
tetroxide complexes could be utilized as strand selective probes
which allow not only discriminating between single and double-
strandedDNAbut also studying the structure of double strands as
well as sensitive detection of nucleic acids [26–29]. Until now,
the steps of Os(VIII)-labeling, probe hybridization and elec-
trochemical detection have been conducted in solution and at
separate surfaces, respectively, especially by means of magnetic
beads [30–34]. Such osmium tetroxide labeling had also been
applied to detect oligo(dA)n-containing PCR products bymeans
of thermal denaturation and magnetic separation [31,32].
Protective oligonucleotides are known from biochemical

applications, where, e.g. DNA strands have to be protected
against cleavage by nucleases [35]. Recently, we reported on
how protective oligonucleotide strands can be utilized for label-
ing thymine-containing nucleic acids by means of [OsO4(bipy)]
without losing their ability for hybridization reactions with
immobilized oligonucleotide probes [36,37]. We applied this
technique to compare the DNA hybridization on both heated
ceramic-based and rotating gold disk electrodes [38]. Fojta
et al. have (independently from us) reported about the use
of protective oligonucleotides for the preparation of osmium
tetroxide-labeled reporter strands by means of magnetic separa-
tion [39]. Here, we demonstrate that this new method can also
be applied to detect the products of polymerase chain reactions
(PCR). Such amplicons are generally obtained in the form of
double strands. To ease the hybridization with the immobilized
probe oligonucleotides, we removed one of the product strands
by nuclease cleavage.

2. Experimental

2.1. Material

2,2′-Bipyridine was delivered by Merck and osmium tetrox-
ide as a 2% aqueous solution from Fluka. The dithiol-modified
DNA probe (F-probe) containing a (dT)15-spacer was deliv-
ered by Friz Biochem GmbH (Munich, Germany). The 136 mer
Fragment was prepared as described below. The “Tris-buffer”
contained 10mmol/l Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane and
0.5mol/l sodium sulfate and was adjusted to pH 7.5 using sul-
furic acid. The sequences of all DNA-strands together with
their length and designations are given in Table 1. The F-probe
oligonucleotide fits to a 27-base recognition site (underlined in
Table 1) of the 136 base Fragment. The F-protector oligonu-
cleotide contains 5 mismatches (underlined and bold in Table 1)
to ease its later displacement by the immobilized F-probe.

2.2. PCR and Exonuclease treatment conditions

A synthetic 136-base-DNA (sequence from the genome
of Clostridium acetobutylicum [1855609–1855744]) was used
as template. The standard PCR reaction was performed with

Table 1
DNA sequences

Designation Length Sequence

Fragment 136 5′-
CTTACAGGAATTGTTTTGGGACTTGCAA
GGGCTTTTGGAGAGGCATTAGCAGTTCAA
ATGGTAATAGGTAATACAGTAAAATCAG
CTCAAGGACTTTTTTCTCCTAC-
TACCACTTTGACAAGCGTACTTACAATGG-
3′

F-protector 27 5′-CAG TGT TTG ACC TGA TTT TAC TGT
CTT-3′

F-probe 27 5′-AAG TCC TTG AGC TGA TTT TAC TGT
ATT- ttttttttttttttt-[Dithio]3-3′

100 ng of template DNA, 0.4�MdNTPs, 0.5�Mof the primers
C.aceto F and C.aceto Rp (Table 2) and 2.5U Sawady-Taq-
DNA-Polymerase (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Germany) in 50�l reaction volume according to the manufac-
turer’s instructions. While synthetic primers are normally not
phosphorylated on their 5′-end (according to natural DNA),
the primer C.aceto Rp was 5′-phosphorylated for later recogni-
tion by the exonuclease to allow cleavage of only this strand.
The enzymatic hydrolysis of the phosphorylated strand of
the DNA was performed using 15U of Lambda Exonuclease
(NEB GmbH, Frankfurt a.M., Germany), which has the high-
est selectivity for 5′-end phosphorylated DNA, in 1× Lambda
Exonuclease buffer for 1 h at 37 ◦C. During this step, the phos-
phorylated strand was recognized by the exonuclease and (at
least in theory) completely removed from the PCR product’s
double strand releasing a single strand. We will show in the next
section that the yield of this process was not 100%. The enzyme
was heat-inactivated after the reaction for 10min at 75 ◦C. Best
results in the voltammetric experiments were achieved when
the DNA was purified after that using the NucleoSpin Extract II
Kit (Macherey-Nagel GmbH& Co. KG, Düren, Germany) with
4 volumes of NTC buffer or the innuPREP DOUBLEpure Kit
(Analytik Jena AG, Jena, Germany) according to the manufac-
turer’s instructions. This purified mainly single-stranded PCR
product called Fragment has been used in the following steps.
All DNA concentrations were evaluated visually in the agarose
gel (2%, w/v) using the DNA-marker (Fermentas GmbH, St.
Leon-Roth, Germany) as a comparison.

2.3. Modification of Fragment oligonucleotide

TheFragment at itsmaximumconcentration (between 25 and
250 nmol/l) and the protective strand F-protector (10�mol/l)
in at least ten-fold excess were mixed and left for 2 h at room
temperature to allow hybridization. In one control experiment,
the protective strand has not been added. A Tris-buffer solution

Table 2
Primers

Sequence: 5′-3′

C.aceto F CTTACAGGAATTGTTTTGGGA Forward primer
C.aceto Rp p CCATTGTAAGTACGCTTGTCA Reverse primer
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containing 10mmol/l osmium tetroxide and 10mmol/l 2,2′-
bipyridine (forming [OsO4(bipy)]) was then added and left at
room temperature for 2 h. After this period, the excess of the
osmium complex was removed by dialysis against pure Tris-
buffer by means of Slide-A-Lyzer MINI Dialysis Units, 3500
MWCO (Rockford, IL, USA) at 4 ◦C for 19 h. This solution
(containing the osmium-labeled target Fragment) was used for
the hybridization experiments.

2.4. Preparation of SAM-modified gold electrodes

The gold disk electrode (Metrohm, Switzerland)was first pol-
ishedusing corundum0.3�mand then electrochemically treated
by means of 25 voltammetric cycles between−0.2 and +1.65V
at 100mV/s in 0.5M sulfuric acid. After rinsing with water, one
droplet of 15�l F-probe (30.3�mol/l) solution was given onto
the dried electrode and left overnight (16 h) at 10 ◦C in a water-
saturated atmosphere allowing the formation of the probe-SAM.
After this, the electrode was soaked for 1 h in 1mmol/l aqueous
mercaptohexanol solution.

2.5. Hybridization and dehybridization procedure

During the hybridization step, the rotating gold disk electrode
was dipped in a beaker containing the target (Fragment) solution
and adjusted to 1000 rpm.After this the electrodewas rinsedwith
Tris-buffer. To regenerate the probe-SAM by dehybridization,
the electrode was immersed in 50 ◦C water for 60 s.

2.6. Electrochemical measurements

For all electrochemical procedures, an Autolab PSTAT10
(ecochemie, Utrecht, The Netherlands) controlled by a PC with
GPES 4.8 software and an electrode stand inside a Faraday
cage together with a Ag/AgCl (3mol/l KCl) reference elec-
trode and a glassy carbon counter electrode (all from Metrohm
AG,Herisau, Switzerland) was used. The parameters for square-
wave voltammetry were 200Hz, 40mV amplitude. The scan
was performed from −0.55 to 0.0V. All measurements were
conducted at room temperature in Tris-buffer. The peak-shaped
signals were smoothed and baseline-corrected. Automatic peak
search was applied.

3. Results and discussion

The PCR and Lambda Exonuclease treatment were per-
formed as described above. For a successful electrochemical
detection without disturbances of hybridization of probe and
target, we chose a sequence with a low ability to form stable
secondary structures. The results of PCR and Lambda Exonu-
clease treatment are displayed in Fig. 1. In lane 1, the molecular
marker was applied, in lane 2, the product of the PCR before
Lambda Exonuclease treatment and in lane 3, the PCR-product
after Lambda Exonuclease treatment is shown. It can be seen
that the PCR resulted in a single band, which is then partially
digested after the Lambda Exonuclease treatment. The ssDNA
shows a different running behavior in the gel. Such changed

Fig. 1. Two percent (w/v) agarose gel stained with Gelred (Cambridge Bio-
Science, UK): lane 1, Gene RulerTM 100 bp DNA ladder (0.3�g); lane 2,
2�l PCR-product (136 bp-Fragment); lane 3, 5�l PCR-product after Lambda
Exonuclease treatment.

interactions with the agarose gel can be attributed to a differ-
ent ternary structure of ssDNA, which is bulkier compared to
dsDNA, which is more stretched. A major fraction of the PCR
product has been digested to the single-stranded form; however,
the yield of this process was not 100%. We found the same
pattern of ssDNA and dsDNA bands in PCR-products obtained
by asymmetric PCR without any exonuclease being involved.
These results will be the subject of a follow-up paper.
Fig. 2 depicts square-wave voltammograms representing the

detection of the single-stranded PCR product together with dif-
ferent controls. The large voltammetric signal of the osmium
tetroxide bipyridine-labeled PCR product (Fig. 2c) indicates not

Fig. 2. Square-wave voltammograms at gold disk electrodes in Tris-buffer with
immobilized probe strands, (a) F-probe not hybridized, (b) F-probe 15min
hybridizedwith 7.5 nmol/l [OsO4(bipy)]-labeledFragment at 23 ◦C, (c)F-probe
15min hybridized with 7.5 nmol/l [OsO4(bipy)]-labeled Fragment at 50 ◦C, (d)
F-probe 15min hybridized with 7.5 nmol/l [OsO4(bipy)]-labeled Fragment at
23 ◦C, modification and hybridization without protecting strand and (e) F-probe
15min hybridized with 7.5 nmol/l [OsO4(bipy)]-labeled Fragment at 50 ◦C,
modification and hybridization without protecting strand; frequency 200Hz;
amplitude 40mV; stirring at 1000 rpm during hybridization.
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only good hybridization efficiency with the immobilized cap-
ture probe at 50 ◦C, but also effective signal amplification due
to multiple labeling. Each unprotected thymine base is able to
react with one [OsO4(bipy)], each delivering two electrons dur-
ing the voltammetric scan. At 23 ◦C hybridization temperature
(Fig. 2b), the signal attains less than half the value compared to
50 ◦C. This can probably be addressed to hindered exchange of
the protective strand by the immobilized capture probe.
Fojta et al. did not include base mismatches into the pro-

tective strand, since it had been magnetically separated from the
target strand after the osmium tetroxidemodification [39]. How-
ever, immobilization of the target or protective strand is required
instead. Future investigations will reveal howmany mismatches
between protective and target strand are necessary to allow easy
in situ replacement of the protective strand by the immobilized
probe.
The capture probe (F-probe) alone (Fig. 2a) did not yield

any signal. Although, the unprotected and, hence, thoroughly
[OsO4(bipy)]-modified Fragment gave a very small signal at
room temperature (Fig. 2d), this response could be significantly
suppressed by applying an elevated hybridization temperature
of 50 ◦C (Fig. 2e). Such minimal electrochemical response can
probably be attributed to either unspecific adsorption of the
target to the electrode surface or weak hybridization interac-
tions between probe and target strands. In both cases, elevated
temperature is expected to diminish the binding.
We further investigated the effect of hybridization temper-

ature. Fig. 3 illustrates that elevated hybridization temperature
has a positive effect up to 50 ◦C. At even higher temperature,
the signal levels off.
In contrast, earlier investigations resulted in an optimal

hybridization temperature between 30 and 40 ◦C [36–38]. The
different behavior found in this study can probably be attributed
to longer protective strands and capture probes (27 bases each,
compared to 20 in the earlier studies). At temperatures higher
than 70 ◦C, we expect disruption of the probe layer resulting at
least in a loss of hybridization capability, as we observed earlier
[13].

Fig. 3. Dependence of the square-wave voltammetric signals on the hybridiza-
tion temperature, F-probe-SAM 15min hybridized with 7.5 nmol/l target
(Fragment). Other conditions as in Fig. 2.

Fig. 4. Effect of the hybridization time of immobilized F-probe with 7.5 nmol/l
target (Fragment) at (a) 50 and (b) 23 ◦C hybridization temperature. Other
conditions as in Fig. 2.

Fig. 4 exhibits the effect of hybridization time upon the
voltammetric signals at two different temperatures. According
to Fig. 2b and c, we observed better hybridization efficiency
at elevated temperature. This leads to a faster saturation of
the immobilized probe layer. Even at 60min hybridization at
23 ◦C, we obtained only half of the maximum signal compared
to 30min at 50 ◦C. Such thermal hybridization acceleration is
more effective than mechanical treatment alone [38].

4. Conclusions

Single-stranded PCR products labeled with electrochem-
ically active osmium tetroxide bipyridine can be detected
voltammetrically by hybridization with probe strands immobi-
lized at gold electrodes. Such ssDNA targets can be obtained by
means of LambdaExonuclease treatment followed by hybridiza-
tion with short protective strands and covalent labeling with
osmium tetroxide bipyridine. Square-wave voltammetric signals
of these osmium labels are obtained only upon hybridization. An
optimal 50 ◦C hybridization temperature has been found with a
saturation of the probe layer after 30min hybridization time at
7.5 nmol/l target concentration. The blank capture probe layer
alone did not yield any signal. Unprotected strands produced
almost no interference. Such double-selective switch-on electro-
chemical hybridization assays hold great promise for the specific
detection of PCR products.
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Abstract
Single stranded DNA-targets from asymmetric polymerase chain reaction (PCR) of a sequence of the gram positive,
spore forming bacterium Clostridium acetobutylicum were detected by square-wave voltammetry after labeling with
osmium tetroxide bipyridine and hybridization with DNA capture probes immobilized on gold electrodes. The
asymmetric PCR, performed with a 10-fold excess of the forward-primer, was used without any further purification
for hybridization with protective strands and covalent labeling with osmium tetroxide bipyridine. Square-wave
voltammetric signals of 20 nmol/L targets were significantly higher at 50 8C compared with 23 8C hybridization
temperature. A fully noncomplementary protective strand yielded thoroughly modified targets unable for further
hybridization. Coupling this with thermal discrimination opens new opportunities for sequence specific DNA
detection.
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bipyridine, Covalent DNA label, Electrochemical hybridization detection
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1. Introduction

In the recent decade one could observe a dramatically
increased publishing activity in the area of electrochemical
DNA detection. It was shown that the detection of hybrid-
ization of two complementary DNA single strands (probe
and target) could not only be achieved by classic molecular
biological methods such as Northern or Southern Blots or
optical microarrays but also by nucleic acid-modified
electrochemical biosensors. The electrochemical transduc-
tion can be performed by molecules that are either
covalently attached to the target, interacting with the
negatively charged phosphate groups or intercalating into
the base stack. It is also possible to make use of the intrinsic
electrochemical activity of the DNA, e.g., the oxidation of
guanine [1].
Most common for the immobilization of probe strands are

magnetic beads and self-assembled monolayers [2]. We
recently reported about the application of covalently
attached redox markers together with thiol-linked probe
oligonucleotides on heated gold electrodes [3].
In other publications the electrochemical detection of

PCR-products was performed with methylene blue [4, 5] or
sandwich hybridization with an alkaline phosphatase con-
jugate on biotinylated signaling probes [6]. One of the
problems of hybridization detection basing on intercalators
is that only the (often small) difference of the electro-
chemical response before and after target binding has to be
taken as the hybridization signal. The methods of electro-

chemical hybridization detection have been reviewed many
times [7 – 15].
The complex [OsO4(bipy)] can be utilized as an electro-

chemically reversible covalent DNA-label. It reacts rap-
idly with the pyrimidine base thymine and less quickly with
cytosine [16] forming a diester of osmic(VI) acid in well-
known manner under oxidation of the C-C-double bond in
the pyrimidine ring. These reactions have been investigat-
ed for about 25 years by Palecek et al. [17 – 20]. One of the
main advantages of this approach is that the labeling of
DNA-strands of any length can be easily performed in the
laboratory. However, only pyrimidine bases of single
strands can be labeled this way. Such Os-modified DNA
strands on the other hand are unable to form double
strands, i.e. hybridization with probe oligos is no longer
possible. Until now, the steps of Os(VIII)-labeling, probe
hybridization, and electrochemical detection have been
conducted in solution and at separate surfaces, respective-
ly, especially by means of magnetic beads [21 – 25]. Since
only ss-DNA can be labeled by means of [OsO4(bipy)],
protective partially complementary oligonucleotides
(which can be replaced later by the fully complementary
capture probe) have to be used for the labeling process.
Protective oligonucleotides are known from biochemical
applications, where, e.g.,DNAstrands have to be protected
against cleavage by nucleases [26]. Recently, we reported
about how protective oligonucleotide strands can be
utilized for labeling thymine-containing nucleic acids by
means of [OsO4(bipy)] without loosing their ability for
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hybridization reactions with immobilized oligonucleotide
capture probes [27 – 29].
The electrochemical detection of DNA-sequences ampli-

fiedbyPCR(polymerase chain reaction) has beendescribed
in a couple of publications in the last few years. Inmost cases
the template is amplified by symmetric PCR. Before any
electrochemical hybridization measurement with the PCR
product can be performed, a denaturation step is necessary
to separate the double strand (produced during the PCR)
into two single strands. We recently reported on the
treatment of symmetric PCR products with Lambda Exo-
nuclease to remove one DNA strand [29].
We think it is favorable if electrochemical signals are only

obtained upon positive detection, and especially if a blank
sample does not yield any response. This seems to be much
more reliable than other procedures described earlier
delivering either a decrease of the signal in case of a positive
detection [30], or an increase of a signal which is already
present without any target DNA [31]. Furthermore, time-
consuming cleaning steps are often needed [32, 33]. Cost is
another concern to be considered. Expensive, though
frequently used, materials include magnetic beads, biotin-
ylated primers, digoxigenin-labeled sequences or antibodies
[34 – 36]. A promising detection protocol is symmetric PCR
with ferrocene-labeled dUTP as suggested by Hsing et al.
[37]. However, the synthesis of the ferrocene-labeled dUTP
seems to be time-consuming and complicated. Another
possibility is the detection of hybridization based on an
enzyme-linked assay [38].
There are only a few reports on the electrochemical

detection of asymmetric PCR-products [39, 40]. To our
knowledge, thesemethods suffer from someof the problems
mentioned above or do not have desirable detection limits.
The main problem here is limited efficiency of asymmetric
PCR.
Here, we demonstrate that osmium tetroxide bipyridine

can also be applied to detect the products of asymmetric
polymerase chain reactions on gold electrodes modified
with capture probes. The used model sequence was ran-
domly chosen fromabacteriumused inmolecular biology as
a model organism for non human-pathogenic Clostridia.
Usually, PCR amplicons are obtained in form of double
strands.By raising the concentrationof oneprimer, the (now
asymmetric) PCR yields ssDNA besides dsDNA. This
mixed product was used in the experiments without further
purification.

2. Experimental

2,2’-Bipyridine was delivered by Merck and osmium tetr-
oxide as a 2% aqueous solution was obtained from Fluka.
All DNA oligo nucleotides (probes, targets and protector
strands) were delivered by Friz Biochem GmbH (Munich,
Germany). The “Tris-buffer” (containing 10 mmol/L tris-
(hydroxymethyl)-aminomethane (Fluka) and 0.5 mol/L
sodium sulfate (Fluka)) was adjusted to pH 7.5 using
sulfuric acid. The latter was used instead of HCl to avoid
chloride, which is suspected to form various gold chlorides
on the working electrode�s surface disturbing formation/
durability of SAMs. Table 1 lists the sequences of all DNA-
strands together with their length and designations used in
this paper. The F-protector oligonucleotides were designed
to have 5 mismatches (underlined in Table 1) to facilitate
their later displacement by the immobilizedF-probe. Highly
purified water (18 MW cm, TOC< 2 ppb) prepared by
means of a system form SG Water (Barsb�ttel, Germany)
was used throughout.

2.1. Preparation of SAM-Modified Gold Electrodes

First, the gold disk electrode (Metrohm, Switzerland) was
polished using corundum 0.3 mm (Buehler) and rinsed
thoroughlywithwater. Itwas then electrochemically treated
by means of 25 voltammetric cycles between �0.2 und
þ1.65 V at 100 mV/s in 0.5 M sulfuric acid. The electrode
was rinsed with water before one droplet of 15 mL F-probe
solution (30.3 mmol/L) was placed onto the electrode sur-
face in order to form the capture probe SAM. After 16 h at
10 8C in a water-saturated atmosphere, the electrode was
rinsed and immersed in 1 mmol/L aqueous mercaptohex-
anol solution for one hour.

2.2. Hybridization and Dehybridization Procedure

For the hybridization step, the probe-SAM-modified gold
disk electrode was dipped into a beaker containing the
target solution. The solution was stirred constantly using a
magnetic stirrer. Heating of the sample solution was
conducted by means of a water bath. After the hybrid-
ization, the electrode was rinsed with Tris-buffer.

Table 1. DNA sequences, the mismatches in the protective strand are highlighted.

Designation Length Sequence

Fragment 136 5’-CTTACAGGAATTGTTTTGGGACTTGCAAGGGCTT-TTGGAGAGGCATTAGCAGTT-
CAAATGGTAATAGGTA-ATACAGTAAAATCAGCTCAAGGACTTTTTTCTCCTAC-TAC-
CACTTTGACAAGCGTACTTACAATGG �3’

F-protector 27 5’-AAGAGCATGAGCTGATTTTAGTGAATT-3’
F-probe 27 5’-AAGTCCTTGAGCTGATTTTACTGTATT-

TTTTTTTTTTTTTTT[Dithio]3 – 3’
P1-protector 32 5’-GCCTCTTTATAGTTATCAGGATCCATTTTTGG-3’
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Following the electrochemical measurement, the elec-
trodewas regenerated by a dehybridization step. To retrieve
the probe-SAM back, the electrode was immersed in 50 8C
deionized water for 60 s.

2.3. Electrochemical Measurements

For all electrochemical procedures, an Autolab PSTAT10
(Ecochemie, Utrecht, The Netherlands) controlled by a PC
with GPES 4.8 software and an electrode stand inside a
Faraday cage was used together with a Ag/AgCl (3 mol/L
KCl) reference electrode and a glassy carbon counter
electrode (all from Metrohm AG, Herisau, Switzerland).
The parameters for square-wave voltammetry were 200 Hz
and 40 mVamplitude. The scan was performed from �0.55
to 0.0 V. All measurements were performed at room
temperature in Tris-buffer. The peak-shaped signals were
smoothed by means of a Savitzky and Golay filter (level 3)
and baseline-corrected (moving average, peak width 0.03).

2.4. PCR Conditions

A synthetic 136-base-DNA strand (sequence from the
genome of Clostridium acetobutylicum [1855609 –
1855744]) was used as the template. The asymmetric PCR
was performed with 100 ng of template DNA, 0.4 mM
dNTPs, 1 mM of the primer C.aceto F and 0.1 mM C.aceto
R (Table 2), and 2.5 U Sawady-Taq-DNA-Polymerase
(Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany) in
50 mL reaction volume according to the manufacturer�s
instructions. In case of the symmetric PCR an equal amount
of the primers was used (0.5 mM). The PCR was performed
with the following parameters: 1� 94 8C, 2 min; 30� (94 8C,
30 s, 57 8C, 45 s, 72 8C, 30 s); 1� 72 8C, 7 min. The agarose
gelelectrophoresis was performed with a 2% [w/v] agarose
gel in 1�TAE-buffer (40 mM tris-(hydroxymethyl)-amino-
methane, 20 mM glacial acetic acid, 1 mM EDTA) for
45 min at 80 V. The gels were stained with Gelred (Cam-
bridge BioScience, UK) for 30 min and visualized on a
Transilluminator UST-20M-8PC (Biostep, Jahnsdorf, Ger-
many) under a Darkhood DH-40/50 (Biostep, Jahnsdorf,
Germany) and photographed with an Olympus C-7070
digital camera with an Ethidiumbromide-filter (540 –
640 nm). All DNA-concentrations were evaluated visually
in the agarose gel (2%[w/v]) using the DNA-ladder
(Fermentas GmbH, St. Leon-Roth, Germany) as a compar-
ison.

2.5. Modification of Fragment Oligonucleotide (Target)

For the modification, 200 mL of PCR-solution (containing
the single target strandFragment)were usedwithout further
purification. The Fragment at its maximum concentration
(ca. 20 nmol/L ) and the protective strand F-Protector
(10 mmol/L in the hybridization solution) were mixed and
left for two hours at room temperature to allow hybrid-
ization. A solution containing 10 mmol/L osmium tetroxide
and 10 mmol/L 2,2’-bipyridine (forming [OsO4(bipy)]) was
then added and left at room temperature for 2 hours. After
this period the excess of the osmium complex was removed
by dialysis against pure Tris-buffer by means of Slide-A-
Lyzer MINI Dialysis Units, 3500 MWCO (Rockford, IL,
USA) at 4 8C for 19 hours. After the dialysis, the purified
solution (containing the osmium-labeled target Fragment)
was used for the hybridization experiments.

3. Results and Discussion

Figure 1 displays gel electrophoretic analysis of symmetric
(lanes 2 and 3) and asymmetric (lanes 4 and 5) PCR
products. While classic symmetric PCR provides an optimal
yield of the double stranded amplicon, asymmetric PCR is
usually prone to limited efficiency. However, this variant
also yields ssDNA, which is visible on the gel above the
dsDNA. Excess primers can be found right below the
dsDNA bands. The DNA ladder can be applied only for
dsDNA, since ssDNA (primers and products) shows a
different running behavior in the gel. The single strands can
be used directly for further modification or hybridization
steps. Here, we used the asymmetric PCR products for
labeling with osmium tetroxide bipyridine. As described
earlier [27], the single stranded target DNA is first
hybridized with a protective strand in order to preserve an
unmodified recognition site for later capturing by immobi-
lized probes. The latter event has been detected by square-
wave voltammetry as depicted in Figure 2. While a blank
capture probe layer does not show any voltammetric
response (Fig. 2a), we found a large reversible peak at
�0.29 V (vs. Ag/AgCl j 3 mol/L KCl) for the hybridization
of the immobilized capture probe with the [OsO4(bipy)]-
modified asymmetric PCR product (Fig. 2b, c). This peak is
caused by the reversible redox couple osmium (IV/VI)
according to earlier findings of Lukasova et al. [18], as well
as results of Crowell et al. andMeites [41, 42]. The reduction
of Os(VIII) happens at 0 Vand the reduction of Os(IV) to
Os(III) at ca. �1.1 V. We found that the voltammetric
response can be doubled if hybridization solution temper-
ature is increased from 23 to 50 8C. In contrast, we observed
a much smaller peak upon hybridization of the same PCR
product after protection with the noncomplementary P1-
protector (Fig. 2d, e). In this case, a stringent hybridization
temperature (50 8C) leads to a diminished contribution of
the thoroughly labeled and, hence, nonspecific DNA. The
latter is discriminated only during hybridization with the
protective strand. By using a noncomplementary protective

Table 2. Primers.

Sequence: 5’-3’

C.aceto F CTTACAGGAATTGTTTTGGGA forward primer
C.aceto R CCATTGTAAGTACGCTTGTCA reverse primer
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strand, the protection widely fails and causes labeling of the
entire target strands (i.e. pyrimidine bases therein) leaving
no intact recognition sites.
Figure 3 displays the effect of hybridization time upon the

square-wave voltammetric response of the [OsO4(bipy)]-
label at 23 and 50 8C.Whereas a beginning saturation of the
capture probe layer can be observed after 30 min. at 23 8C,
the hybridization process does not appear finished at 50 8C,
even after 60 min. Capture probe availability and hence,
hybridization efficiency seems significantly better at ele-
vated hybridization temperature due to dissolving of

secondary structures of the capture probe and an acceler-
ated reaction between capture probe and target. Obviously,
the saturation level is at least twice as high comparing 50 and
23 8C hybridization experiments. The effect is similar to
whatwehave found earlierwhenwe treated symmetric PCR
products with Lambda Exonuclease to remove one DNA
strand [29].
Figure 4 exhibits the effect of hybridization temperature

upon the voltammetric signals of the [OsO4(bipy)]-label
following a 5 min. hybridization period.Even after this short
hybridization time, good signal height of several mA is
achieved. The observed temperature effect is comparable to

Fig. 1. 2% [w/v] agarose gel stained with Gelred (Cambridge
BioScience, UK); lane 1þ 6: Gene Ruler 100 bp DNA Ladder
(0.3 mg), lane 2þ 3: 2 mL symmetric PCR-product (136 bp-frag-
ment), lane 4þ 5: 5 mL asymmetric PCR-product (136 bp-frag-
ment in lower band and 136 b-fragment in higher band)

Fig. 2. Square-wave voltammetric signals at gold disk electrodes
in Tris-buffer with immobilized probe strands, a) F-probe not
hybridized at 238C, b) F-probe 15 min hybridized with 20 nmol/L
[OsO4(bipy)]-labeled Fragment at 23 8C, c) F-probe 15 min
hybridized with 20 nmol/L [OsO4(bipy)]-labeled Fragment at
50 8C, d) F-probe 15 min hybridized with 20 nmol/L [OsO4

(bipy)]-labeled Fragment at 23 8C, modification of the Fragment
with noncomplementary protecting strand P1-protector and (e) F-
probe 15 min hybridized with 20 nmol/L [OsO4,bipy]-labeled
Fragment at 50 8C, modification of the Fragment with noncom-
plementary protecting strand P1-protector ; frequency 200 Hz;
amplitude 40 mV; stirring during the hybridization step at
1000 rpm.

Fig. 3. Effect of the hybridization time of immobilized F-Probe
with 20 nmol/L target (Fragment) at a) 50 and b) 23 8C hybrid-
ization temperature. The error bars indicate the standard devia-
tion of 3 independent hybridization-dehybridization series, each
performed with a newly prepared probe-SAM. Other conditions
were the same as in Figure 2.

Fig. 4. Dependence of the square-wave voltammetric signals on
the hybridization temperature, F-Probe-SAM 5 min hybridized
with 20 nmol/L target (Fragment). The error bars indicate the
standard deviation of 3 independent PCR runs and hybridization-
dehybridization series, each performed with a newly prepared
probe-SAM. Other conditions were the same as in Figure 2.
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longer hybridization periods (Fig. 3). Above 50 8C, a signal
decrease is observed, presumably due to double strand
melting (the melting temperature is 55 8C according to
oligonucleotide calculation programs). This indicates that
50 8C is indeed the optimal stringent hybridization temper-
ature. Although the absolute signal level of different PCR
runs and different hybridization – dehybridization series is
subject to fluctuations as indicated by the error bars in
Figure 4, the average signals as well as the trend in each
series are well reproducible. The reason for these fluctua-
tions can be found in variations of the surface coverage with
probe strands. This can be compensated by calibration.
Furthermore, the simple symmetric and asymmetric PCR
protocols are known as qualitative amplification methods.
They are not well suited for quantification. Future develop-
ment will lead to quantitative real-time PCR with electro-
chemical detection.

4. Conclusions

Asymmetric PCR products contain single stranded target
strands, which can easily be modified using covalent [OsO4

(bipy)]-labels. Protective strands preserve a recognition site
of the target for later hybridization with immobilized
capture probes on gold electrodes. The redox couple
osmium (IV/VI) of the [OsO4(bipy)]-labels yields large
reversible square-wave voltammetric signals. Discrimina-
tion of noncomplementary DNA is possible even by hybrid-
ization with the protective strand. This opens a route
towards double discrimination by consecutive stringent
hybridization with both protective and capture probes
allowing selective determination of DNA sequences even
in presence of a large excess of fully noncomplementary or
mismatched DNA.

5. Acknowledgements

The authors are grateful to the Deutsche Forschungsge-
meinschaft (DFG projects FL 384/4-2, 7-1, and 8-1) and to
the State of Mecklenburg-Vorpommern (Excellence Fund-
ing Program) for financial support.

6. References

[1] M. Ravera, G. Bagni, M. Mascini, D. Osella, Bioinorg. Chem.
Appl. 2007, Article ID 91078

[2] E. Palecek, M. Fojta, Talanta 2007, 74, 276.
[3] J. Peter, T. Reske, G.-U. Flechsig, Electroanalysis 2007, 19,

1356.
[4] R. Lai, E. T. Lagally, S.-H. Lee, K. W. Plaxco, A. L. Heeger,

Proc. Natl. Acad. Sci. 2006, 103, 4017.
[5] O. Paenke, A. Kirbs, F. Lisdat, Biosens. Bioelectron. 2007, 22,

2656.

[6] F. Bettazzi, F. Lucarelli, I. Palchetti, F. Berti, G. Marrazza, M.
Mascini, Anal. Chim. Acta 2008, 614, 93.

[7] J. Wang, Anal. Chim. Acta 2002, 469, 63.
[8] E. Palecek, F. Jelen, Crit. Rev. Anal. Chem. 2002, 32, 261.
[9] J. J. Gooding, Electroanalysis 2002, 14, 1149.

[10] T. G. Drummond, M. G. Hill, J. K. Barton, Nat. Biotechnol.
2003, 21, 1192.

[11] P. de-los-Santos-Alvarez, M. J. Lobo-Castanon, A. J. Miran-
da-Ordieres, P. Tunon-Blanco, Anal. Bioanal. Chem. 2004,
378, 104.

[12] E. Palecek, M. Fojta, Talanta 2007, 74, 276.
[13] F. Lucarelli, S. Tombelli, M. Minunni, G. Marrazza, M.

Mascini, Anal. Chim. Acta 2008, 609, 139.
[14] B. J. Privett, J. H. Shin, M. H. Schoenfisch, Anal. Chem. 2008,

80, 4499.
[15] S. Cosnier, P. Mailley, Analyst 2008, 133, 984.
[16] E. Palecek, Meth. Enzymol. 1992, 212, 139.
[17] E. Palecek, E. Lukasova, F. Jelen, M. Vojtiskova, Bioelec-

trochem. Bioenerg. 1981, 8, 497.
[18] E. Lukasova, F. Jelen, E. Palecek, Gen. Physiol. Biophys.

1982, 1, 53.
[19] E. Palecek, M. A. Hung, Anal. Biochem. 1983, 132, 236.
[20] E. Lukasova, M. Vojtiskova, F. Jelen, T. Sticzay, E. Palecek,

Gen. Physiol. Biophys. 1984, 3, 175.
[21] E. Palecek, M. Fojta, F. Jelen, Bioelectrochemistry 2002, 56,

85.
[22] M. Fojta, L. Havran, S. Billova, P. Kostecka, M. Masarik, R.

Kizek, Electroanalysis 2003, 15, 431.
[23] M. Fojta, L. Havran, M. Vojtiskova, E. Palecek, J. Am.

Chem. Soc. 2004, 126, 6532.
[24] P. Kostecka, L. Havran, H. Pivonkova, M. Fojta, Bioelec-

trochemistry 2004, 63, 245.
[25] B. Yosypchuk, M. Fojta, L. Havran, M. Heyrovsky, E.

Palecek, Electroanalysis 2006, 18, 186.
[26] G. Wang, L. Wu, X. Wang, J. Cheng, W. Yang, Int. Patent

Application WO 02/16647 A1 2000.
[27] G.-U. Flechsig, T. Reske, Anal. Chem. 2007, 79, 2125.
[28] G.-U. Flechsig, T. Reske, Patent DE 10 2005 039 726 B3 2005.
[29] T. Reske, M. Mix, H. Bahl, G.-U. Flechsig, Talanta 2007, 74,

393.
[30] Y. Ren, K. Jiao, G. Xu, W. Sun, H. Gao, Electroanalysis 2005,

17, 2182.
[31] P. Kara, S. Cavdar, A. Berdeli, M. Ozsoz, Electroanalysis

2007, 19, 1875.
[32] P. Kara, B. Meric, A. Zeytinoglu, M. Ozsoz, Anal. Chim. Acta

2004, 518, 69.
[33] K. Kerman, D. �zkan, P. Kara, H. Karadeniz, Z. �zkan, A.

Erdem, F. Jelen, M. �zsçz, Turk. J. Chem. 2004, 28, 523.
[34] T. M.-H. Lee, M. C. Carles, I.-M. Hsing, Lab Chip 2003, 3,

100.
[35] L.-L. Li, H. Cai, T. M.-H. Lee, J. Barford, I.-M. Hsing,

Electroanalysis 2004, 16, 81.
[36] A. Lermo, S. Campoy, J. Barbé, S. Hernández, S. Alegret,
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