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Kapitel 1

Einleitung

Die Transport- und Leitungsmechanismen von Elektronen und Ladungen
sind fiir viele biologische Prozesse von fundamentaler Bedeutung. FEin Bei-
spiel fiir Elektronentransport ist die Photosynthese, bei der Sonnenlicht be-
nutzt wird, um aus Wasser und CO, Glucose zu synthetisieren [1-2].

Nach der Entdeckung der Doppelhelixstruktur der DNA (Deoxyribonucleic
Acid; Desoxyribonukleinséure) durch Watson und Crick 1953 [3] gab es be-
reits 1962 den ersten Versuch zur Messung der Leitfihigkeit von DNA [4],
wo vermutet wurde, dass der Strom durch den Wassermantel der DNA ge-
fithrt wurde. Die néchsten bedeutenden Arbeiten auf diesem Gebiet waren
1998 von den Arbeitsgruppen um Jacqueline Barton [5-10] und Bernd Giese
[11-13], die kleine DNA-Fragmente mit einem Donor und einem Akzeptor
dotierten. Auf dem Donor konnten sich Ladungen durch den Photoeffekt
bilden und auf andere Basen durch einen Hopping- oder Tunnelmechanis-
mus weiterbewegen. Um zu kldren, ob man die nur 2,3 nm dicke DNA als
Nanodraht verwenden kann, gab es kurz darauf die ersten Messungen fiir
den langreichweitigen Ladungstransport mit unterschiedlichen Ergebnissen.
Hans-Werner Fink und Christian Schoneberger [14] fanden einen endlichen
Widerstand in DNA-Biindeln, wihrend C. Gomez-Navarro et al. [15] keinen
Strom oberhalb 1 pA durch einzelne A-DNA-Molekiile nachweisen konnten.

Wenn DNA ein Leiter wire, konnte ein potentielles Einsatzgebiet die Mi-
kroelektronik sein, die nach immer kleineren Bauelementen und Strukturen
strebt. Dieses fiithrt dazu, dass quantenmechanische Effekte, wie beispiels-
weise die Lokalisation von Ladung durch Kapazititen, an Einfluss auf die
Messung gewinnen. Fiir die Herstellung von zukiinftigen Nano-Strukturen
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8 KAPITEL 1. EINLEITUNG

werden zwei Ansitze verfolgt. Zum einen die top-down Anwendungen, bei
denen, wie heute iiblich, Strukturen durch Belichtungsprozesse in eine Funk-
tionsschicht geschrieben werden. Biologische Systeme kénnen sich hingegen
bei gegebenen Umgebungseinfliissen zu bestimmten Strukturen selbst orga-
nisieren. Selbstorganisation ist ein wesentlicher Bestandteil des bottom -
up - Ansatz, bei dem beispielsweise kostengiinstige funktionelle molekula-
re Bausteine hergestellt werden, die zu iibergeordneten Funktionseinheiten
zusammengefiigt werden konnen [16-17].

Fiir den Fall, dass DNA eine messbare intrinsiche Leitfihigkeit aufweist,
konnten biotechnologische Biosensoren entwickelt werden mit denen das Bin-
dungsverhalten, beispielsweise von Medikamenten, Proteinen oder Nuklein-
séuren, an bestimmte DNA-Sequenzen zeitaufgelost untersucht werden kann
[18-19]. Zudem vermuten Biologen, dass der Ladungstransport eine wichtige
Rolle bei der Ableitung von Radikal-Tonen, Erkennung und Reparatur von
defekten DNA-Sequenzen hat [20-21].

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der intrinsischen Leitfihigkeit von
einzelnen Polymermolekiilen: doppelstriingige DNA und Polythiophen. DNA-
Molekiile wurden iiber mikrostrukturierte Metall-Isolator-Metall-Strukturen
gestreckt und sowohl unter normalen Laborbedingungen als auch unter kon-
trollierten Umgebungsatmosphéren (Argon, Vakuum, Stickstoff/ Wasser-
dampf-Gemisch) untersucht. Die Messungen wurden an synthetischen DNA-
Molekiilen definierter Sequenz (Poly(dG)-Poly(dC), Poly(dA)-Poly (dT)) und
A-DNA durchgefiihrt. Neben Messungen an einzelnen Molekiilen wurden
auch DNA-Netzwerke auf Leitfihigkeit untersucht.

An Polythiophen wurden Strom-Spannungsmessungen in Abhingigkeit von
der Temperatur und optisch-spektroskopische Messungen durchgefiihrt.
P30T (Poly(3-octylthiophen-2,5-diyl)) ist ein leitfihiges organisches Poly-
mer, dessen chemische und physikalische Eigenschaften durch Dotieren mit
Goldtrichlorid veréndert werden kénnen.



Kapitel 2

Grundlagen

2.1 DNA

2.1.1 Aufbau der DNA

DNA (Deoxyribonucleic Acid; Desoxyribonukleinséure) ist ein lineares Poly-
mer, das aus zwei Einzelstréingen (ssDNA) zu einem Doppelstrang (dsDNA)
zusammengesetzt ist, die sich rechtshiindig um eine gemeinsame Achse win-
den. Ein Einzelstrang besitzt ein Riickgrat aus sich wiederholenden Zucker-
Phosphat Einheiten (sieche Abbildung 2.1 (a)). An jeder Zuckereinheit (Des-
oxyribose) ist eine der vier Basen Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) oder
Thymin (T) angehéingt. Diese beiden Einzelstringe setzen sich so zusam-
men, dass die Zucker-Phosphat Einheiten (siehe Abbildung 2.1 (b)) immer
auflen und die Basen immer innen liegen. Uber Wasserstoffbriicken sind die
gegeniiber liegenden Basen der beiden Einzelstringe zu einem spezifischen
Basenpaar, Guanin mit Cytosin (drei Wasserstoffbindungen) und Adenin mit
Thymin (zwei Wasserstoffbindungen), so gebunden, dass sie fast senkrecht
zur Helixachse stehen (siehe Abbildung 2.1 (c)). Die beiden Einzelstringe
sind also in einem doppelstringigen DNA-Molekiil zueinander komplementéir
und zeigen eine antiparallele Anordnung. Beide Basenpaare besitzen in etwa
die gleiche Grofle und Form, so dass alle Basenpaarsequenzen moglich sind.

Die exakte Reihenfolge der einzelner Basen in der DNA wird als Sequenz
bezeichnet. In der Basensequenz steckt die genetische Information, die fiir
physiologische und biochemische Charakteristika fast aller lebender Organis-
men verantwortlich ist. A\-DNA (siche Kapitel 2.1.3) besitzt beispielsweise
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10 KAPITEL 2. GRUNDLAGEN
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der DNA. (a) Nicht verdreh-
te DNA, bei der die Basenpaare im rechten Winkel am Zucker-Phosphat-
Riickgrats gebunden sind. (b) Aufbau des Zucker Phosphat Riickgrats. (c)
Aufbau der spezifischen Basenpaare. (d) DNA-Helix mit der grofien und der
kleinen Furche [2].
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4,6 Millionen Basenpaare, was einer Datenmenge von ca. 1,15 MBytes ent-
spricht (der Mensch besitzt ein Genom von 3 x 10° Nucleotiden, das auf
23 unterschiedlich groe Chromosomen verteilt ist). Die Wasserstoftbriicken
der spezifischen Basenpaare lassen sich in biologischen Systemen reversibel
losen, was wichtig fiir die Vervielfiltigung der Erbinformation ist [2].

Der Abstand zwischen zwei Basenpaaren in der Doppelhelix betriagt 0,34
nm, wobei die beiden Basen rund 36°gegeneinander verdreht sind und einen
Durchmesser von ca. 2,37 nm haben. Die DNA ist allerdings kein starres
Molekiil, so ist beispielsweise die Verdrehung der beiden Basenpaare von der
Basensequenz abhiingig und liegt zwischen 28°und 42°. Auch die beiden zu-
sammenhiingenden Basen kénnen gegeneinander wie bei einem Propeller ver-
dreht werden (Propeller twisting). Durch van-der-Waals-Kréfte wechselwir-
ken die benachbarten Basen zusétzlich, was zu einer weiteren Stabilisierung
der DNA fiihrt. Die hohe negative Ladung der Phosphatgruppen des Riick-
grats unter physiologischen Bedingungen wird durch Gegenionen, die sich am
Riickgrat anlagern, abgeschirmt. In Abhéngigkeit der Ionenstéirke éndert die
DNA in einer Salzlosung ihre Konformation. der DNA in Abhéngigkeit von
der Salzkonzentration. Bei einer hohen Salzkonzentration neigt die DNA
dazu dicht gepackt zu sein. Bei einer niedrigen Sakzkonzentration ist sie
dagegen eher gestreckt [2]. In elektrischen Feldern, wie sie beispielsweise in
der Nihe von Zellmembranoberflichen vorkommen, kann die DNA-Strukur
von der B-Konformantion (Siehe Kapitel 2.1.2) in eine entwundene offende
Struktur iibergehen [22-24].

Die DNA besitzt zwei Vertiefungen, welche man als grofle und kleine Furche
bezeichnet. Diese entstehen dadurch, dass sich die glykosidischen Bindungen,
iiber die die Basenpaare mit dem Zucker verbunden sind, nicht diametral
gegeniiber stehen (siche Abbildung 2.1 (c) und (d)). In der B-Form ist die
kleine Furche rund 0,6 nm breit und 0,75 nm tief, die grofle Furche ist ca.
1,2 nm breit und 0,85 nm tief [2].

2.1.2 Strukturformen der DNA

Unter physiologischen Bedingungen liegt die DNA in der B-Konformation (B-
DNA, Watson-Crick-DNA) vor, in der sie vollstéindig hydratisiert ist. Sinkt
die relative Feuchtigkeit in der Umgebung unter 75% so geht die Struktur in
die A-Konformation iiber. Bei dieser ist die DNA kiirzer und die Basen sind
stiarker gegen die Helixachse geneigt. Die DNA ist in der A-Form wesentlich
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Abbildung 2.2: Durch Einstellen der Feuchtigkeit kann man die Konformati-

on der DNA beeinflussen. Durch Erhohung des Ethanolanteils in der Losung,
in der sich die DNA befindet, geht die B-DNA in eine A-DNA iiber.

gedrungener und hat mit 0,28 nm pro Basenpaar eine geringere Steigung der
Helix pro Basenpaar (siehe Abbildung 2.3).

A-Konformation B-Konformation

Windung rechts rechts
Durchmesser 2,55 nm 2,37 nm
Basenpaare pro Windung 11 10
Windung pro Basenpaar  33,6° 35,9°
Basenneigung zur Achse  19° -1,2°
Propellertwist 18° 16°

Tabelle 1: Strukturdaten zu den verschiedenen Konformationsmoglichkeiten
von dsDNA [2].

Zieht man an B-DNA mit Kriften von 40 - 70 pN je nach G-C-Gehalt,
verhilt sie sich wie eine elastische Feder [25]. Bei hoheren Kriften kommt
es zu Phaseniibergéingen in der DNA [26-27]. Bevor die DNA anféingt zu
schmelzen geht sie in die S-DNA (stretched-DNA; siehe Abbildung 2.4) iiber.
In dieser Konformation wird die DNA so entwunden, dass sie einer leicht
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Abbildung 2.3: Unterschied zwischen A-DNA und B-DNA, siehe Text.

verdrillten Leiter dhnelt. Sie kann in dieser Konformation bis zu 170 % der
urspriinglichen Konturlinge der B-DNA erreichen [26-28]. In einer Kraft-
Distanz-Kurve ist die S-Form deutlich anhand eines Plateaus erkennbar, das
zwischen 40-80 pN, je nach Sequenz, liegt. Der Ubergang von der B-DNA
in die S-DNA ist reversibel. Héufig ist es fiir die DNA energetisch giinstiger
wenn sie im Riickgrat friih reifit und dabei in grolen Doménen verdrillt bleibt
[29-30].

Bei Kriften > 100 pN wird die DNA um mehr als das Zweifache ihrer Linge
gestreckt und kann zu zwei ssDNA-Molekiilen schmelzen [29]. Bei G-C rei-
chen Sequenzen (3 Wasserstoffbriicken) kommt es erst bei hoheren Kréften
zum Schmelzen als bei A-T reichen Sequenzen (2 Wasserstoftbriicken) [31].

2.1.3 M-DNA

A-DNA ist das Genom des A-Bakteriophagen, der Escherichia coli befiillt.
Sie besitzt 4,6 Millionen Basenpaare und besitzt eine Kontourléinge von 16,2
pm lang. A-Phagen konnen entweder die Wirtszelle zerstéren oder ihre DNA
in das Bakteriengenom integrieren. Im lytischen Zyklus werden mit Hilfe
von Proteinen der Zelle schnell ca. 100 neue virale DNA-Stringe erzeugt
und zu neuen Viruspartikeln verpackt bis die Zelle platzt und die neuen Vi-
ruspartikel freigesetzt werden. Beim lysogenen Zyklus dringt die A-DNA in
das Genom der Wirtzelle ein und wird so lange repliziert bis sie aktiviert
wird. Dafiir benutzt \-DNA iiberhiingende Einzelstringe an den 5’-Enden,
die als cos-Stellen bezeichnet werden. Diese cos-Stellen werden auch als Klo-
nierungsvektoren benutzt, um Erbinformation in fremde DNA einzubauen.
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Abbildung 2.4: (a) Kraft-Distanz-Kurve fiir eine Poly(dC) - Poly(dG) DNA,
die mit einer AFM Spitze gestreckt wurde. Zuerst befindet sich die DNA in
der B-Konformation, in der sie mit leichtem Kraftaufwand entwunden wird.
Im Bereich von 30 pN bis 50 pN befindet sich die DNA im entropischen
Bereich, in dem sie sich wie eine elastische Feder verhélt. Im anschliefen-
den Plateau ist DNA in der S-Konformation. Zum Schluss zerreifit die DNA
und wird nur noch als Einzelstrang gezogen [29]. (b) Schematische Darstel-
lung von DNA, die bei verschiedenen Kriften bestimmte Konformationen
einnimmt [29].

Das Verhéltnis zwischen Adenin und Guanin in A-DNA liegt bei ca. 1:1,05
[2].

2.1.4 Poly(dC) - Poly(dG) und Poly(dT) - Poly(dA)

DNA-Molekiile, die nur aus einer Sorte der Basenpaare bestehen, bezeichnet
man als Poly(dC)-Poly(dG)-dsDNA bzw. als Poly(dT)-Poly(dA)-dsDNA.
Diese Molekiile werden synthetisch hergestellt und kommen so in der Natur
nicht vor, da sie verglichen mit natiirlichen DNA-Stréingen relativ instabil
sind. Die in dieser Arbeit benutzte Poly(dC)-Poly(dG)-dsDNA (Amersham
Phamacia Biotech, USA) ist durchschnittlich 920 Basenpaare lang, was einer
Lénge von ca. 310 nm entspricht. Poly(dT)-Poly(dA)-dsDNA ist durch-
schnittlich 1500 Basenpaare lang, also 510 nm. Poly(dC)-Poly(dG)-dsDNA
soll aufgrund ihrer elektronischen Struktur die beste Leitfihigkeit aufweisen.
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2.1.5 Hydratation der DNA

Abbildung 2.5: Bezeichnung der Atome bei den Basenpaaren.

Durch seine Polaritét ist Wasser (Dipolmoment 81 Debye) ein gutes Losungs-
mittel fiir polare Molekiile, da Wasser um dessen Bindungen konkurriert
und so die Bindungskrifte schwiicht. Wassermolekiile bilden um DNA ver-
schiedene Mantelschichten unterschiedlicher Dichte und Struktur. In diesen
Mantelschichten sind die Wassermolekiile hoher geordnet als im Bulkwasser!,
weshalb die Entropie des Wassers erniedrigt wird. Die gesamte Entropie ist
also grofler bei ungestreckten DNA-Molekiilen, da es mehr freie ungeordnete

! Mit Bulkwasser sind die Molekiile gemeint die nur untereinander, nicht aber mit frem-
den Molekiilen, wechselwirken.



16 KAPITEL 2. GRUNDLAGEN

Wassermolekiile gibt. Die spontane Faltung von Makromolekiilen ist entro-
piegetrieben, weil sie grofitenteils auf der Freisetzung von Wasser beruht, was
auch als hydrophober Effekt bezeichnet wird.

/ :-'o.o

nm

Abbildung 2.6: Querschnitt der Dichte des Wassermantels um die Basenpaare
in einem DNA-Molekiil. (a) B-Konformation; (b) A-Konformation [38].

In der groflen und in der kleinen Furche liegen potenzielle Donor- und Ak-
zeptorstellen fiir Wasserstoffbriicken, die spezifische Wechselwirkungen mit
Proteinen oder Wasser eingehen kénnen. In der kleinen Furche konnen das
N-3 eines Purins (Adenins, Guanin) sowie das O-2 eines Pyrimidins (Thy-
min, Cytosin) als Wasserstoffakzeptoren dienen. Die Aminogruppe am C-2
von Guanin kann ein Wasserstoffdonor sein. In der groflen Furche liegen
das N-7 des Guanin und Adenin als ein potenzieller Akzeptor sowie das O-
4 des Thymin und das O-6 des Guanin. Die Aminogruppen am C-6 des
Adenin um am C-4 des Cytosin kénnen als Wasserstoffdonoren dienen (siehe
Abbildung 2.5). Da die grofie Furche mehr Merkmale zur Unterscheidung
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eines Basenpaares aufweist und auflerdem groflier und besser zugénglich ist
als die kleine Furche ist sie fiir Wechselwirkungen und spezifische Bindung
mit Proteinen wichtiger [2]. Grundsitzlich ist die grofie Furche immer stér-
ker hydratisiert als die kleine Furche [31-32]. Wie sich genau das Wasser an
die DNA bindet, beispielsweise als Mantel oder als immobiler Wasserblock,
ist experimentell schwer nachzuweisen, da das Wasser fiir Untersuchungen
durch Rontgenbeugung zu schwach an die DNA gebunden ist und fiir Kern-
spinresonanzuntersuchungen (NMR) zu dynamisch ist [33]. Die Bindung von
Wassermolekiilen an die Basenpaare ist weitaus besser untersucht als fiir die
Bindungen an das Phosphat-Zucker-Riickgrat [32-33].

(d)

Abbildung 2.7 Verschiedene Basenpaare fiir eine
d(C1C2T3C4G5C6TTC8TIC10)-d(G11A12G13A14G15C16G17A18G19G20)
B-DNA, fiir welche die gebundenen Wassermolekiile (rot) berech-
net wurden. Kohlenstoff-Atome sind griin, Stickstoff-Atome blau
und Sauerstoff-Atome rot eingezeichnet. (a) G-C-Basenpaare, (b)
A-T-Basenpaare [34]. (c) Berechnete Hydratation von Wassermo-
lekiilen (rot) an die Zucker-Phosphat-Riickgratstruktur (blau) einer
d(C1C2T3C4G5C6TTC8TIC10)-d(G11A12G13A14G15C16G17A18G19G20)
B-DNA [34]. (d) Berechnete Wasserdichte um ein A-T-Basenpaar [47].

Das negativ geladene Riickgrat der DNA wird durch einen Wassermantel sta-
bilisiert, der stark von dem Wassergehalt der Umgebung abhiingt. So kann
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ein Sauerstoffatom vom Phosphat 5 bis 6 Wassermolekiile bei einer Luft-
feuchtigkeit von 65 % binden, bei einer Feuchtigkeit von 80 % dagegen 20
Molekiile. Die DNA Konformation héingt auch stark vom Wassergehalt der
Umgebung ab, so kann die B-Konformation nur bei einem hohen Wasser-
gehalt der Umgebung existieren. Fiir die B-Konformation sind 18-19 Was-
sermolekiile pro Basenpaar, fiir die A-Konformation nur 13 bis 15 Molekiile
notig. Bei einer Luftfeuchtigkeit von 0% binden an einem Basenpaar 5-6
Wassermolekiile. G-C-Basenpaare haben mit Wasser eine stéirkere Wechsel-
wirkung als A-T-Basenpaare, da sie eine Wasserstoftbriicke mehr abséittigen
[35].

Bei geringer Feuchtigkeit findet an der DNA keine Diffusion mit dem Bulk-
wasser statt, und das Wasser ist stark am Riickgrat lokalisiert. Wasser wird

zuerst an der kleinen Furche abgebaut, weil es dort schwicher gebunden wird
als am Riickgrat [33,35-37].

Die Wassermolekiile, die an die DNA binden, besitzen andere physikalische
Eigenschaften als im Bulkwasser. So ist fiir an DNA gebundene Wasser-
molekiile die Mobilitdt im Bulkwasser grofler (die mobilsten Wassermolekiile
befinden sich im Riickgrat [33]), die Dichte ist grofier, die Kompressibilitét
kleiner [40] und das Wasser verliert seine Tetraederstruktur. Wie stark eine
DNA hydratistiert wird, hingt auch von den Basen und der Basensequenz
ab (siehe Abbildung 2.7). Die geringste Hydratation liegt bei 55 % bis 60
%. Erhoht man den Anteil eines Basenpaars so steigt die Hydratation. Al-
lerdings ist die Erhohung der Bindung von Wasser an die DNA nicht anteilig
an ein bestimmtes Basenpaar gebunden sondern von der Sequenz abhéngig,
da die funktionellen Gruppen der DNA miteinander in Wechselwirkung tre-
ten konnen. So gibt es etwa Unterschiede bei der Hydratation von N6 und
N7 in verschiedenen Sequenzen [32-33,36-37,41-42]. Auch die Grofle der Fur-
chen hingt von der Basensequenz ab, wodurch sich nicht nur die Anzahl
der Wassermolekiile in der Furche verdndert sondern auch deren Struktur.
Dies ist beispielsweise fiir bestimmte Medikamente wichtig, die sich iiber die
Wasserstruktur spezifisch an die DNA binden [42]. Bei sehr engen Furchen
kommt es zu Wechselwirkung zwischen den Phosphatgruppen des Riickgrates
[43]. Die grofite Abhéingigkeit von der Basensequenz findet man in der ersten
Mantelschicht (durchschnittlich 29,1 HyO-Molekiile) um die DNA, wihrend
es fiir die zweite (31 HyO-Molekiile) und dritte Schicht weniger wichtig ist.
Die verschiedenen Wasserschichten um die DNA stabilisieren sich unterein-
ander. Allerdings ist iiber die Struktur der dufleren Mantelschichten fast
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nichts bekannt, da die Wassermolekiile zu ungeordnet, mobil und zu schwach
gebunden sind [43].

LBt man immobilisierte DNA auf einem Substrat eintrocknen, so kann sie
partiell entwunden werden oder zusammenfallen. Das bedeutet einen Verlust
an Stabilitéit, da sie flach auf der Oberfléiche liegt (sieche Abbildung 4.4 (b))
und die negativen Ladungen des Phosphatriickgrats nicht mehr so gut durch
Gegenionen abgeschirmt werden konnen wie im nativen Zustand [22].

Bringt man DNA in ein elektrisches Feld, so wird in dem Mantel aus Wasser
und Gegenionen, welche die negative Ladung des Riickgrats abschirmen, ein
Dipol induziert. Mit Hilfe dieses Dipols kann man in einem homogenen
elektrischen Feld DNA bewegen bzw. in einem inhomogenen Feld die DNA
bewegen und strecken [48].

2.1.6 Ladungseinfang durch Wasser

Wasser, bzw. H30" und im Wasser geloste einwertige Tonen wie beispiels-
weise Natriumionen binden sich an die nach auflen zeigenden Wasserstoft-
briicken der DNA, welche dann zu einem Strom beitragen kénnen, wenn von
auflen elektrische Spannung an die DNA angelegt wird. Wird Ladung durch
eine DNA gefiihrt, kann diese bei Basensequenzen mit niedrigem Ionisati-
onspotential (z. B. GG) ldnger gefangen werden. An diesen Stellen kann die
Ladung mit dem Wasser aus der Umgebung wechselwirken und eingefangen
werden. Das Verhiltnis zwischen Transportrate und Einfangmechanismus
liegt zwischen 1073 fiir eine schnelle Reaktion mit dem Wasser und 10~° fiir
eine langsame Reaktion [44]. Will man also Ladungstransport durch DNA
messen, so muss sich die Ladung schneller bewegen als sie vom Wasser ein-
gefangen werden kann [11-13].

2.1.7 DNA-Kristalle

Wenn sich dsDNA-Molekiile weniger als 1 nm annéhern, treten sie iiber die
Wassermolekiile in Wechselwirkung, wobei die van-der-Waals Kraft noch ver-
nachléissigt werden kann. Dicht gepackte DNA-Molekiile kénnen so einen
Kristall bilden, bei dem die DNA-Molekiile untereinander mit einer diinnen,
stark geordneten und lokalisierten Wasserschicht verbunden sind [32,37]. Vor
allem Cytosin-reiche Sequenzen kénnen stark miteinander wechselwirken [45].
Fiir DNA in der B-Konformation gibt es iiber 15 verschiedene Moglichkeiten
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(o)

Abbildung 2.8: Verschiedene Maoglichkeiten wie einzelne DNA-
Sequenzen miteinander wechselwirken konnen; (a) kleine Furche -
kleine Furche Wechselwirkung; (b) Riickgrat - Riickgrat Wechsel-
wirkung; (c¢) Riickgrat - Furche Wechselwirkung [46]. (d) Zwei
d(C1C2T3C4G5C6TTC8TIC10)-d(G11A12G13A14G15C16G17A18G19G20)
B-DNA-Stréinge, die durch Wassermolekiile verbunden sind [34].

einen Kristall zu bilden. Es gibt beispielsweise Riickgrat - Riickgrat, Riick-
grat - Furche oder kleine Furche - kleine Furche Wechselwirkungen (siehe
Abbildung 2.8) [46].

2.2 Theorie

Ob sich DNA wie ein Ohmscher Leiter, ein Halbleiter oder wie ein Isolator
verhiilt, ist umstritten. Bei den ersten Uberlegungen fiir den Ladungstrans-
port durch DNA wurde 1962 eine 7z- mz; Wechselwirkung der benachbarten
Basen vorgeschlagen (siehe Abbildung 2.9) [4]. Eley und Spivey, vermuteten,
dass die bindenden und antibindenden 7 - und 7*- Orbitale eines Basenpaa-
res, die 4 eV auseinanderliegen, durch starke Wechselwirkung mit den be-
nachbarten Basen der Helix ihren energetischen Abstand so verringern, dass
die DNA sich wie ein Halbleiter verhalten wiirde. Wiren die Wechselwirkun-
gen mit den benachbarten Basen so stark, dass die p-Orbitale iiberlappen
konnen, wiirde man sogar eine metallische Leitfihigkeit finden [18]. Rech-
nungen zeigen, dass diese Superposition der Orbitale vor allem bei den C-N
und C-C Bindungen stattfindet, wo die Ladungen hauptséichlich lokalisiert
sind [17]. Experimente haben gezeigt, dass Ladungen nur iiber die Basen
transportiert werden und nicht iiber den DNA-Riickgrat. Fiir den Ladungs-
transport durch DNA werden verschiedene Mechanismen, wie beispielsweise
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Abbildung 2.9: DNA Doppelhelix mit einigen 7 ,-Orbitalen und einigen po-
sitiven Gegenionen (Sterne), welche das negative Riickgrat abschirmen sollen
[18].

Tunneln, ”Singlestep Superexchange”, Locher Hopping oder phononenunter-
stiitztes Polaronenhopping, diskutiert. Welcher der Transportmechanismen
zum Tragen kommt, héingt dabei hiufig von der Basenpaarsequenz der DNA
oder ihrer Struktur ab [1,49].

Damit die Ladung beim Ladungstransport nicht eingefangen wird, darf das
Ionisationspotential der beteiligten Basen, bzw. Basenpaare nicht zu weit
auseinander liegen. Chen et al. [50] haben die Ionisationspotentiale fiir die
Basen bzw. fiir die Basenpaare berechnet (Tabelle 2).

Adenine Guanine Thymine Cytosine C-G A-T
7,9 eV 7,8 eV 9,2 eV 8,45eV  732eV 7,99 eV

Tabelle 2: Tonisationspotential der Basen und Basenpaare [50]

Dabei haben sie festgestellt, dass sich die Wasserstoffatome bei der Oxidation
der Basenpaare wie bei einem Abakus bewegen. Durch Anderung der Geo-
metrie konnen die ionisierten Basenpaare ihre Energie absenken und so eine
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O Kohlenstoff
O Stickstoff

o Waosserstoff
Q Sauerstoff

Neutral Anion Neutral Anion

Guanine-Cytosine

Adenine-Thymine

Abbildung 2.10: Durch Ionisation der Basenpaare éndert sich deren Geome-
trie und die Wasserstoffatome veréndern ihre Position [51].

stabilere Form einnehmen, um auf diese Weise die Ladung zu kompensieren
(siche Abbildung 2.10). Fiir die Elektronenaffinitéit gilt fiir die Basen die Rei-
henfolge G >A>T>C [50,52]. Da Guanin am einfachsten zu oxidieren ist,
kommt es so zu einer Lochleitung. Allerdings hingt das Oxidationspotential
und das Ionisationspotential einer Base stark von ihren néchsten Nachbarn
ab. Meistens findet der Ladungstransport iiber den Hiipfmechanismus von
Guanin zu Guanin statt. A-T Basen sind somit Potentialbarrieren, die iiber-
wunden werden miissen. Je mehr A-T Basenpaare zwischen den Guanin-
basen sind, desto breiter ist der Potentialwall und desto unwahrscheinlicher
ist der Ladungstransport. Befinden sich allerdings zu viele A-T Basenpaa-
re zwischen den Guaninbasen, kann es vorkommen, dass Ladung auf A-T
Basenpaaren lokalisiert wird.

2.2.1 Bandstruktur von DNA

Bei der Bindung von zwei Atomen erhélt man zwei getrennte Energieniveaus.
Addiert man weitere Atome, so erhilt man Niveaus, die beim Ubergang zu
grossen Atomverbiinden quasi kontinuierliche Biander bilden. Die Breite der
Bénder ist proportional zur Stérke der Wechselwirkung mit den Nachbarato-
men. Durch Wechselwirkung der Leitungselektronen mit den Ionenrtimpfen
der Atome kommt es zu Bereichen, die fiir Elektronen verboten sind, wo-
durch Bandliicken entstehen kénnen. Die elektrischen Eigenschaften eines
Leiters werden durch die Bandkanten der Zustandsdichte beschrieben. Sind
die erlaubten Energiebinder vollsténdig besetzt oder leer, so kann sich kein
Elektron in einem E-Feld bewegen, weshalb sich das Objekt wie ein Isolator
verhiilt. Sind die Bénder nur teilweise besetzt, so konnen sich die Elektronen
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in einem Feld frei bewegen und die Leitung ist metallisch. Wenn alle Bénder
bis auf ein oder zwei fast vollstéindig besetzt oder leer sind und zwischen
Valenz- und Leitungsband eine Energieliicke von 1 eV bis 2 eV besteht, so
spricht man von einem Halbleiter (siehe Abbildung 2.12).

Die Ndherungsmethode, die von den Wellenfunktionen der freien Atome aus-
geht, wird als LCAO (Linear Combination of Atomic Orbitals; Linearkombi-
nation von Atomzustéinden) bezeichnet [53]. Um die Zustandsdichte und die
Bandstruktur bei der DNA zu berechnen, wird meistens die LCAO-Methode
angewandt.

Da die Basen der DNA keine regelméflige Anordnung aufweisen, sondern aus
physikalischer Sicht zufillig verteilt sind, ist die Wellenfunktion sehr stark
lokalisiert. Blochleitung wiéire also nur im periodisch aufgebauten Zucker-
Phosphat-Riickgrat moglich. Eine periodische Verteilung von Basen erzeugt
schmale Peaks gleicher Intensitit in den elektrischen Zustédnden. Eine unpe-
riodischen Verteilung von Basen erzeugt breitere Peaks mit kleinen Energie-
liicken, wodurch die Ladungen stérker lokalisiert sind [54-55].
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Abbildung 2.11: Beispiele fiir die Zustandsdichte von DNA-Molekiilen mit
verschiedenen Anteilen des Basenpaars Guanin - Cytosin; (a) g-¢c = 0,27
(b) g-¢ = 0,5 (¢) g-¢ = 0,76 [55]. (d) Zustanddichte fiir ein einzelnes G-C-
Basenpaar (oben) und einer Poly(dG)-Poly(dC)-DNA (unten) [56].

Takeda [55] berechnete die Bandstruktur einer DNA als eindimensionales Zu-
fallspolymer, welche durch eine eindimensionale Wellenfunktion beschrieben
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wird. In diesem quasi eindimensionalen System kommt es an den Bandkan-
ten zu Singularitdten. Durch das Variieren der Anteile der Guanin - Cytosin
Basenpaare (0,27; 0,5; 0,76) gegeniiber der Adenin - Thymine Basenpaare
entstehen unterschiedlich hohe und breite Peaks in der Zustandsverteilung
des Valenz- und des Leitungsbands. In Abbildung 2.11 sieht man, dass in
der Zustandsverteilung das Band, das durch die Guanin-Basen entsteht, im
Valenzband immer isoliert ist und die hochste Energie hat. Durch Entfernen
eines Elektrons aus dem Valenzband entsteht also immer ein Loch auf dem
Guanin. Im Leitungsband hat Adenin immer die geringste Energie. Angereg-
te Elektronen werden durch den geringen Orbitaliiberlapp der Basen stark
auf dem Adenin lokalisiert, da keine Verbindung zu den anderen Bindern
vorhanden ist. Maragakis et al. [57] finden fiir die Breite der verbotenen
Zone E,; von Poly(CG)-Poly(CG)-dsDNA einen Wert von 2,1 eV. Andere
Ergebnisse zeigen Werte von 1,8 eV bis 6,5 eV bzw. sogar 11,7 eV [58].
Je grofler ein Basenanteil in einem Zufallspolymer ist, desto stérker werden
angeregte Ladungen auf einer Base lokalisiert, wodurch das System instabil
wird. Hohere Lebewesen schieben vermutlich DNA-Elemente ein, um ein
ausgeglichenes Verhéltnis zwischen den beiden Basenpaaren zu erhalten und
konnen so ihre DNA stabilisieren [55].

Auch der Abstand der Basenpaare zueinander hat Einfluss auf die Bandliicke.
Der Drehwinkel der Basen zueinander ist ebenfalls von Bedeutung, denn auch
groBere Drehwinkel verkleinern den Abstand der Leitungsbénder [60-61].

Weiteren Einfluss auf die Bandstruktur haben Gegenionen, die sich an das
Riickgrat der DNA anlagern und neue Binder erzeugen kénnen, die unab-
hiéngig von der DNA sind [17,20,54,58,60-63]. Dabei haben die polaren Was-
sermolekiile einen groferen Einfluss auf den Lochertransport als die gelosten
Ionen aus der Losung [64].

2.2.2 Metallische Leitfihigkeit

In einem elektrischen Feld E wirkt auf ein Elektron die Kraft F g mit

F. = —¢E. (2.1)

Infolge von Stoflen zwischen Elektronen und Verunreinigungen, Gitterfehlern
und Phononen bei einer mittleren Stof3zeit 7 entsteht ein stationérer Zustand,
bei dem der Geschwindigkeit v durch
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Abbildung  2.12: Leitungsbéinder und die dazugehorigen Strom-
Spannungslinien fiir (a) Isolatoren, (b) Halbleiter und (c) Leiter.

—ebT
m

U=

(2.2)

gegeben ist. Fiir n Elektronen findet man folglich eine Stromdichte 7, fiir die
gilt

j = nev = =oE 2.3
j=ner= "2 o F, 23)
und der elektrischen Leitfahigkeit o
—ne3r
= 24
o= (24)

Der differentielle Widerstand p wird durch

p=— (2.5)
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definiert was zu

-

jp=E (2.6)

fithrt, also dem linearen Zusammenhang zwischen angelegtem Feld und Strom-
dichte, die man auch als ohmsche oder metallische Leitfihigkeit bezeichnet

[53)].

2.2.3 Halbleiter

Im Gegensatz zu Metallen, bei denen der Widerstand mit der Tempera-
tur aufgrund der hoheren Schwingung der Atomriimpfe zunimmt, nimmt
die Leitfihigkeit von Halbleitern mit der Temperatur ab, da Wirmeener-
gie benotigt wird um Elektronen vom Valenzband iiber die Bandliicke ins
Leitungsband anzuheben. Der so entstandene unbesetzte Elektronenzustand
im Valenzband kann in einem elektrischen Feld bewegt werden, so dass sich
dieses Loch wie ein positiv geladenes Elektron mit einer effektiven Masse
my, bewegt. Die Grofle der Bandliicke E, ist die Differenz zwischen dem
Leitungsband E;p und dem Valenzband Ey g, also

E,=Ez— Eyp. (2.7)

Nicht nur die Elektronen im Leitungsband, sondern auch die Locher im Va-
lenzband tragen zur Leitfihigkeit bei. Die Grofle der Leitfihigkeit und der
Elektronenkonzentration héngt vom Verhéltnis zwischen der Bandliicke E,
und der Temperatur 7" ab. Die Elektronenkonzentration im Leitungsband n
wird durch

n(E) = / D, (E) f. (E)dE (2.8)

beschrieben. D, (F) ist die Zustandsdichte, die durch

D, (E) = — (2;';)2 VE - Eip (2.9)

2m?
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definiert wird. f.(F) ist die Fermi-Dirac-Verteilung

1
fe(B) = 55—, (2.10)
e *8T +1

fiir die mit dem chemischen Potential bzw. mit dem Fermi-Niveau Er und
der Annahme F — Er > kgT die Niherung

E—-Ep

fu(E) ~ ¢ 5T (2.11)

gilt. Nach der Integration erhélt man fiir die Elektronenkonzentration

n(E) =2 (”;:%ﬂ S (2.12)

Fiir die Lochkonzentration p erhélt man mit der Fermi-Dirac-Verteilung
fL(E)
EEfE]:B

fUE) =1 f(E)~ e Tt (2.13)

und der Zustandsdichte Dy, (E)

D (E) = 1 (2%) VEvs — E. (2.14)

analog

p(E) = /Dl (E) fi(E)dE =2 (”;ngT)Q Tt (2.15)

Multipliziert man beide Konzentrationen, so erhélt man eine Gleichgewichts-
beziehung;:

p(E)n(E) =4 ( ""BT) (momy) eF5T. (2.16)
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Diese Gleichgewichtsbeziehung, welche auch Massenwirkungsgesetz genannt
wird, ist bei einer gegebenen Temperatur immer konstant und gilt auch,
wenn der Halbleiter dotiert oder verunreinigt ist. Mit der Beweglichkeit von
Elektronen p. und Lochern uy, erhélt man fiir die Leitfdhigkeit den Ausdruck

o = (nep, — pepr) - (2.17)

Legt man eine Spannung an einen Halbleiter an, so ergibt sich die fiir einen
Halbleiter charakteristische Kennlinie [53].

2.2.4 Leitfiahigkeit von 1-dimensionalen Leitern

N(E)

N | \‘
»
+ v —P

Abbildung 2.13: Zustandsdichte D;p in Abhiéingigkeit von der Energie.

Nano- oder Quantendriihte sind Leiter mit einem Durchmesser von 1 nm bis
10 nm. Durch die daraus resultierenden Randbedingungen werden die Ener-
giezustinde in radialer Richtung quantisiert und durch die Quantenzahlen
und j beschrieben werden. Fiir einen 1-dimensionalen Draht der Linge L
erhilt man, mit der effektiven Masse m*, fiir die Zustandsdichte

L /2m* dE
Dip(E)dE = —/ . (2.18)
; 2r V. m* \JE - E;;

Fiir einen Quantendraht mit dem Radius R erhélt man fiir die Energie E,, ,,
die Zusténde
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2.2
h Z; ;

Bneny = 2m* R2’

(2.19)

mit dem Parameter z; ; (Tabelle 3) der durch die Besselfunktionen gegeben
ist [16,65].

Zij j 0 1 2 3 4

1

1 2,4048  3,8317 5,1356  6,3802  7,5883
2 59,0201  7,0156  8,4172  9,7610 11,0647
3 8,6537 10,1735 11,6198 13,0152 14,3725
4 11,7915 13,3237 14,7959 16,2235 17,6160
5 14,9309 16,4706 17,9598 19,4094 20,8269

Tabelle 3

Analog zu (2.4) erhélt man mit der Stofizeit 7(F) und der Fermifunktion
f(E) fiir die Leitfihigkeit in einem 1-dimensionalen Draht (o)

() =

< / Dip(E)f(E)r(E)dE [66] (2.20)

m

2.2.5 Kontaktwiderstiande

Bei der Deutung der Strom-Spannungskennlinien ist die Interpretation des
Verhaltens der DNA an den Metallkontakten wichtig. An den Kontaktstel-
len zwischen der DNA und dem Metall kann es zu starken Wechselwirkungen
kommen, bei der sich die Energiezustinde der Elektrode und des Molekiils
vermischen. Es kann zu schwachen Wechselwirkungen kommen, bei denen
kapazitive Effekte, wie beispielsweise eine Coulombblockade entstehen. Eine
Coulombblockade wiirde eine intrinsische Energieliicke bei einer Messung be-
einflussen [17,67-70]. In der Landauer-Theorie wird der Ubergang zwischen
der DNA und der Elektrode als Storung an den Grenzfléichen beschrieben, an
der die Ladungstriiger gestreut werden. [17,49,68]. Ein einfaches Modell fiir
einen DNA/ Platin Kontakt (siehe Abbildung 2.14) erhélt man, wenn man
die Austrittsarbeit von Platin Ep; = 5,36 eV vom lonisationspotential der
DNA Eppya abzieht. Fiir die Energiebarriere A gilt dann:
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Pt DNA
besefzte Zustinde E Ecia

I

oberster besetzter
Zustand

$D»I

unbesetzte Zustande

Abbildung 2.14: Einfache Darstellung eines Platin/ DNA-Kontaktes bei dem
es durch die Verbindung zu keiner Anderung der Energieniveaus kommt [71].

A = Epya — Ep,. (2.21)

Wenn man annimmt, dass an den Kontakten jeweils eine Spannung von
Epnva — Ep; und Epya + Ep; anliegen muss, um Ladungen durch die DNA
zu leiten, so erhélt man fiir die Schwellspannung

Us = pZova = Bre_ o8 (2.22)
e e
Da das Ionisationspotential fiir DNA von der Basensequenz abhingt, ist auch
die Schwellspannung basenabhingig. Fiir eine Poly(G)-Poly(C)-DNA finden
Berlin et al. [71-72] fiir die Schwellspannungen einen Wert von Ug ~ 3 eV
[71-72]. Bei einer Messung wiirde die DNA danach ein Halbleiterverhalten
zeigen.

2.2.6 Marcus-Jortner-Beziehung fiir einstufigen Ladungs-
transport
Bei der Marcus-Jortner-Theorie wird die Transferrate fiir Ladungen £ durch

den Orbitaliiberlapp zwischen benachbarten Basen, bzw. zwischen benach-
barten Basenbausteinen berechnet. Dafiir benutzt man die Annahme, dass
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der Ladungstransport erheblich schneller ist als die Schwingungen der betei-
ligten Kerne gegeneinander. Dabei gilt die Hamilton Funktion H, die sich
aus einem stationdiren Anteil Hy, zu dessen Eigenfunktionen w,(z) die Ei-
genwerte F, gehoren und einem kleinen konstanten Stérterm H' zu

H=Hy+H' (2.23)

zusammensetzt, erhdlt man mit Fermis goldener Regel fiir die Ubergangsrate
k;_.; vom Zustand i nach f den Ausdruck:

2T
hiop = |Hy|* (FO), (2.24)

bei der h die Plankkonstante und

[Higl = (ui [H'| uy) (2.25)

ist. |H,y| ist das elektronische Matrixelement, das den elektrischen Ubergang
zwischen den Zustéinden i und f beschreibt. |H;| ist proportional zum Uber-
lapp der Elektronenwellenfunktion der Anfangs- und Endzustéinde u; und
uy [1-73]. Bei einem Ubergang eines Elektrons vom Ausgangsmolekiil zum
Zielmolekiil kann die Zustandsdichte durch das Franck-Condon-Integral

@Cdziiii(/xmwnm@mhy%l—e%%)Mﬂmemw—AE)

n=0 n'=0

(2.26)

beschrieben werden. Dabei ist das Franck-Condon-Integral die Summe der
Produkte der Uberlappungsintegrale fiir die Vibrationswellenfunktionen y; (r)
und x;(r) der Kerne, deren Anregungen durch den Boltzmannfaktor gewich-
tet werden. w ist die Schwingungsfrequenz des Molekiils, AE ist die Vibrati-
onsenergie, die beim Elektroneniibergang verloren geht. Marcus [74-75] fand
fiir das Franck-Condon-Integral

1 (Acgtﬂf

FO)= ——— ¢ anipT 9.97
(FC) N (2.27)
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Abbildung 2.15: Darstellung der freien Energie und der dazugehorigen Wel-
lenfunktionen. Das Frank-Condon-Integral ist proportional zum Uberlapp
der Wellenfunktionen der Kernschwingungen von Ausgangs- und Endzustén-
den mit den verschiedenen freien Energien (a) AG?, < A\ (b) AGY, = X (¢)
AGY, >\ [76].

AGY, ist die Differenz der freien Energie zwischen Ausgangszustand und End-
zustand. AGY, ist bei einer starken Kopplung von Anfangs- und Endzustand
adiabatisch, bei einer schwachen nicht adiabatisch [49]. A beschreibt die Re-
organisationsenergie, die die Verdnderung des effektiven Potentials des Mole-
kiils beim Ubergang vom Anfangszustand in den Endzustand beschreibt, oh-
ne den Elektronentransport zu beriicksichtigen. Das Franck-Condon-Integral
ist maximal, wenn die Freie Energie der Reorganisationsenergie entspricht
(siehe Abbildung 2.15). Beim Ladungstransport iiber grofiere Distanzen ver-
lieren die Schwingungszustéinde der Kerne gegeniiber den elektronischen Ma-
trixelementen an Bedeutung [1].

Die Kinetik k;_; eines Elektroneniibergangs von einem Molekiil zum néch-
sten wird dann durch

2
o o, 1 _(actn)
ki =—|H;jt|" — AAkpT 2.28

beschrieben [77-78]. Um |H;¢| zu beschreiben, muss man die Schrodinger-
Gleichung fiir das entsprechende Potential 16sen. Unabhéingig vom Potential
kann |H;¢| fast immer durch



2.2. THEORIE 33

|Hif| = Voe™™ (2.29)

beschrieben werden, wobei die Konstanten V;, und # durch das entsprechende
Potential festgelegt werden [1,18,79-82]. Zusammengefasst und vereinfacht
findet man dann die Marcus-Levich-Jortner-Beziehung:

by = 2%1/02 (FC) e, (2.30)
die nicht nur Donor-Akzeptor-Systeme, sondern auch Donor-Briicke-Akzeptor-
Systeme beschreibt. Bei den in dieser Arbeit betrachteten Systemen sind die
dazwischen liegenden Briicken die Basen der DNA. Da der Abstand r im Ex-
ponenten der Exponentialfunktion steht, erh:ilt man fiir die Ubergangsrate
eine starke Abhéngigkeit von der Distanz. Ein weiteres Standardverfahren,
um fiir ein beliebiges Potential V (z) die Ubertragungsrate zu erhalten, ist
die WKB-N&herung (Wentzel, Kramers, Brillouin), die durch

kip = Ce™ 282 i VIV@lde (2.31)

definiert wird. C' ist eine Proportionalititskonstante, m ist die Masse des
Partikels und a und b sind Anfangs- und Endpunkt der Barriere.

2.2.7 Superaustausch-Ladungstransfer fiir DNA

Da die bisherigen experimentellen Ergebnisse durch die Marcus-Levich-Jortner-
Beziehung unbefriedigend beschrieben werden, wird fiir den Elektronentrans-
port durch DNA der Superaustausch-Ladungstransfer (Superexchange) po-
stuliert, bei dem man virtuelle Zustinde auf den Barriereatomen annimmt.
Diese Zustinde werden als virtuell bezeichnet, weil ihre Besetzung mehr
Energie benctigen wiirde als im Ursprungssystem mit dem Elektron im Do-
nor vorhanden ist und somit klassisch verboten ist (AGpp > 0). Der
Superaustausch-Mechanismus ist eine Alternative zum Tunnelmechnismus,
der es erlaubt Ladung auch iiber groflere Distanzen zu transportieren, da Do-
nor, Briicken und Akzeptor-Zustinde des Systems kohérent gemischt werden
[83]. Diese Form der langreichweitigen Wechselwirkung wurde urspriinglich
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von Kramers fiir Elektronenspins in magnetischen Materialien beschrieben
[84]. Die angeregten Schwingungszustéinde des Anfangssystems

(d*{Bl, BQ, Bz; BN}O,)

sind resonant mit dem Endzustand

(d*{By, By, ...B;,...By}a™),

bei einer Energiedifferenz von AGp4 > 0, gekoppelt. Die Schwingungszu-
stidnde, bei denen die Ladung auf den dazwischen liegenden Basen lokalisiert
ist, befinden sich mit dem Anfangszustand nicht in Resonanz. Fiir die Trans-
portrate k findet man genauso wie bei der Marcus-Levich-Jortner-Beziehung
eine exponentielle Abhingigkeit mit der Distanz bzw. mit der Anzahl der
Basenpaare N:

ko~ e PN (2.32)

so dass der nicht resonante Elektronentransport nur fiir kleine Distanzen
wichtig ist. Die Werte fiir 3 liegen zwischen 0,4 A~! und 1,6 A=, je nach
Basensequenz [18,81-82]. Da DNA ein dynamisches Molekiil ist, existiert
die B-Konformation der DNA nur im zeitlichen Mittel. Der Orbitaliiberlapp
zwischen den Basen ist zu klein, weshalb der Elektronentransfer mit mehr
als 4 bis 6 Basen vom Superaustausch in einen Hopping-Mechanismus iiber-
geht, der im nichsten Abschnitt beschrieben wird. Uber wie viele Basen der
Ubergang stattfinden kann, hingt von der elektrischen Kopplung mit den
benachbarten Basen, der Temperatur und dem Energieunterschied zwischen
dem Ausgangszustand und der néchsten Base ab [63].

Wenn nicht lokalisierte Zustéinde existieren, werden die Elektronen auf den
lokalisierten Zusténden nur virtuell gebunden. Lokalisierte und nicht lokali-
sierte Zustidnde konnen bei einer gegebenen Konformation nicht die gleiche
Energie haben [79].

Nitzan ist es auf eine elegante Weise gelungen fiir das Superaustauschmodell
durch Vergleich der Kopplungsmatrixelemente eine Beziehung zwischen der
Leitfshigkeit o [S] und der Transportrate k& [s~!] mit
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Abbildung 2.16: Schwingungszustéinde fiir (a) Superaustausch und (b) Hop-
ping.

o~10"k (2.33)

zu finden, durch die man die Ergebnisse der physikalischen und chemischen
Experimente vergleichen kann [49,85].

2.2.8 Hopping

Die Hopping-Leitfihigkeit ist ein Leitungsmechanismus, der unter anderem
bei amorphen Halbleitern vorkommt und durch die grundlegenden Arbeiten
von Mott beschrieben wird. Durch Lokalisierung von Ladung auf einem Po-
laron (Phonon-Elektron-Wechselwirkung) kommt es durch Verschieben der
umliegenden Atome zu einer Energieerniedrigung Ep. Durch thermische
Anregung von Ladungen, die in lokalisierten Bandzustéinden gefangen sind,
konnen diese von einem Zustand zum n#chsten durch einen Tunnelmecha-
nismus springen. Beim normalen Hopping tragen die Elektronen, deren Be-
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weglichkeit reduziert ist, am meisten zum Ladungstransport bei. Die Wahr-
scheinlichkeit fiir den Ubergang zwischen zwei Zustinden ist proportional
zum Uberlapp der Wellenfunktion der beiden Zustinde. Fiir Kristalle mit
kleinen Polaronen, fiir die eine starke Phononen-Elektronen-Wechselwirkung
(J < Ep) gilt, findet man dann fiir die Hopping-Leitfihigkeit o,

2 2 E
(ea) T J RpT (2.34)

1 _
ni|il-— — e *
h ( e%%) 2kgT/EAskgT

Op —

mit der Gitterkonstanten a, der Ladungstrigerkonzentration n, der chemi-
schen Energie Er, der Aktivierungsenergie E4 und dem Uberlappungsinte-
gral J, das durch

J = /@*Hewdr (2.35)

definiert wird. Dabei ist ¢ die Wellenfunktion eines Elektrons und H, der
Hamilton-Operator des Elektronensystems. Fiir Ladungen, die nur mit dem
néchsten Nachbarn in einem starken elektrischen Feld E wechselwirken, kann
man die Stromdichte j durch

(e la
] = 0Op E Te 16EskpT (236)
kpT

beschreiben [79,86-87]. Ab einer Temperatur T < Ty kommt es zu einem
stidrkeren Einfluss der Dimension d, in der sich die Ladungstriger bewegen
kénnen. Durch den Einfluss der Lokalisierung der Ladung auf die Aktivie-
rungsenergie entwickelt sich Gleichung (2.34) zu

op = agefo(%‘“(l)7 (2.37)

mit einer dimensionslosen Konstanten C. Der Einfluss der Dimension wird

durch
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1
14d

beschrieben. Die Grofie der Ladungstrigerlokalisation bestimmt die Dimen-
sion des Leiters [88]. Das Modell von Shen [16,89] beschreibt die Leitfihigkeit
in elektrisch leitenden Polymeren, wo unter der Annahme von hochleitfihigen
Regionen, die von Potentialbarrieren getrennt sind, ebenfalls Tunnelprozes-
se stattfinden. Dementsprechend ergibt sich eine Temperaturabhingigkeit
durch

v (2.38)

T

op = O'0€_<W>. (2.39)

Hole Resting Modell

Bei der DNA ist das thermische Hopping die inkohérente Bewegung der La-
dung, die auf den 7-Orbitalen der Basen lokalisiert ist. Dabei kommt es zu
Wechselwirkungen und Energieaustausch zwischen Basen und Ladungstréi-
gern [18,61,81]. Die Energie der Ladung muss sich dafiir nahe der Fermi-
energie befinden. Im Anfangszustand befindet sich der Donor im angeregten
Zustand

(d*{Bl, BQ, Bz; BN}CL>

und ist in Resonanz mit den stark entarteten Schwingungszustinden der
Basen

(d*{B1, B2,...Bf,...By}a),

bei einer Energiedifferenz AGpp < 0. Die Schwingungszustinde der Basen
befinden sich wiederum mit dem Endsystem

(d*{By, By, ...B;, ...By }a¥)

in Resonanz. Die Ladung kann also zufillig zu beiden Seiten hin und her
hiipfen. Wenn keine Spannung an die DNA angelegt wird und die Wahr-
scheinlichkeit fiir Hin- und Riickspriinge gleich ist, so kann die Transportrate
k durch
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1

k}Nm

(2.40)

beschrieben werden. Wenn eine Spannung an die DNA angelegt wird, wird
k durch

1
k ~ N (2.41)
dargestellt, wobei der Wert von 7 zwischen 1 und 2 liegt. In diesem Modell
wird nicht beriicksichtigt, dass die Energiezustéinde auch von den Basen und
ihrer Sequenz abhiingen, es werden also alle Basen gleich behandelt [18].

Im einfachsten Bild, dem Hole Resting Modell, wird die Ladung nur auf ei-
ner Base lokalisiert, dem Guanin und kann sich dann von dort zum néchsten
Guanin, durch Tunneln oder Superaustausch-Ladungstransfehr, weiterbewe-
gen. Giese und Mitarbeiter erweiterte dieses Bild so, dass Ladung zwischen
DNA-Basen bzw. Basensequenzen tunnelt, die #hnliche Redoxpotentiale be-
sitzen. Der langreichweitige Ladungstransport in DNA ist also eine Anzahl
von Tunnelprozessen, die nacheinander reversibel stattfinden. Bei Sequen-
zen, bei denen die Guanin-Basen durch A-T Basenpaare getrennt sind, wird
die Geschwindigkeit des Ladungstransports iiber das ganze Molekiil durch
die Sequenz mit den meisten A-T-Basenpaaren dominiert [18,59,90-91]. Der
Hoppingmechnismus ist vor allem beim langreichweitigen Ladungstransport
dominant.

Thermisches Polaronen Hopping

Polaronen entstehen durch Phonon-Elektron-Wechselwirkung, die eine Struk-
turéinderung im Gitter hervorruft. Diese Strukturéinderung ist vor allem in
Ionenkristallen durch die Coulomb-Wechselwirkung mit den Ionen sehr grof,
wihrend in kovalent gebundenen Stoffen die Atome neutral sind und somit
eine geringe Wechselwirkung mit den Elektronen haben. Durch die Wech-
selwirkung der Atome mit dem Elektron erhoht sich dessen effektive Masse.
Elektronen von groflien Polaronen bewegen sich in einem Band. Elektronen
von kleinen Polaronen werden oft an geladenen Atomen gefangen, von de-
nen sie bei hohen Temperaturen durch thermisch angeregte Spriinge davon
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Abbildung 2.17: Die Punkte beschreiben die Verschiebung der Basen aus
der Gleichgewichtslage nachdem eine Ladung aufgebracht wurde. Die Sterne
zeigen die Verdnderung in der Aufenthaltswahrscheinlichkeit [49].

hiipfen kénnen. Ist die Temperatur zu niedrig, so sind die Ladungen unter-
halb des Leitungsbandes lokalisiert. Uberlappen die Wellenfunktionen von
benachbarten Zusténden, so hat das Elektron die Moglichkeit zum néchsten
Atom zu tunneln [79)].

Bei DNA ist die Grofle eines Polarons nicht nur auf eine Base beschrinkt,
sondern kann sich auf mehrere Basen verteilen, deren genaue Grofie von der
Basensequenz abhéingig ist. Das Zentrum dieser Polaronen liegt in der Regel
auf einer Guaninbase. Fiir die Polaronen ist es energetisch giinstiger, wenn
die Ladung delokalisiert ist. Die Reorganisationsenergie sorgt dafiir, dass die
Verteilung der Ladung iiber die Basen begrenzt ist. In Abbildung 2.17 ist ein
Beispiel fiir eine Basensequenz zu sehen, auf der die Veréinderung der Wel-
lenfunktion der einzelnen Basen und deren Verschiebung aus der Gleichge-
wichtslage beschrieben wird. Die Ladung wird auf 7 Basen verteilt und sorgt
dafiir, dass dort die Basen zusammenriicken. Alle anderen Basen vergrofiern
ihre Distanz zum néchsten Nachbarn. Mit Hilfe von Phononen kénnen diese
Polaronen durch thermische Anregung auf der DNA reversibel verschoben
werden, weshalb die Leitfihigkeit stark von der Temperatur abhéngig ist.
Je geringer die Temperatur, desto geringer ist die Abhingigkeit der Leit-
fahigkeit von der Temperatur. Fiir Sequenzen, die eine grofie Anzahl von
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TAGTT TTGTT AGC CGC
-6,93eV -6,96eV -7,01eV -6,93eV

TA GTIT

Abbildung 2.18: Beispiele fiir einen Sprung zwischen zwei isoelektrischen
Zusténden.

T-A-Basenpaaren enthalten, kann der Transport durch die Drift der Ladung
beschrieben werden. In Abbildung 2.18 werden zwei Beispiele fiir Spriinge
zwischen isoelektrischen Zustéinden iiber mehrere Basen gezeigt. Durch die
Bewegung der Polaronen werden auch die Dipole der Wassermolekiile aus der
Umgebungsschicht neu ausgerichtet [49,52,63-64,92-94].

TGGGT TGGAT TGGTT TGGCT
6,34 eV 6,50 eV 6,59 eV 6,63 eV
TAGGT TAGAT TAGTT TAGCT
6,50 eV 6,73 eV 6,93 eV 7,01 eV
TTGGT TTGAT TTGTT TTGCT
6,52 eV 6,76 eV 6,96 eV 7,12 eV
TCGGT TCGAT TCGTT TCGCT
6,44 eV 6,63 eV 6,91 eV 6,96 eV

Tabelle 4: Beispiele fiir die Ionisationspotentiale verschiedener Sequenzen
[51]

2.2.9 DNA als Isolator

Ist die Bandliicke E, grofler als 5 eV konnen Elektronen nur noch unter
groflem Aufwand in das Leitungsband gehoben werden, weshalb es zu keinem
nennenswerten Ladungstransport kommt. Solche Materialien, wie beispiels-
weise Glas, bestimmte Kunststoffe oder Keramik nennt man Isolatoren.
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Abbildung 2.19: (a) Teil einer Poly(CG)-Poly(CG)-DNA, bei der die Elek-
tronendichte des Valenzbandes dargestellt wird, links in der B-Konformation
rechts, 30 % tiberstreckt. (b) Oben: Hochstes besetztes Valenzband mit der
entsprechenden Elektronendichte fiir unterschiedlich gestreckte DNA. Unten:
Niedrigstes besetztes Leitungsband mit der entsprechenden Elektronendichte
fiir unterschiedlich stark gestreckte DNA [57].

Dass DNA fiir Léngen, die gréfer als 10 nm sind, ein Isolator ist kann viele
Griinde haben. Beispielsweise konnen Ladungen durch Wassermolekiile, die
sich im Riickgrat der DNA befinden, abgefangen werden [11-13]. Auch auf
die Reorganisationsenergie haben die Gegenionen Einfluss und kénnen den
Ladungstransport behindern [49]. Fehlt der DNA dieser Mantel aus Gege-
nionen, so verindert sie ihre Konformation, kann beispielsweise von der B-
Konformation in die A-Konformation iibergehen oder sogar noch stéirker zu-
sammenfallen. Streckt man DNA beispielsweise durch Meniskuskriifte beim
Aufbringen auf eine Struktur, so vergréffert man die Distanz zwischen den
Basen. Da der Orbitaliiberlapp der Basen exponentiell vom Abstand der
Basen abhiingt, fillt die Leitfihigkeit beim Uberstrecken der DNA stark ab,
wodurch es zu einer Lokalisation der Ladungen kommt [62]. Dieses zeigen
Maragakis et al. [57] am Beispiel einen Poly (dCG) - Poly (dCG), bei dem
Minibéinder in der Nihe der Fermikante durch Strecken der DNA gemixt
werden. Die Verdrehung der Basenpaare gegeneinander hat auch Einfluss
auf die Hopping-Matix Elemente (siche Abbildung 2.19).
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Bei Raumtemperatur schwingen zwei Basen durchschnittlich in einem Ab-
stand von 0,3 A bis 0,4 A zueinander. Dieser Wert liegt um eine Gréfienord-
nung hoher als in einem Festkorper [20]. Damit Ladung transportiert wer-
den kann, muss sie sich schneller bewegen, als die DNA schwingt [63]. Die
Schwingungsperiode einer DNA betrigt zwischen 30 und 300 ps. Durch die
Schwingung um die Kippwinkel, mit dem die Basenpaare gegeneinander ver-
dreht sind, kommt es ebenfalls zu einer Verringerung des Ladungstransports.
Bei Raumtemperatur hat DNA eine durchschnittliche Schwingungsamplitude
von 3° [95]. Diese Nichtgleichgewichtszustinde erzeugen eine Energieliicke.
Die Lingen- und Winkelschwingungen kénnen den Elektronentransport so
stark behindern, dass kein Ladungstransport durch DNA mehr moglich ist.

2.3 Vergleich mit Experimenten anderer Grup-
pen

Die Motivation, den Ladungstransport durch DNA zu messen, ist fiir Bio-
logen, Chemiker und Physiker verschieden. Fiir Biologen ist der Transport
von Ladung, die durch Umgebungs- und Umwelteinfliisse auf Basen (z.B.
durch ultraviolette Strahlung) entsteht, wichtig fiir das Verstéindnis der Ent-
stehung von Krebs und Mutationen. Die biochemischen Experimente zeigen
eindeutig, dass Ladungstransport durch DNA existiert. Die Experimente der
Physiker sind vor allem durch eine technologische Motivation fiir spétere An-
wendungen, wie beispielsweise fiir Biochips oder in der Mikrosystemtechnik,
geprigt. Auflerdem erhofft man sich durch Variation der Temperatur, der
Elektrodenabstéinde oder des Stromspannungsverhaltens Erkenntnisse iiber
die Ladungstransportmechanismen zu erhalten. Wiirde man fiir die Kennli-
nien beispielsweise eine Stufenform finden, so beséfle die DNA diskrete Ener-
giezustidnde. Findet man ein kontinuierliches Spektrum, so hat DNA Festkor-
pereigenschaften [17,49]. Allerdings gibt es bei den experimentellen Ergebnis-
sen starke Unterschiede. So wurden bei Experimenten anderer Gruppen oh-
mische, halbleitende, supraleitende oder isolierende Strom-Spannungslinien
gemessen.
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Abbildung 2.20: Ein Enoletherradikalkation bindet selektiv an die DNA und
oxidiert eine Gunaninbase. Wenn die oxidierte Guaninbase mit der ersten
Adeninbase schneller reagierte als mit dem umgebenden Wasser, kam es
durch Ladungstransport durch eine reiche A-T-Basenpaarsequenz zur Oxi-
dation einer zweiten Guaninbase, bei der die DNA durch eine Reaktion von
Wasser mit Piperidin geschnitten wurde. Die Fragmente konnten durch Gel-
elektrophorese sichtbar gemacht werden. (a) Darstellung der Energieniveaus,
der oxidierten Guanin- und Adeninbasen beim Ladungstransport durch DNA
und der Reaktion der ionisierten Basen mit dem Wasser. (b) Transportra-
ten k in Abhéngigkeit von der Anzahl n der A-T-Basenpaare zwischen den
Guaninbasen. Ab n > 4 wird die Ladung nicht mehr durch einen Tunnel-
mechnismus, sondern iiber einen Hoppingmechanismus transportiert [11].

2.3.1 Chemische Experimente zum Ladungstransport
durch DNA

Fiir die Ladungstransportmessungen in einer Losung wurden meistens ein
Ladungsdonor und -akzeptor an eine definierte DNA-Sequenz gebunden. Die
Akzeptoren konnen durch Aufnehmen eines Elektrons eine positive Ladung
auf der DNA erzeugen, die dann iiber Distanzen von bis zu 20 nm zu einem
Donator transportiert werden konnen. Die verschiedenen Transportraten
werden auf die unterschiedlichen Redoxpotentiale der in den Experimenten
eingesetzten Akzeptoren und Donoren zuriickgefiihrt. Fiir die Transportra-
ten fand man Werte zwischen 10° s™ und 10'? s7! [59,96-97]. Als Donatoren
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und Akzeptoren konnen metallische Interkalatoren, organische Interkalato-
ren oder modifizierte Basen dienen, wie beispielsweise Rh(III), Anthrachi-
non Derivate, Glycosyl-Radikale oder Stilbene. Die Distanzabhéngigkeit vom
Ladungstransport hiingt stark vom Wassereinfang ab, der bei hoheren pH-
Werten stirker wird [90]. Damit Ladung transportiert werden kann, darf ihre
Verweildauer auf einer Base nicht ldnger sein als die Dauer fiir die Reaktion,
die zum Wassereinfang fithrt. Beim Ladungstransport kann die DNA durch
Bildung von Ontermediaten chemisch modifiziert werden, oder es wird ein
veréndertes Floureszenssignal detektiert [59,90,98]. Fiir diese Messungen ein
Ensemble von Molekiilen nétig. Die Ersten, die solche Experimente durchge-
fithrt haben, war die Forschergruppe um Jacqueline Barton. Sie stellten fest,
dass das Donatormolekiil nicht mehr fluoresziert, wenn es an DNA gebunden
wird. Sie vermuteten, dass die angeregte Ladung iiber die Basen zum eben-
falls an die DNA gebundenen Akzeptor abflieBen kann. Mit diesem Prinzip
war es Barton moglich, Basen in einer Entfernung bis zu 20 nm zu oxidieren
[10,18].

In den Experimenten von der Gruppe um Bernd Giese wurde durch einen
Donator, Anthrachinon (AQC), der bei einer Bestrahlung von Licht mit einer
Wellenliéinge von 350 nm Ladung in der DNA erzeugte, benutzt. AQC hat
flache Aromaten, die in die DNA interkalieren kénnen. Die auf der DNA be-
findlichen Ladungen konnten durch ”Hiipfen” iiber einzelne Guanin-Basen,
die jeweils durch zwei A-T-Basenpaare getrennt waren, maximal eine GGG-
Sequenz erreichen. In einem weiteren Experiment konnte gezeigt werden,
dass bei einer erhohten Anzahl der T-A-Basenpaare zwischen einer oxidier-
ten Guanin-Base und einer GGG-Sequenz die Reaktionsrate stark abfillt.
Ab einer Grofle von 3 oder 4 Basenpaaren ist die Rate fiir den Ladungs-
transfer fiir jedes weitere T-A-Basenpaar fast konstant. Giese erkldrt die-
ses Ergebnis damit, dass bei kleinen T-A-Sequenzen die Ladung in einem
einzelnen Schritt zum Akzeptor tunneln kann, bei grofleren aber auch die
Adeninbasen Ladungstriiger sind, durch die die Ladung durch den Hopping-
mechnismus transportiert wird. DNA ist ein dynamisches System, weshalb
ihre B-Konformation nur im zeitlichen Mittel existiert und bei grofleren Ab-
stdnden kein Orbitaliiberlapp mehr vorhanden ist. Bei grofleren Sequenzen
ist die Reaktion G*-Base mit einer Adenin-Base energetisch giinstiger als
mit der GGG-Sequenz und der distanzunabhingige Hopping-Mechanismus
kommt zum Tragen. Die lokalisierte Ladung der Basen steht in Konkurrenz
zu den Abfangreaktionen der Wassermolekiile aus der Losung. Mit Hilfe der
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Wasserreaktion kann Piperidin die DNA dort spalten. Anschlieflend kénnen
die DNA Fragmente durch Gelelektrophorese sichtbar gemacht werden. Die
relative Geschwindigkeit des Ladungstransfers héngt mit dem Verhiiltnis der
Spaltprodukte G und GGG zusammen, wodurch in diesen Experimenten eine
exponentielle Abhéingigkeit der Kinetik des Ladungstransports von der An-
zahl der Basenpaare gefunden wurde. Vergroéflert man den Abstand zwischen
Guanin-Basen, so wird der Ladungstransfer langsamer, was bedeutet, dass
auch die Basensequenz eine wichtige Rolle spielt [11-13,52,59,63,90].

2.3.2 Biolgische Experimente zum Ladungstransport
durch DNA

Abbildung 2.21: Untersuchung des Ladungstransfers durch eine Basenfehl-
paarung. Oberes Bild: Links ist Ethidium in der DNA interkaliert, bei dem
eine Ladung durch ein Photon erzeugt wird. Diese kann zu dem Rhodium-
Komplex wandern, weshalb es zum Fluoreszenzquenching kommt. Unten:
Befindet sich eine Basenfehlpaarung in der Sequenz, so wird der Ladungs-
transport unterbrochen [21].

Durch Umwelt- und Umgebungseinfliisse, wie beispielsweise Radikale, oxi-
dativen Stress oder kurzwellige Photonen kénnen DNA oder auch andere



46 KAPITEL 2. GRUNDLAGEN

A L B Procession
PG OLPT — MELPGPUIN g ' i
Y, Al CLPVPVH 4 YV m‘ VAP
movedie O 4 VLY 1, alldl b idd
ez WO e N )
. @ T e
WHOBITDU

Abbildung 2.22: Moglicher Ablauf einer Sequenzerkennung durch langreich-
weitigen Ladungstransfer. (A) Ungestorter Fall: Ein Enzym (1) bindet sich
an die DNA und tritt mit einem zweiten Enzym durch Elektronentransfer in
Wechselwirkung, wodurch das erste Enzym oxidiert (2) wird. Das oxidierte
Enzym (3) dissoziert von der DNA und bindet an einer anderen Stelle (even-
tuell auch eine andere DNA) wieder an die DNA (4) und wird dort durch
ein Elektron, das entweder von einem oxidierten Enzym (1) oder von einer
oxidierten Base kommt, reduziert. Nun kann das Enzym (5) wieder ein Elek-
tron an dieser oder einer anderen Stelle abgeben und der Vorgang beginnt
von neuem. (B) Gestorter Fall: Ein Enzym (1) bindet sich an die DNA und
kann nicht oxidiert werden, da durch den Defekt der DNA keine Ladung
weitergegeben werden kann, weshalb es (2) nicht von der DNA dissozieren
kann und sich solange auf der DNA weiter bewegt (3) bis es an der Fehlstelle
ankommt (4) und dort ein Reparaturprotein aktivieren kann [21].

Biomolekiile, die sich innerhalb einer Zelle befinden, wie beispielsweise Mem-
branlipide oder Proteine, oxidiert werden. Diese Oxidationsprozesse kénnen
Ausloser fiir Veriinderungen sein, wie beispielsweise Krebs, Arthritis oder
Diabetes [63,98]. Eine Base der DNA kann ein Elektron verlieren, so dass
auf der Base ein positiv geladenes Loch entseht. Da die DNA an dieser
Stelle instabil ist, kann es passieren, dass sie dort auseinanderbricht. Gua-
ninradikalkationen sind besonders langlebig und die DNA ist dort besonders
gefihrdet. Kann die Ladung zu einer leicht zu oxidierenden GGG Sequenz
(GGG reagiert 3 mal schneller mit G* als G) transportiert werden, so hat sie
dort die Moglichkeit, mit der Umgebungslésung in Wechselwirkung zu treten
und ein Elektron einzufangen, so dass die DNA wieder neutral ist und nicht
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mehr angegriffen werden kann. Diese einfache zu oxidierenden Basensequen-
zen befinden sich beispielsweise in Telomeren, den eukaryontischen Chromo-
somenenden, die DNA schiitzen sollen [18,97,99]. Bei Bakterien gibt es das
Enzym Photolyase das iiber die Oxidation eines Flavin-Cofaktors Elektronen
zum Defekt leitet [96].

Eine ungeloste Frage bei der Reparatur von defekten DNA-Segmenten ist, wie
die Reperaturenzyme die defekten Sequenzen erkennen konnen. Die defek-
ten Sequenzen haben eine verinderte Struktur, die die thermodynamischen
und die kinetischen Eigenschaften der Sequenz, aber auch deren funktionale
Gruppen der Wasserstoffdonoren und -akzeptoren in der groflen und kleinen
Furche, veréindern. Das hilft den Enzymen, die defekten Stellen zu mar-
kieren. Spektroskopische Untersuchungen zeigen, dass Fehlpaarungen, wie
beispielsweise G-A, A-A, G-G usw. nur Verdnderungen der Konformation
der B-DNA auf kleinen Bereichen ergeben. Die Kinetik des langreichweiti-
gen Ladungstransports ist stark abhéngig von der Struktur und der Zusam-
mensetzung der Basensequenz [90,96]. Bei der Bindung von Proteinen oder
Medikamenten spielt die Verteilung der elektrischen Ladung bei der Sequen-
zerkennung eine Rolle [18,21]. So wurden Proteine entdeckt, die oxidierte
Basen identifizieren und reparieren konnen, bei denen der Mechanismus fiir
die Erkennung nicht klar ist. Eine Moglichkeit wire, dass sich zwei Proteine
als Sender und Empfinger an die DNA hefteten, die den Ladungstransport
durch die DNA iiber den kontaktierten Sequenzabschnitt analysieren. Findet
das Protein einen verinderten Ladungstransport iiber die Sequenz, kann es
diesen Bereich fiir ein Protein, das diese Sequenz reparieren kann, markie-
ren. Fin Beispiel fiir einen moglichen Ablauf ist in Abbildungen 2.22 und
2.23 gezeigt. Durch diesen Mechanismus kénnen gréflere Bereiche der DNA
schneller untersucht werden als wenn nur die von einem Enzym direkt kon-
taktierte Sequenz untersucht wird, was bei den 2 m (10° Basenpaare) langen
Stréingen der DNA des Menschen, die sich innerhalb eines Tages repliziert,
von grofier Bedeutung ist [20-21,101]. Ein weiteres Beispiel fiir einen Repa-
raturmechanismus ist die Injektion eines Elektrons in durch UV-Strahlung
geschiidigte DNA, wobei die Enzyme CPD-Photolyase und (6-4)- Photolyase
die DNA reparieren [102].

Hartzell et al. [103-104] haben A-DNA mit Disulfid-Gruppen an ihren 3’-
Enden funktionalisiert (Abbidung 2.24 unten) und durch ein elektrisches
Wechselfeld (10° V/m) bei einer Frequenz von 1 MHz iiber 50 um breite
Elektroden gespannt, die 8 ym weit auseinander lagen (sicheAbbidung 2.24
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Abbildung 2.23: Eine weitere Moglichkeit, einen Defekt einer Base zu erken-
nen, deren Redoxpotential verdndert ist. Das Enzym bindet an die DNA
und kann durch den Defekt eine Ladung erhalten oder abgeben, wodurch
entweder der Defekt (oben) durch die Ladungséinderung deutlicher wird oder
sich die Konformation des Enzym (unten) &ndert. Anschlieend wird ein
Reparaturprotein aktiviert, das den Defekt behebt [21].
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Abbildung 2.24: (a) Oben: Layout der Elektroden. Unten: A-DNA, die
mit Disulfid an den 3’-Enden funktionalisiert wurde und die Sequenz, an der
die DNA geschiidigt wurde. (b) In der Strom-Spannungskurve erkennt man
deutlich die hohere Leitfihigkeit und das ohmsche Verhalten der reparierten
DNA (gestrichelte Linie) im Gegensatz zu der geschidigten DNA (bei der ge-
punkteten Linie wurde die Spannung von - 20 V nach + 20 V durchgefahren,
bei der durchgezogenen von + 20 V nach - 20 V) [103] [104].
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Abbildung 2.25: Braun et. al. haben iiber einen 12 pm grofien Spalt A-DNA
gespannt, wobei kein Strom gemessen wurde. (a) Schematische Darstellung
der Elektroden. (b) Funktionalisierte Oberfliche und DNA mit einem Linker.
(c) DNA bindet an die Oberfléiche. (d) Fluoreszenzbild einer DNA zwischen

den Elektroden (e) Die Strom-Spannungs-Kennlinie weist auf einen Isolator
hin [105].

Abbildung 2.26: (a) Schematischer Aufbau eines LEEPS. (b) DNA-Biindel,
die iiber ein 2 pm grofies Loch gespannt wurden. (c) Lochplatte. (d) Ei-
ne Wolframelektrode. (e) Ein DNA-Bungle wird mit einer Wolframspitze
kontaktiert. (f) Strom-Spannungslinie einer Messung. [14]
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oben). Die Disulfid-Gruppe hat die Eigenschaft, kovalent an die Goldelektro-
den binden kénnen. Zwischen dem 3’-Ende der A-DNA und dem 5-Ende der
Disulfid-Gruppen entstand eine Liicke, die durch ein T4-Ligase-Enzym ge-
schlossen werden konnte. Die reparierte DNA zeigte eine ohmische Leitfihig-
keit und war deutlich hoher (sieche Abbildung 2.24) als bei der urspriinglichen
A-DNA. Die Strukturen wurden auf p-Silizium, das eine 450 nm hohe Oxid-
schicht besafl, durch Photolithographie erstellt. Die Elektroden bestanden
aus 8 nm Chrom als Haftvermittler und 30 nm Gold als Funktionsschicht, die
durch Aufdampfen aufgebracht wurden. Die Strom-Spannungs-Kennlinien
wurden bei normalen Umgebungsbedingungen aufgenommen. Die Leitfihig-
keit war leicht abhiingig von der Luftfeuchtigkeit.

2.3.3 Physikalische Experimente zum Ladungstransport
durch DNA

Bei Vergleichen der verschiedenen Experimente muss man die Unterschiede
der Elektroden, der Messumgebungen, der DNA Immobilisierung und ihre
Struktur beachten [49]. Den ersten Versuch zur Leitfihigkeit von DNA gab
es 1962 von D. D. Eley und D. I. Spivey. In diesem Experiment wurde die
DNA in eine Zelle gepresst und dort an zwei Seiten kontaktiert [4]. Allerdings
stellte sich spéter heraus, dass sich mobile Ladungstriger aus der eiséhnlichen
Wasserschicht stammen, die sich um die DNA herum befindet [17]. Die
erste Strom-Spannungs-Messung an einem einzelnen DNA-Strang wurde 1998
von Braun et al. [105] veroffentlicht (siche Abbildung 2.25). Bei diesem
Experiment wurde eine 16 pym lange A-DNA iiber einen 12 um Spalt gespannt,
bei dem kein signifikanter Strom bis zu einer Spannung von 10 V gemessen
wurde.

Fink et al. (sieche Abbildung 2.26) spannten 1999 \-DNA-Biindel iiber ein 2
pm grofes Loch in einer Metallplatte, welche dann mit Hilfe einer Elektronen-
Punktquelle (Low-Energie Electron Pointsource - LEEPS) auf einem Schirm
als Beugungsbild sichtbar gemacht werden konnte. Mit einer Wolframspitze
konnten die A-DNA-Biindel geschnitten und so kontaktiert werden, dass man
zwischen Spitze und Metallplatte eine Spannung anlegen konnte. Bei der
Strom-Spannungs-Messung fand man ein ohmsches Verhalten der DNA in
einer Groflenordnung von 2,5 M bei 600 nm langen Biindel [14].

De Pablo et al. (siehe Abbildung 2.27) haben A-DNA dicht auf einem Glim-
mersubstrat gestreckt und anschlielend mit einer Schattenmaske mit Gold
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Abbildung 2.27: (a) AFM-Bild einer DNA auf einem Glimmersubstrat, das
mit einer Goldschicht bedampft wurde und anschlieBend mit einer metal-
lischen AFM-Spitze kontaktiert wurde. (b) AFM-Bild eines dichten DNA-
Netzwerks [15].

bedampft. Eine mit Gold bedampfte AFM-Spitze wurde in einem Abstand
von 70 nm von der Goldkante als Gegenelektrode benutzt. Bei den anschlie-
Benden Messungen wurde kein Strom iiber 1 pA gefunden. Nach der Messung
wurde die Probe einem Elektronenstrahl, dessen Elektronen eine Energie von
ca. 100 eV (10 A/m? 10 min) hatten, ausgesetzt. Bei der anschlieBenden
Messung der Strom-Spannungskurve zeigte sich ein deutlich metallisches Ver-
halten der Probe, bei einem Widerstand von ca. 2 x 10® Q. Daher gehen
weshalb De Pablo et al. davon aus, dass bei der Messung von Fink et al. [14]
die Elektronen die Karbonwasserstoffe aus dem Restgas aufgebrochen sind
und so die DNA manipuliert haben [15].

Eine 30 Basenpaare (10,4 nm) lange Poly(dG)-Poly(dC)-dsDNA haben Po-
rath et al. (siche Abbildung 2.28) zwischen zwei Platin-Elektroden gespannt
und anschlieflend bei Temperaturen zwischen 4 K und 300 K halbleiterartiges
Verhalten mit 0,5 V bis 1 V groflen Plateaus gefunden. Die Messungen wur-
den im Vakuum und bei tiefen Temperaturen durchgefiihrt, um Ionenleitung
auszuschlieBen. Die Ergebnisse lieflen sich gut reproduzieren [106].

In der gleichen Arbeitsgruppe fanden Storm et al. (sieche Abbildung 2.29)
keine Stromleitung durch dsDNA (Poly(dG)-Poly(dC)-dsDNA,
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Abbildung 2.28: (a) Ein 10,4 nm langes DNA-Molekiil wird durch ein elek-
trisches Feld zwischen zwei Elektroden, die 8 nm weit auseinander liegen,
gefangen. Die Strom-Spannugskurve weist auf einen Halbleiter hin. (b)
Strom-Spannungs-Linie eines DNA-Molekiils, das zwischen den Elektroden
gefangen wurde. Anschlieend wurde die DNA mit einem DNase I Enzyme
geschnitten, worauf kein Strom mehr gemessen werden konnte [106].

Poly(dT)-Poly(dA)-dsDNA, \-DNA) fiir Metallelektroden, die gréfer als 40
nm waren, in einer trockenen Stickstoffatmosphére. Bei der normalen Feuch-
tigkeit der Raumluft wurde ein Widerstand von 1 TS2 gefunden [107].

A-DNA wurde von Kasumov et al. (siche Abbildung 2.30) iiber Rhenium-
Kohlenstoff-Elektroden, die auf ein Glimmersubstrat aufgedampft wurden,
gespannt. Die Messungen wurden bei verschiedenen Temperaturen durchge-
fithrt, wobei ab Temperaturen unter 1 K durch Nahwechselwirkungen
(Proximity-Effekt) Supraleitfihigkeit gefunden wurde [108].

Die gleiche Gruppe hat in einem weiteren Experiment (siehe Abbildung 2.31)
mit einem Rastertunnelmikroskop und mit einem leitfihigen AFM DNA, die
iitber eine Goldkante gestreckt wurde, vermessen und auch dort leitfihige
DNA gefunden. Kasumov et al. erkliren das damit, dass die DNA durch
Aufbringen eines Pentylamin-Molekiilfilm, an dessen Molekiilende sich ein
NH; -Rest befindet, die hydrophoben Merkmale der DNA so schwiicht, dass
auf einem Glimmersubstrat die DNA 2,4 nm hoch ist [109].
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Abbildung 2.29: AFM-Bilder von verschiedenen Strukturen mit DNA, bei
denen keine Leitfihigkeit gefunden wurde [107].
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Abbildung 2.30: (a) Schematische Zeichnung einer Probe. (b) AFM-Bild von
DNA-Molekiilen auf einer Re/C-Schicht (¢) Messung der Widerstéinde von
einzelnen und mehreren DNA-Molekiilen in Abhéngigkeit von der Tempera-
tur [108].
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Abbildung 2.31: (a) AFM-Abbildung von DNA iiber einer Platinkante, ohne
Pentymin auf einem Glimmersubstrat. (b) Strombild, aufgenommen von
einem AFM mit einer leitfihigen Spitze. DNA ist ein Isolator. (c¢) AFM-
Abbildung von DNA auf einem Substrat, auf dem Pentylamini aufgebracht
wurde. (d) Strombild der gleichen DNA von einem AFM mit einer leitfihigen
Spitze. [109].

Guckenberger et al. [111] entwickelten eine Technik, mit der DNA und ande-
re Biomolekiile durch ein STM (Rastertunnelmikroskop; Scanning Tunneling
Microscope) bei geringen Tunnelstrémen (0,05 pA bis 1 pA) abgebildet wur-
den, indem man den Faraday Effekt des aus der Luftfeuchtigkeit auf der
Probe kondensierten Wasserfilms, ausnutzte. In Abbildung 2.32 (a) erkennt
man Plasmid DNA iiber einer Platin-Kohlenstoffelektrode. Dabei fanden
sie, fiir DNA isolierendes Verhalten, bei dem vermutlich eine andere Wasser-
struktur die Leitfihigkeit, im Gegensatz zu der des Glimmers, heruntersetzt.
Um den Einfluss der relativen Luftfeuchtigkeit auf der Oberfliche zu un-
tersuchen, wurde eine Spitze in der Mitte eines auf einem Glimmersubstrat
aufgedampften Platin-Kohlenstoffringes, der einen Durchmesser von 0,3 mm
hatte, in das Substrat gerammt. Bei den anschlieBenden Messungen wurde
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Abbildung 2.32: (a) Plasmid-DNA wurde auf einem Glimmersubstrat, das
mit einer Schattenmaske mit Gold bedampft wurde, immobilisiert und an-
schliefend mit einem STM bei einer Luftfeuchtigkeit von 66 % abgebildet.
Der Tunnelstrom betrug 0,25 pA bei einer Spannung von - 2,5 V [111].
(b) Modell fiir Leitfshigkeit durch Wasserfilme. Eine STM-Spitze iiber ei-
nem Molekiil, das auf einem Glimmersubstrat immobilisiert wurden. Die
Ladungstriager werden durch elektrolytische Reaktionen an der Oberfléiche
und an den Elektroden gebildet. R und Ox stehen in der Darstellung fiir
die Reduktion und Oxidation des Elektrolyten. (c) Messung von Strom-
Spannungslinien von einer STM-Spitze, die sich in einem Abstand von 1 mm
von einer Goldelektrode befand, bei verschiedenen relativen Luftfeuchtigkei-
ten. a: 33 % b: 58 %, c: 65 %, d: 74 %, e: 81%, f: 93%. Kurvenform,
Offset und Leitféhigkeit (d) zeigen das gleiche Verhalten wie die Proben, die
in Kapitel 4.3.2 besprochen wurden. Die Vierecke in (d) stehen fiir destil-
liertes Wasser, Kreuze fiir einen Phosphatpuffer und Sterne fiir einen Tris/
EDTA- Puffer. [112]. (e) Strom-Spannungs-Kurve mit einer STM-Spitze,
die in die Probe gefahren wurde. Ab einer bestimmten Spannung kann es zu
elektrochemischen Reaktionen mit den Elektroden kommen [114].
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Abbildung 2.33: (a) Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. P1 und
P2 sind Carbon Nanotubes, von denen P1 als Elektrode benutzt wurde. Als
Gegenelektrode wurde eine Carbone Nanotube, die an einer AFM-Spitze be-
festigt wurde, benutzt. (b) AFM-Abbildung einer DNA zwischen zwei Car-
bon Nanotubes. Der Balken hat eine Groéfle von 10 nm. (c) Abhingigkeit
der gemessenen Strome vom Abstand [116].
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Abbildung 2.34: (a) Schema der Basenpaare einer M-DNA, bei der an der
Position N3 das Thymin und an der Position N1 von Guanin die Wasser-
stoffatome durch Zn™ Ionen ersetzt wurden. (b) Strom-Spannungskennlinie
eines Biindels von M-DNA (offene Kreise) und B-DNA (geschlossene Kreise)
iiber Elektroden, die 10 pm weit auseinander lagen (Schema unten rechts).
Oben links: Strom-Spannungskennlinie einer Messung im Vakuum [117].
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Abbildung 2.35: (a) REM-Aufnahme einer Au/ Ti-Elektrode. (b) Die glei-
chen Elektroden, zwischen denen ein Poly (dG) - Poly(dC)-Molekiil kontak-
tiert wurde. Strom-Spannungs-Kennlinien fiir (c) Poly (dA) - Poly (dT) und
(d) Poly (dG) - Poly (dC) Molekiile, bei denen man eine deutliche Halb-
leiterkennlinie erkennen kann. Die kleinen Bilder sind mit einer doppelt
logarithmischen Skala gedruckt [118].

eine exponentielle Abhéingigkeit des Stroms der zwischen Spitze und Goldring
fliet und der relativen Luftfeuchtigkeit gefunden. Die Go8e der Leitfihigkeit
konnte iiber einen lingeren Zeitraum bei der gleichen Probe variieren. Auch
die Oberflichenbeschaffenheit und -funktionalisierung hatte auf die Leitf-
higkeit einen groflen Einfluss, so war beispielsweise die Leitfihigkeit einer
Probe nach der Behandlung der Oberfléiche von Glimmer durch eine Glimm-
entladung deutlich hoher. Dieses kénnte der Grund sein, warum Kasumov
et al. ohne ihre Oberflichenbehandlung durch eine Glimmentladung in An-
wesenheit von Pentylamin keine DNA mit dem STM beobachteten, da die
Strome ohne Oberflichenbehandlung zu gering waren. Die Leitfahigkeit ist
also abhéingig von der Hohe und der Struktur des Wasserfilms auf der Ober-
fliche. Guckenberger et al. vermuteten, dass es sich bei den Ladungstri-
gern, die diesen iiberraschend hohen Strom zeigten, um Protonen handelt,
die beispielsweise durch einen Hiipfmechanismus entlang der Wasserstruktur
geleitet wurden. In Abbildung 2.32 (b) wird eine Spitze in einem Wasser-
film gezeigt, die an Redox- und Oxidationsprozessen beteiligt ist. Fan et
al. behaupten im Gegensatz zu Guckenberger et al., dass sich die STM-
Spitze im Wasserfilm befindet. Die gleiche Gruppe fand eine Abhéngigkeit
der Form des Offsets und der Leitfihigkeit der Stromspannungslinie zwischen
einer Goldkante und einer 1 mm entfernten STM-Spitze, wie sie auch in Ka-
pitel 4.3.2 besprochen wird (siehe Abbildung 2.32 (c) und (d)). In beiden
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Veroffentlichungen wurden die Leitfihigkeiten und kapazitiven Effekte durch
elektrolytische bzw. Protonenleitung des Wassers begriindet [111-115].

Zwei Carbon Nanotubes wurden in einem Abstand von 20 nm auf einer Ober-
fliiche so deponiert, dass sie iiber einem DNA-Strang lagen und anschliefend
kontaktiert wurden (siehe Abbildung 2.33). Ein Carbon Nanotube an einer
AFM-Spitze wurde als dritte Elektrode benutzt. Shigematsu et al. haben
dann an eine der beiden Nanotubes auf dem Substrat und an den Nanotube
an der AFM-Spitze eine Spannung von 2 V angelegt und dabei fiir den Strom
eine exponentielle Abhéingigkeit fiir Abstéinde von 2 nm bis 20 nm gemessen.
Als an beide Nanotubes auf dem Substrat eine Spannung angelegt wurde,
konnte kein Strom gemessen werden [116].

Rakitin et al. (siche Abbildung 2.34) haben ein A-DNA Biindel iiber eine sehr
hohe Elektrode gespannt, die zwischen 1 pm und 30 pm weit auseinander
lagen. Fiir normale A-DNA fanden sie ein Halbleiterplateau von einer Grofle
von 0,5 V. Wenn die DNA mit einem zusétzlichen Metallion pro Basepaar
modifiziert wurde, zeigte die Strom-Spannungs-Kurve fast schon metallische
Eigenschaften [117].

Im Experiment von Yoo et al. (sieche Abbildung 2.35) wurden mehrere
Poly(dG)-Poly(dC) und Poly(dA)-Poly(dT) Molekiile iiber eine 20 nm grofle
Elektrode gleichzeitig gespannt. Durch eine dritte Gate-Elektrode konnte die
Leitfahigkeit beeinflusst werden. Das System zeigte eine Halbleiterkennlinie,
deren Leitfihigkeit temperaturabhéingig war [118].

M. Bockrath et al. haben mit einem AFM die elektrostatischen Wechselwir-
kungen zwischen einer Oberfliche mit A-DNA untersucht und dabei festge-
stellt, dass sich DNA (bis 1,5 nm hoch) wie ein Isolator verhélt [119].

Strome von 0,01 nA bis 0,1 nA finden Lee et al. (siehe Abbildung 2.36) in
einem sehr dichten DNA-Film iiber Elektroden, die 200 nm weit auseinan-
derlagen. Wurde ein Gasgemisch aus Sauerstoff und Stickstoff in die Mes-
skammer eingelassen, stiegen die Strome stark an. Poly (dG)-Poly (dC) zeigt
beim Einlassen von Sauerstoff nicht nur hohere Strome als Poly (dT)-Poly
(dA), sondern auch Eigenschaften eines p-Halbleiters, wiihrend Poly (dT)-
Poly (dA) die Eigenschaften eines n-Halbleiters zeigt. Lee et al. erklidren
dieses damit, dass die DNA mit dem Sauerstoff dotiert wird. Im Vakuum
werden keine signifikanten Strome gemessen [120].

Otsuka et al. (siehe Abbildung 2.37) iiberzogen Elektroden, die 100 nm weit
auseinander lagen, mit einem dicken Film von Poly (dG)-Poly (dC) oder Poly
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Abbildung 2.36: (a) Strom-Spannungskennlinien fiir einen Poly (dG)-Poly
(dC)-Film iiber einem 200 nm breiten Spalt gelegt an Luft, im Vakuum und
einem Sauerstoff/ Stickstoff Gemisch. (b) Kennlinie fiir Poly (dG)-Poly (dC)
an Luft und Vakuum. (b) Kennline fiir Poly (dG)-Poly (dC) an Luft und
Vakuum. (c) Kennlinie fiir Poly (dT)-Poly (dA) an Luft und Vakuum. (d)
Kennlinie fiir Poly (dG)-Poly (dC) an Sauerstoff und Vakuum. (e) Kennlinie
fiir Poly (dT)-Poly (dA) an Sauerstoff und im Vakuum. [120].
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Abbildung 2.37: (a) Typische Strom-Spannungskurve fiir eine Messung von

Poly (dG)-Poly (dC). (b) Exponentielle Abhéingigkeit des Widerstandes von
der relativen Feuchtigkeit [121].
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Abbildung 2.38: (a) Schematische Darstellung des Versuchaufbaus. Eine mit
Gold bedampfte Spitze von einem AFM kontaktiert einen DNA-Film. (b)
Exponentielle Abhéngigkeit des Widerstandes von Poly (dG)-Poly (dC) und
Poly (dA)-Poly (dT) vom Abstand einer Goldelektrode. (c) und (d) Typische
Strom-Spannungskurven fiir einen Abstand von 100 nm [122].
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(dA)-Poly (dT) und fanden dabei einen Widerstand der exponentiell von der
Feuchtigkeit abhing [121].

Cai et al. (siehe Abbildung 2.38) aus der gleichen Arbeitsgruppe erzeugten
einen Film aus Poly (dG)-Poly (dC) oder Poly (dA)-Poly (dT) iiber Gol-
delektroden. Mit einer Gold bedampften Spitze wurden Strom-Spannungs-
Kennlinien in verschiedenen Abstéinden gemessen. Der Widerstand stieg ex-
ponentiell mit der Entfernung von der Goldkante an [122].
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Kapitel 3

Material und Methoden

3.1 Das Rasterkraftmikroskop

3.1.1 Aufbau

Mit Rasterkraftmikroskopen (AFM, Atomic Force Microscope) ist es moglich
Oberfléichen mit atomarer Auflosung abzubilden. Bei einem Rasterkraftmi-
kroskop wird eine feine Spitze (Radius < 10 nm), die an einem langen Feder-
balken héngt, mit piezoelektrische Stellelemente im Nahfeld rasterartig tiber
die Probe gefiihrt (siche Abbildung 3.1(b)). Die Auslenkung des Federbal-
kens ist proportional zur auf ihn wirkenden Kraft, was mit dem Hook’schen
Gesetz beschrieben werden kann und wird durch einen elektronischen Regel-
kreis konstant gehalten. Um die Proben zu charakterisieren und die DNA
iiber den Strukturen zu kontrollieren wurde ein kommerzielles Rasterkraft-
mikroskop (AFM, Atomic Force Microscope, Nanoscope IIIA, Multimode,
Veeco Instr., USA) mit Siliziumkraftsensoren (NCH-0, Nanosensors, D) mit
Resonanzfrequenzen um 300 kHz benutzt.

Ein Laserspot, der auf den Federbalken justiert ist, kann diese Auslenkung
mit Hilfe einer Viersegmentdiode detektieren (siehe Abbildung 3.1(a)). Uber
einen Regelkreis wird wieder ein Signal auf den Piezokristall, der fiir die Hohe
verantwortlich ist, gegeben. Hat der Federbalken die urspriingliche Auslen-
kung (Set Point) wieder erreicht, wird die Probe gegeniiber der Spitze um
einen Rasterpunkt verschoben. Da die Hohenénderung bei einer angelegten
Spannung bekannt ist, kann man mit Hilfe eines Computers die einzelnen
Rasterpunkte zu einer Topographie zusammenstellen [123-126].

63
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Loser
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Abbildung 3.1: (a) Schematische Darstellung der Funktionsweise eines Ra-
sterkraftmikroskops (Genaue Beschreibung siehe Text). (b) REM-Aufnahme
eines AFM-Cantilevers {iber einer Probe.

Piezokristalle sind nicht leitende Kristalle, deren Ionen sich in der Einheits-
zelle unter mechanischem Druck oder einem elektrischen Feld nicht symme-
trisch verschieben, wodurch in der Zelle ein Dipol entsteht. Ein von auflen
angelegtes elektrisches Feld kann die Einheitszelle und somit den ganzen Kri-
stall quasi beliebig fein mechanisch verformen, so dass mit diesem piezoelek-
trischen Stellelement eine extrem genaue Positionierung bei vergleichsweise
schweren Lasten erlaubt ist (Abbildung 3.2).

3.1.2 Messfunktionen
Kontakt Modus

Der Kontakt Modus (Contact Mode) war die erste realisierte Form des Ra-
sterkraftmikroskops, bei dem eine feine Spitze so in die Probenoberfliche
gedriickt wird, dass repulsive Krifte wirken und der Federbalken verbogen
wird [127]. Die Spitze wird so iiber die Probe gefiihrt, dass immer die glei-
che Verbiegung des Cantilevers besteht, also mit einer konstanten Kraft die
Probe untersucht wird [123-126].

Nicht-Kontakt-Modus

Da es bei weichen Proben durch die auftretenden Reibungs- oder Lateral-
krifte zu irreversiblen Verdnderungen der Probenoberfliche kommen kann,
wurde ein Verfahren entwickelt, bei dem die Spitze die Probe nicht beriihrt.
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Abbildung 3.2: Funktionsweise eines Piezokristalls: (a) Ein neutraler Quarz-
kristall, bei dem keine Polarisation vorhanden ist. (b) Beim Anlegen einer
Spannung entsteht eine Polarisation im Piezokristall, die zu einer mechani-
schen Spannung fiihrt. (c) Durch Anlegen einer Spannung zwischen der In-
nenelektrode und den vier dufleren Elektrodensegmenten kann der Tubepiezo
in z-Richtung expandiert oder kontrahiert werden. Wird nur eine Spannung
zwischen einem Segment und der Innenelektrode angelegt, so wird der Scan-
ner nur in eine Richtung (x oder y) bewegt. (d) Aufsicht auf einen Tubepiezo.

Beim Nicht-Kontakt-Modus (Non-Contact Mode) wird der Federbalken mit
Hilfe eines im Spitzenhalter befindlichen Schwingquarzes angeregt. Wird die
Spitze in einem Abstand von 2 nm bis 200 nm so iiber die Oberfléiche gefiihrt,
dass sie die Oberfliche nicht beriihrt, kommt es zu langreichweitigen Wech-
selwirkungen, meist zu van-der-Waals Kriften (ca. 107'* N). Je nach Spit-
zenmaterial konnen es aber auch magnetische oder elektrostatische Kriifte
sein, die die Resonanzfrequenz beeinflussen (sieche Abbildung 3.3 (c)). Van-
der-Waals Krifte sind dadurch charakterisiert, dass es sich um anziehende
Krifte, wihrend im Contact Mode die repulsiven Kriifte wichtig sind.

Durch die relativen Bewegungen der Elektronen gegeniiber dem Kern ent-
steht ein sich zeitlich d#nderndes Dipolmoment in Atomen und Molekiilen,
das bei ihren Nachbaratomen wiederum ein Dipolmoment induzieren kann.
Diese Wechselwirkung, die man van-der-Waals Kraft nennt, fillt bei kleinen
Absténden (r) mit r=%, bei grofieren mit r~7 ab. Da sowohl Spitze und Probe
ausgedehnt sind, miissen alle Krifte zwischen den Atomen aufsummiert wer-
den, so dass sich fiir eine Kugel mit dem Radius R im Abstand r iiber einem
Halbraum ein Potential ergibt, das mit r—! abfillt. Befindet sich die Spit-
ze weit von der Oberfléiche entfehrnt, so schwingt der Federbalken mit seiner
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Abbildung 3.3: (a) Kurve fiir das Potential zwischen Spitze und Probenober-
fliche. (b) Prinzip des Contact Mode. (c) Abhingigkeit der Schwingungs-
amplitude eines Cantilevers von der Frequenz. (d) Prinzip des Non-Contact
Mode

Eigenfrequenz (wg). Nihert man die Spitze der Probe, so iiberlagern sich das
harmonische Potential der Feder und das van-der-Waals Potential, so dass
sich die Schwingungsfrequenz zu kleineren Frequenzen (wy) verschiebt und
die Amplitude geddmpft wird. Wihlt man die Anregungsfrequenz (wy,), so
dass w,, > 0 gilt, fillt mit Verringerung des Abstandes von Spitze und Pro-
ben mit w,, = wy die Amplitude ab. Damit ist sie ein Maf fiir den Abstand
zwischen Probe und Spitze. Die Spitze wird in einem Abstand von ca. 5 nm
iiber die Probe gefiihrt [123-125].

Tapping Mode

Wenn man in normaler Raumluft mit dem AFM arbeitet, bildet sich im-
mer einen Wasserfilm auf der Probenoberfliiche. Damit die Kapillarkraft die
Spitze nicht zu stark beeinflufit, benutzt man beim Tapping Mode steifere
Cantilever. Die Amplitude des Cantilevers kann bis zu 100 nm betragen, so
dass die Spitze immer nur bei den kurzen Schligen auf die Oberfliche mit
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ihr wechselwirkt. Wegen der kurzen Wechselwirkungszeit werden die Lateral-
kriifte stark reduziert [128]. Beim Aufschlagen der Spitze auf die Oberfléche
kommt es durch die Kréfte zu einer Veridinderung der Schwingungsamplitude,
mit einer Phasenverschiebung. So sind Riickschliisse auf die Hshenénderung
des Piezokristalls moglich. Da hier die Kriifte zwischen der Spitze und der
Probenoberfléiche eine grofiere Rolle spielen, machen sich materialspezifische
Wechselwirkungen stérker bemerkbar. Oft lassen sich aus den Phasenver-
schiebungen besser erkennen kann als im normalen Hohenbild [123-125]. In
dieser Arbeit wurden alle Bilder im Tapping Mode erstellt.

3.1.3 Artefakte
Einfluss der Spitzengeometrie

Da die Spitze eines AFM nicht unendlich schmal und scharf ist, ist das ent-
stehende Bild mathematisch gesehen eine Faltung zwischen der Oberfléchen-
topographie und der Spitzengeometrie (Convolution). Auf sehr flachen Sub-
straten konnen beispielsweise scharfe Gegenstéinde die Spitze abbilden. So
ist in AFM-Bildern die Breite R s, von DNA nicht Rpya4 = 2,3 nm sondern
ca. 10 nm, also genauso breit wie der Spitzenradius Ry;, (siehe Abbildung
3.4) [125]. Fiir die Breite der Spitze gilt die Beziehung

W = 4\/RpnaRrsy [128-129]. (3.1)

Im Contact Mode ist die Convolution zusétzlich von der Luftfeuchtigkeit
abhingig [130].

Doppelspitze

Ein weiteres Problem, das durch die Faltung zwischen der Spitze und der
Oberfléiche entstehen kann, sind Mehrfach- oder Doppelspitzen, die beispiels-
weise durch Brechen bei mechanischem Kontakt mit der Oberfliiche oder
durch Auflesen von Molekiilen entstehen kénnen. Beim Abbilden entstehen
dadurch Doppelbilder (siche Abbildung 3.4 (b)) [125].

Adhisionkrifte durch Wasserfilme

Nicht nur auf der Oberfliche der Probe, sondern auch auf der Spitze des Can-
tilevers kann ein Wasserfilm kondensieren. Beim Tapping Mode kostet das
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Abbildung 3.4: (a) Da eine AFM-Spitze eine reale Ausdehnung hat, wird ein
kleines scharfes Objekt verzerrt dargestellt. (b) Eine Doppelspitze kann einen
Gegenstand verfélscht darstellen. (c) Durch elektrostatische Wechselwirkun-
gen kann die Messung von Absténden zur Oberfléiche verfilscht werden.

Durchschlagen des viskosen Wasserfilms durch die Spitze jedes Mal Energie,
was zu einer zusétzlichen Démpfung fithrt. Unterschiede bei den Adhési-
onskriften, z. B. durch unterschiedliche Dicken des Wasserfilms, bewirken
eine Modulation der Schwingungsamplitude, was wiederum die gemessenen
Hohen im AFM beeinflusst. Oberflichen mit groflerer Adhéision sehen in der
Topographie hoher aus. Noort et al. haben beim Abbilden von DNA bei einer
Messung den Set Point immer weiter erhoht und somit die Wechselwirkung
mit der Oberfléiche verringert, was dazu fiihrte, dass eine urspriinglich 1,5 nm
hohe DNA am Ende der Messung wie eine Kerbe im Glimmersubstrat aussah
[131]. Im Contact Mode bewirken grofiere Kriifte, dass abgebildete Molekiile,
wie beispielsweise DNA, kleiner erscheinen. Bei geringen Luftfeuchtigkeiten
kann ein DNA-Molekiil problemlos abgebildet werden. Bei hoheren Luft-
feuchtigkeiten kommt es zu stirkeren Kapillar-Kriften [133], die so stark
werden, dass die DNA beschiidigt oder sogar ”weggeschnippt” werden kann
[130,134]. Die Kraft, die benéstigt wird, um eine Spitze aus einer Fliissigkeit
zu ziehen, kann in drei Phasen eingeteilt werden (siehe Abbildung 3.5). Bei
geringen Luftfeuchtigkeiten (I) existiert nur die van-der-Waals Kraft. FEr-
hoht man die Luftfeuchtigkeit, so kommt man in einen gemischten Bereich
(IT) aus van-der-Waals und Adhésionskraft, bei dem sehr viel mehr Kraft
aufgewendet werden muss um die Spitze von der Probe wegzubewegen. Die
grofie Anderung kommt durch den entstehenden Wassermeniskus zustande,
der bei geringen Luftfeuchtigkeiten nicht existiert, bzw. instabil ist. Bei
sehr hohen Luftfeuchtigkeiten gibt es verschiedene repulsive und attraktive
Krifte. Der Kraftaufwand ist nicht mehr so hoch, um die Spitze aus der
Losung zu ziehen. Die Kraft ist stark von den verwendeten Materialien, dem
Spitzenradius und der verwendeten Losung abhiingig [133,135-136].
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Abbildung 3.5: Abhéngigkeit der Kraft, die benstigt wird um eine Spitze aus
einem Wasserfilm zu ziehen, von der relativen Luftfeuchtigkeit [133].

Elektrostatische Wechselwirkungen

Viele Oberflichen, die mit einem Feuchtigkeitsfilm iiberzogen sind, bilden
endlich ausgedehnte elektrische Doppelschichten (siche Abbildung 3.4 (c)).
Diese konnen sich iiberlappen, wenn zwei Oberfliichen nahe genug angené-
hert werden, was zu einer langreichweitigen elektrostatischen Kraft fiihrt. Bei
Biomolekiilen héngt die gemessene Hohe also auch von den elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen der Spitze und Oberfliche ab. SizNy-Spitzen
sind unter normalen Bedingungen hydrophob, da sich auf der Spitze Kohlen-
wasserstoffe aus der Umgebungsluft ablagern. Theoretisch ist der Oxidfilm
auf der SizgN, Oberfléiche allerdings hydrophil. Experimente haben gezeigt,
dass die gemessene Hohe einer Oberflédche bei einer Messung in einer Fliissig-
keitszelle von dem pH-Wert und der Ionenkonzentration im Puffer abhiingt.
Die Wechselwirkungen zwischen hydrophilen und hydrophoben Oberflichen
wird in Kapitel 3.4.2 genauer beschrieben. Auflerdem variiert die gemessene
Hohe auch stark mit den mechanischen Kriiften, die an den Cantilever ange-
legt werden. Bei positiv geladenen Oberflichen nimmt die gemessene Hohe
mit steigender Elektrolytkonzentration ab, bei negativ geladenen Biomole-
kiilen nimmt sie gering zu [22,126,137].

Verschmutzte AFM-Spitzen

Beim Abbilden von weichen Proben kann es passieren, dass ein im Tapping-
Mode betriebenes AFM die Spitze durch Auflesen von Stoffen von der Ober-
fliiche verunreinigt. Dies kann beispielsweise beim Abbilden von DNA oder
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auch von mit APTES beschichteten Oberfléichen passieren. Durch diese Mo-
lekiile an der Spitze werden die Abbildungen unschérfer, weil die Spitzen
breiter werden oder ihre Oberfliichenchemie verdndern. Diese Verschmut-
zung an der Spitze kann sich mit der Zeit auch wieder 16sen, beispielsweise
indem die Abbildungsrichtung geéndert wird, die Spitze stérker auf die Probe
driickt oder die Spitze ohne Oberflichenkontakt stéirker schwingt.

In Abbildung 3.6 sieht man in der oberen Hiilfte des Bildes ein DNA-Netzwerk,
das durch Auflesen von DNA durch die Spitze in der unteren Hilfte plotz-
lich unscharf und verschwommen erscheint und das Netzwerk als eine glatte
Oberfliiche mit Verschmutzung abbildet. Da dieses Problem héufig auftrat,
waren dichte Netzwerke zwischen den relativ hohen Elektroden schwer zu er-
kennen. Bei Abbildungen von DNA ist dieser Effekt von der Luftfeuchtigkeit
abhiingig. Ab einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60 % kommt es zu einer
verstirkten Wechselwirkung zwischen Spitze und DNA [128].

»
|

hohe Aufldsung

schlechte Aufidsung

Abbildung 3.6: Beim Abbilden von DNA zwischen Elektroden hatte die
AFM-Spitze DNA aufgelesen, weshalb die untere Hilfte des Bildes unscharf
erscheint.

Veridnderung der DNA beim Abbilden

Durch mechanischen Druck, beispielsweise durch die AFM-Spitze beim Ab-
bilden, den Wassermeniskus an der Spitze, Ionen aus der Losung und der
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Wasserfilm auf der Probe, der stark von der Luftfeuchtigkeit abhéngt, kon-
nen DNA-Molekiile auf einem Substrat aggregieren. Dieser Prozess ist stark
von der Luftfeuchtigkeit abhéngig [22]. Auch die restlichen Salze, die sich
noch auf der Oberfléiche befinden, kénnen sich ab bestimmten Luftfeuchtig-

keiten 16sen und rekristallisieren bzw. die DNA auf der Oberfléche verdndern
[132].

3.2 Aufbau der Messapperatur

Fiir die Strom-Spannungskennlinien wurde ein Elektrometerverstirker 6517
A von Keithley Instruments und eine digital steuerbare Spannungsversor-
gung NI 6052E von National Instruments verwendet, die mit einem speziell
dafiir geschriebenen Labview Programm gesteuert wurden. Mit dem Elek-
trometerverstérker konnten Stréme mit einer Genauigkeit von 100 aA (10~1°
A), bei angelegten Spannungen zwischen - 10 bis + 10 V, gemessen werden.

Die Probe wurde in einem Aluminiumgehéuse befestigt, das als Abschirmung
gegen #uflere elektrische Felder und als Kammer fiir definierte Atmosphéren
diente (Bild 3.7). Bei den gemessenen extrem kleinen Stromen reagiert das
System sehr empfindlich auf Stérungen beispielsweise durch kapazitive Effek-
te, Leckstrome oder Feuchtigkeit an den Kabeln, Kontakten und Oberfléchen.
Weiterhin kénnen, beispielsweise durch Druck auf die Leitung, piezoelektri-
sche Effekte entstehen, bei denen Ladungen an den Grenzflichen der unter-
schiedlichen Materialien auftreten. Um diese Schwierigkeiten zu reduzieren,
wurden fiir die Zuleitung zum Elektrometerverstirker spezielle Triaxkabel
von Keithley und entsprechende Stecker verwendet. Innerhalb des Messge-
hiuses wurden lackierte Drihte benutzt, die direkt an die Anschliisse der
Struktur gefiihrt wurden. Dort wurden Drihte und Anschliisse mit Leitsil-
ber kontaktiert, um moglichst kleine Wechselwirkungen mit den Oberfléichen
der Probe bzw. des Probenhalters zu gewihrleisten. Der Probenhalter wurde
auf einem Isolator befestigt damit er keinen Kontakt mit dem Gehéuse hat.
Mit diesem Messaufbau konnten Strome im Bereich von fA reproduzierbar
gemessen werden.

Durch Gaseinlass von auflen konnte im Messgehiiuse eine definierte Atmo-
sphére aus Argon oder aus einem Stickstoff/ Wasserdampfgemisch eingelas-
sen werden. Fiir das Stickstoff/ Wasserdampfgemisch wurde Stickstoff einmal
durch ein Trockensilikat und einmal iiber ein Gefifl mit gesédttigtem Wasser-
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung des Messaufbaus fiir strukturierte
Proben.

dampf in das Messgehiuse geleitet. Beide Zufithrungen konnten getrennt ge-
regelt werden, so dass eine definierte Luftfeuchtigkeit im Gehiuse eingestellt
werden konnte. Die Strom-Spannungsmessungen wurden gestartet nachdem
das Stickstoff/ Wasserdampfgemisch fiir mehrere Minuten stabil war.

3.3 Strukturierung

3.3.1 Photolacke

Fiir die Strukturierung der Proben wurden Photolacke benutzt. Dieses sind
in einem Losungsmittel geloste Polymere, die auf die Substrate mit einer
Lackschleuder bei hohen Drehzahlen aufgeschleudert (Spin Coating) werden.
Anschlieflend wird das Losungsmittel aus dem Lack ausgebacken, so dass sich
eine photoempfindliche Schicht bildet. Durch UV-Strahlung wird eine Ver-
netzung der in einer organischen Matrix eingebetteten Molekiile erreicht, so
dass sich ihre Eigenschaften gegeniiber Losungsmitteln veriindern. In Abbil-
dung 3.8 wird die normierte Resistdicke von Positivlack nach dem Entwickeln
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gegeniiber der Belichtungsdosis dargestellt. Der Punkt Dy ist die Dosis, die
mindestens notig ist, um den Lack vollstéindig zu enfernen. Legt man eine
Tangente durch Dy und eine durch die maximale normierte Resistdicke, so
findet man den Schnittpunkt D;. Mit Dy und D; wird der Resist-Kontrast
durch

y=— (3.2)

B log (%f)

definiert. Da im Resist Absorption stattfindet, kommt nur 30 % bis 40 % der
urspriinglichen Lichtintensitit an der Grenzfliche zwischen Lack und Sub-
strat an. Anschlieflend kommt die Probe in ein Bad mit Entwicklerfliissigkeit,
bei dem die belichteten Bereiche herausgelost werden, wenn man einen Posi-
tivresist als Photolack verwendet. Bei Negativresist werden die unbelichteten
Bereiche beim Entwickeln gelost.
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Abbildung 3.8: Abhingigkeit der entwickelten Resistdicke von der Belich-
tungszeit. Der Schnittpunkt aus den Tangenten der beiden Endpunkte defi-
niert den Punkt D;, aus dem mit dem Punkt Dy der Resist-Kontrast ermittelt
wird.

Im Gegensatz zum Positivresist ist belichteter Negativresist im Entwickler
unloslich. Die so gewonnene Struktur im Lack kann als Schutzschicht (Lack-
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maske) auf einen Funktionsschicht fiir anschlieBende Prozesse wie beispiels-
weise Argonioneniitzen dienen. Alternativ dazu kann eine Funktionsschicht
auf die Lackstruktur aufgebracht werden, die nach dem anschliefenden Ent-
fernen des Lacks an den Stellen auf der Probe stehen bleibt, wo sich kein
Photolack befand (Lift-Off-Prozef}). Fiir Lift-Off-Prozesse wurde ein speziel-
ler Positivlack entwickelt, dessen Flanken im Lack stark abfallen und einen
Unterschnitt haben, um so Verbindungen mit der Funktionsschicht zu verhin-
dern und so das Entfernen des Lackes mit der Schichtstruktur zu erleichtern
[138-139].
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Abbildung 3.9: Unterschiede fiir die Prozessschritte bei unterschiedlichen
Lacken. (a) Positivlack; (b) Negativlack; (c) Lift Off Lack (mit Unterschnitt)
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3.3.2 Belichtung

Die Belichtung des Lacks kann durch Kontaktbelichtung mit einer Maske,
beispielsweise mit einem Parallelbelichter oder Direktschreiben, z. B. mit ei-
nem Laserbelichter oder Raster-Elektronen-Mikroskop (REM), geschehen.
Bei der Kontaktbelichtung wird eine Maske, in dieser Arbeit eine Negativ-
maske (UV-Licht wird an den Stellen durchgelassen, an denen die Funkti-
onsschicht entstehen soll), auf das Substrat mit dem Photolack gelegt und
anschlieBend 1 s lang mit einem Parallelbelichter belichtet. Durch die Off-
nung der Maske kann es zur Fresnelbeugung kommen, weshalb der Struktu-
ritbertrag in den Lack nicht scharf ist. Durch die Lichtstreuung ist die beste
mogliche Auflssung fiir Objekte A, mit der Wellenléinge und der Resistdicke
d, begrenzt auf

A=+d-X=V10"5m-200 - 10-9m = 447nm. (3.3)

Das Spektrum der Quecksilberlampe des Parallelbelichter wird in Abbildung
3.10 (b) dargestellt [139][138].
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Abbildung 3.10: (a) Schematische Darstellung eines Parallelbelichters. (b)
Frequenzspektrum einer Quecksilberlampe.

3.3.3 Beschichtung von Proben

FEine diinne Metallschicht im nm Bereich entsteht auf einer Probe durch Kon-
densation eines Dampfes aus Atomen, Clustern oder Molekiilen, wie beispiels-
weise beim Aufdampfen (siehe Abbildung 3.11 (a)) oder beim Sputtern (siche
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Abbildung 3.11 (b)). Beim Verdampfen erhitzt man das Schichtmaterial in
einer Wendel oder in einer Spule zwischen 500 °C und 3000 °C und erhélt
so einen gerichteten Strahl aus Atomen und Clustern, die auf der Oberfléiche
auftreffen. Durch Auflegen einer Schattenmaske kann man mit diesem gerich-
teten Strahl Kanten erzeugen, die mit einem AFM abbildet werden kénnen.
Die so erzeugten Kanten sind erheblich flacher als strukturierte Kanten.
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Abbildung 3.11: Schematische Darstellung einer (a) Bedampfungsanlage und
einer (b) Sputteranlage.

Beim Sputtern benutzt eine Gleichspannungsgasentladung, um ein Plasma
aus positiv geladenen Argonionen zu erzeugen, welche in einem elektrischen
Feld auf eine Kathode beschleunigt werden, die aus dem gewiinschten Be-
schichtungsmaterial besteht, das so genannte Target. Beim Auftreffen auf der
Targetoberfliiche wird durch eine Kaskade von elastischen Stéflen die Energie
des Tons auf ein Gittervolumen von ca. 1 nm? iibertragen. Dabei erhilt ein
Bruchteil der Targetatome in Richtung Anode eine hohere kinetische Ener-
gie als die Bindungsenergie, so dass sie Oberfléiche verlassen koénnen (siehe
Abbildung 3.11 (b)). Die Atome haben nach StéBen mit dem Argongas eine
Energie, die abhiingig vom Gasdruck, der angelegten Spannung zwischen den
Elektroden und deren Abstand ist und zwischen 5 eV bis 10 eV liegt. Durch
Herausschlagen von Teilchen durch beschleunigte Argonionen aus einem Tar-
get wird beim Sputtern einen ungerichteter, homogener Dampf erzeugt, der
dann auf dem Substrat kondensiert [138].
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Abbildung 3.12: (a) - (d) Verschiedene Spaltgrofien, die bei kiirzeren Ent-
wicklungszeiten immer grofler werden.

Da ein Teilchen aus diesem Dampf eine hohere kinetische Energie hat, als die
Bindungsenergie zum Substrat, bewegt es sich meistens solange auf der Ober-
fliiche bis es mit einem weiteren Dampfteilchen zusammentrifft. Die ersten
Teilchen brauchen fiir die Kondensation Keime, wie beispielsweise Storstellen
und Defekte, an die sie ihre kinetische Energie und die Kondensationsener-
gie abgeben konnen. Bei léingerer Beschichtungsdauer kommt es zu grofle-
ren Inseln, die zusammenwachsen. Die Schichthohen, bei dem geschlossene
Schichten entstehen, sind materialabhéingig.

3.3.4 Herstellung der Metall-Isolator-Metall-Strukturn

In dieser Arbeit wurde Glas mit Aceton, Ethanol und Wasser gereinigt. An-
schlieBend wurde fiir 30 s bei 4000 U/min (1,2 gm Schichtdicke) mit einem
Spincoater (DELTA 10 Spin Coater, Ble-Laboratory Equipment, Miinchen,
D) ein spezieller Lift-Off Lack (AR-P 535, Allresist, Strausberg, D), der eine
Empfindlichkeit von 40 mJ/cm? bis 50 mJ/cm? hat, aufgetragen. Anschlie-
Bend wurde die Probe fiir 30 min bei 95 °C getempert. Nach dem Abkiih-
len wurde eine Maske mit einer negativen Struktur (Tantal/Aluminium Be-
schichtung), die mit einem Laserbelichter (DWL-66 Heidelberg Instruments,
Heidelberg, D) bei sonst identischen Lift-Off Verfahren hergestellt wurde, auf
die Probe gelegt. Nach dem Belichten mit UV-Licht fiir 1 s (350 - 450 nm,
500W /m?; Spektrum siehe Abbildung 3.10 (b)) durch einen Parallelbelich-
ter (8011, Oriel Corporation, USA) wurden die belichteten Stellen in einem
Bad in einer Entwicklerfliissigkeit (AR 300-26, Allresist, Strausberg, D) fiir
30 s bis 45 s herausgelost. Durch die lingeren Entwicklungszeiten konnten
auch Bereiche im Lack entwickelt werden, die durch die Beugung am Steg
der Vorlagenstruktur weniger stark belichtet waren. Alle Strukturen wur-
den nach dem Entwickeln in einem Lichtmikroskop charakterisiert, um die



78 KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

Entwicklungszeiten zu kontrollieren. Die Probe wurde anschliefend in ein
Stopperbad aus destilliertem Wassern gehalten und mit Stickstoff abgebla-
sen. Anschliefend wurde die Probe in eine Sputteranlage (MED 020 Coating
System, BAL-TEC, Balzers, FL) eingeschleust und ein 6 nm bis 10 nm dicker
Platinfilm (ca. 10 s, 75 mA Sputterstrom, 870 V, 3 - 5 x 1072 mbar) auf-
gebracht. Als Elektrodenmaterial wurde Platin verwendet, da es auf dem
Glassubstrat am besten haftet blieb. Auf einen Haftvermittler wurde be-
wusst verzichtet, um die Kontakte moglichst flach und glatt zu halten. Um
den Lack zu entfernen wurde die Probe fiir 4 min mit einer Removerfliissigkeit
(AR 300-70, Allresist, Strausberg, D) in ein Ultraschallbad gestellt, anschlie-
Bend griindlich mit Wasser gespiilt und mit Stickstoff abgeblasen. Die Zeit im
Ultraschallbad wurde so optimiert, dass die iiberbelichteten Strukturen, bei
minimalen Lackresten stehen blieben. Die so hergestellten Strukturen wur-
den mit einem Lichtmikroskop und mit einem AFM begutachtet und hatten
Gapweiten von 20 nm bis 3 pgm (meistens von 300 nm bis 1000 nm). Die
so hergestellten Strukturen waren, im Gegensatz zu Strukturen, die einen
Haftvermittler hatten oder durch Argonionen geéitzt wurden, recht flach, so
dass man auch DNA auf den Elektroden beobachten konnte.
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Abbildung 3.13: (a) Lift Off-Prozess, (b) Schematische Zeichnung und (c)
AFM-Realbild einer Struktur.

Das Design der Strukturen wurde so gewihlt (Abbidung 3.13), dass die An-
schlussflichen weit genug auseinander lagen um mit Leitsilber kontaktiert zu
werden. Die Zungen lagen 20 pm weit auseinander und waren 8 pum breit,
so dass es sicher war, dass der Lack durch belichtet wurde. Auf der Schat-
tenmaske wurde der Steg, der spéter auf der Probe zum Spalt wurde, 2 ym
breit gewihlt. Dies stellt ein Optimum dar, um nachher auf der Probe die
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Struktur nicht kurzzuschlieen und klein genug um durch Uberbelichtung die
Spaltgrofie moglichst klein herzustellen.

3.4 Immobilisierung der DNA

Das Immobilisieren von DNA auf Oberfléichen hat in der Biotechnologie ein
weites Anwendungsfeld und wird beispielsweise fiir Microarrays, Biochips
oder Rastersondenmikroskopie benotigt. Obwohl jede Immobilisierung durch
kovalente Bindungen, elektrostatische Krifte, van-der-Waals Kriifte, hydro-
phobe oder hydrophile Wechselwirkungen geschieht, ist tiber die Wechsel-
wirkung zwischen DNA-Molekiilen und den Oberflichen, bzw. der DNA-
Molekiile untereinander noch sehr wenig bekannt. DNA ist ein hydrophiles
hochgeladenes Molekiil, das die Ordnung der umliegenden Wassermolekiile
stort [45,140]. Hinzu kommt noch, dass dsDNA ein sehr dynamisches Sys-
tem ist, bei dem die Basen gegeneinander schwingen konnen. Durch diese
grofle Komplexitidt der dsDNA hiingt die Immobilisierung von dsDNA von
vielen Faktoren ab, wie beispielsweise Luftfeuchtigkeit, Oberflichenfunktio-
nalisierung, Einwirkzeiten oder DNA-Konzentration. Das fiihrt zu den un-
terschiedlichsten Ergebnissen. Durch die hohe Empfindlichkeit der einzelnen
Arbeitsschritte war es schwierig, einen Prozess zu entwickeln, bei dem die
Ergebnisse reproduzierbar wurden [19,141-142]. Um ein optimales Ergebnis
zu erhalten, muss darauf geachtet werden, dass die Bindungskriifte nicht zu
schwach sind, weil sonst die DNA auf der Oberfléiche denaturieren kann. An-
dererseits diirfen die Wechselwirkungen auch nicht zu stark sein, weil sonst
die DNA aggregieren kann und damit die Struktur der DNA zerstort wird
[126,142].

3.4.1 Substrat

Zur Immobilisierung der DNA wurden zwei verschiedene Substrate verwen-
det. Glimmer ist ein elektrisch isolierendes Schichtsilikat. Er hat eine

Sandwich-Struktur, wobei eingebettete Metallionen die negative Ladung der
Schichtsilikatstruktur neutralisieren. Die verschiedenen Glimmerarten un-
terscheiden sich durch die eingebauten Metallionen. Bei diesen Experimen-
ten wurde Kaliglimmer (Plano, D) verwendet. Kaliglimmer, auch Muskovit
(Moskauer Glas, Katzensilber) genannt, besitzt die chemische Zusammenset-
zung KAl [(OH)2AlSi304]. Die chemische Struktur ist in Bild 3.14 darge-
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stellt. Glimmer ist transparent und sehr gut biegsam. In wissrigen Losungen
ist Glimmer durch die Dissoziation eines Protons von der Hydroxylgruppe
der Oberfliche (R—OH—R—O~+H") negativ geladen und daher hydrophil
[143]. Da Glimmer die erwiéhnte Schichtstruktur besitzt, werden einfach die
oberen Schichten mit Hilfe eines Klebestreifens oder eines Messers entfernt,
um eine saubere Oberfldche zu erhalten. Diese Oberfléiche ist iiber einen Be-
reich von mehreren pym atomar glatt und damit gut geeignet fiir molekulare
Abbildungen mit dem AFM [125,142].
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Abbildung 3.14: Das Hauptstrukturmerkmal des Glimmers sind SiOy4-
Tetraeder, die mit drei ihrer vier Ecken in der zweidimensionalen Ebene
mit anderen SiO4-Tetraeder verbunden ist. Zwischen den negativ gelade-
nen Tetraedern liegen positiv geladene Metallionen, welche elektrostatisch
gebunden sind [143].

Glimmer ist zwar ein sehr flaches Substrat, hat aber den Nachteil, dass die
Schichtstruktur bei bestimmten Prozessen, die beispielsweise bei der Litho-
graphie vorkommen, abbldttern kann. Deshalb wurde bei dieser Arbeit vor
allem mit nicht geschliffenem Glas (8 mm x 8 mm, Menzel-Glédser, Braun-
schweig) gearbeitet. Glas hat die amorphe Struktur einer Fliissigkeit, die
durch eine hohe Viskositit keine Kristallstruktur, amorphe Eigenschaften
und isotrope mechanische Eigenschaften hat [53]. Glas besteht aus Silika-
tanionen, die aus SiO4-Tetraedern aufgebaut sind mit eingelagerten Metall-
kationen. Die Oberflichenchemie von Glas wird in erster Linie durch die
Silanol-Gruppen (Si—OH) bestimmt, weshalb in wissrigen Losungen Glas
auch negativ geladen (—OH— —O~+H™) und hydrophil ist [142-144]. Die
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Glassubstrate wurden nacheinander im Ultraschallbad mit Azeton, Etha-
nol und destilliertem Wasser gereinigt wird und anschlieflend mit Stickstoff
trocken geblasen [145]. Das verwendete Glas hatte eine Rauhigkeit von we-
nigen nm.

Andere Substrate wurden nicht benutzt, da sie sich meist als nicht geeignet
erwiesen. So lag bei Silizium, das eine ca. 500 nm hohe Oxidschicht hatte
und das so strukturiert wurde, dass ein 3 pm Spalt zwischen den Elektroden
entstand, der Widerstand bei normaler Umgebungsfeuchtigkeit zwischen 300
MQ und 500 M. Silizium war schwerer zu trocknen und erheblich rauer
als das verwendete Glas. Siliziumoxid besitzt ebenfalls eine storende Leitfi-
higkeit, die stark durch den Wasserfilm auf der Oberfliiche beeinflusst wird
[146].

3.4.2 Beschreibung und Funktionalisierung von Ober-
flichen

Einfluss von Feuchtigkeit auf Oberflichen

8 oo o
I s i e 94 4

Abbildung 3.15: Bindung der Ionen an die Oberfléiche und das entsprechen-
de Potential: (a) Helmholtz-Modell, (b) Gouy-Chapman-Modell, (c¢) Stern-
Modell.

Geladene Oberflichen ziehen Gegenionen aus der Losung oder der konden-
sierten Feuchtigkeit in der Luft an. Absorbieren Atome und Molekiile auf ei-
ner Oberfléche, dndern sie ihre elektrischen und strukturellen Eigenschaften.
Beschreibt man diese elektrische Doppelschicht durch direkt nebeneinander
liegende Ionen, deren Ladungen sich wie in einem Kondensator gegensei-
tig neutralisieren, so spricht man von einer Helmholtz-Doppelschicht (siehe
Abbildung 3.15 (a)). Erweitert man das Helmholtzbild dadurch, dass die
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Gegenelektronen durch thermische Fluktuation von der Oberfliche wegdif-
fundieren konnen, so entsteht eine ausgedehnte Schicht als Gegenelektrode
(Gouy-Chapman Model, Abbildung 3.15 (a)). Lost man fiir die ausgedehnte
Ionenschicht die Poisson-Boltzmann-Gleichung

0Pv 92T 92 p
- =L 4
0x? + Oy? + 022 €€ (34)

AV

fiir eine flache Oberfliche mit der Ladungsdichte p, und den dielektrischen
Konstanten ¢ fiir die Losung und ¢; fiir das Vakuum, so erhélt man fiir das
Potential ¥ die Losung:

U =Ty-e >p, (3.5)

mit z als Abstand von der Oberfléiche, ¥y (Vo = U(z = 0)) als Oberfléichen-
potential und der Ap Debyelédnge, die durch

eeokgT
An = 3.6
PV 2cpe2 (36)

(kp - Boltzmannkonstante, T - Temperatur, ¢y - Ionenstérke, e - Elementar-
ladung) definiert ist. Die Debyelénge fiir einwertige Ionen bei 25°C ist

Ap = . 3.7
D co L ( )

mol

Mit einer erhohten Salzkonzentration cy [mol/L] fillt die Debyeléinge ab,
da mehr Ionen die geladene Oberfléiche besser abschirmen. Die Debyeléinge
wird auch als molekulare Kapazitit bezeichnet und beschreibt die Dicke der
Molekiilschicht. Fiir Wasser liegt Ap meistens bei wenigen 100 nm und kann
hochstens 680 nm betragen. Die Debye-Lénge in einer wiissrigen 0,1 M NaCl-
Losung bei 25°C ist Ap = 0,96 nm. [142-143,147].

Kombiniert man die Helmholtz-Theorie mit der Gouy-Chapman-Theorie, so
erhélt man die Stern-Theorie. Bei der Theorie von Stern hat man eine innere
Schicht mit immobilen Ionen, die selber von Molekiilen umgeben sind und so
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Abbildung 3.16: Kriifte zwischen einer hydrophilen und einer hydrophoben
Oberfléche, die durch die DLVO-Thorie beschrieben werden, bei verschiede-
nen Ionenkonzentrationen [148].

nicht direkt an die Oberfliche gebunden sind. Da die Oberfléiche nicht voll-
kommen abgeschirmt ist, bildet sich eine ausgedehnte duflere Schicht. In Bild
3.15 erkennt man den Unterschied der einzelnen Modelle und ihrer Potentia-
le [143]. Bei unterschiedlichen Substraten ist das Oberflichenpotential und
die Oberfliichenladung, die sich an den mit einer Losung bedeckten Oberfld-
chen ausbilden, bei der Immobilisierung fiir das unterschiedliche Verhalten
verantwortlich. Die Oberfliichenladung ist abhéingig von der Ionenkonzentra-
tion und dem pH-Wert der Losung [156].

Wechselwirkung zwischen zwei Oberflichen

Die DLVO-Theorie (Derjaguin, Landau, Verwey, Oberbeek) beschreibt die
Wechselwirkung zwischen Objekten in wissrigen Losungen durch van-der-
Waals-Kriifte und Oberflichenladungen, wobei aber entropische Wechselwir-
kungen vernachléssigt werden. Fast alle Biomolekiile tragen positive und
negative Ladungen abhingig vom pH-Wert der Losung. Die Ladungsdich-
te einer Oberfliche in Wasser héngt also von der Dichte der funktionalen
Gruppen, deren pKg und dem pH-Wert der Losung ab. Niahert man zwei
Oberfléichen einander an, so fangen die Molekiilschichten irgendwann an mit-
einander wechselzuwirken. Die Kraft F.; zwischen den beiden Oberfléichen
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fallt exponentiell mit der Distanz der beiden Oberflichen ab. Fiir gerin-
ge Oberflichenpotentiale (¥ < 25 mV) erhilt man fiir die elektrostatische
Kraft pro Einheitsfléiche fiir zwei flache Oberfliichen

20000 Mol — 5=
————=¢ .
€o€e

Foa= (38)
ooy und o, beschreiben die Oberflichenladungen des Substrats und des
Molekiils. Bei sehr kleinen Distanzen kann es passieren, dass durch die Wech-
selwirkung der Oberfléichen die Oberflichenladungsdichte geéindert wird und
die Gleichung (3.8) nicht mehr gilt. Die Lifshitz-Theory beschreibt die van-
der-Waals-Kraft F, 4 durch

Ha
6mz3’
mit der Hamaker Konstante H,, die die Wechselwirkung zwischen zwei Ober-
fliichen durch ein drittes Medium beschreibt. Fiir die DLVO-Theorie werden

die beiden Kriifte aus den Gleichungen (3.8) und (3.9) aufsummiert und man
erhalt:

Foaw = (3.9)

20000 M0~ H,
—— —— e *p —

Fprvo = Fa + Foaw = (3.10)

€0€e 6rad

Uber die Variation des pH-Wertes oder der Ionenkonzentration kann das
Oberflachenpotential eingestellt werden, um die Adsorption von Molekiilen
zu kontrollieren. In Abbildung 3.16 sind Beispiele von einer hydrophoben
und einer hydrophilen Oberfliiche dargestellt. Uber weite Bereiche erkennt
man abstoflende Kriifte, und erst in einem Bereich von ca. 1 nm kommt es
zu einer starken Anziehung zwischen den Oberfléichen [148]. Bei sehr klei-
nen Distanzen beschreibt die DLVO-Theorie nicht mehr die Kréfte zwischen
zwei Oberflichen. DNA ist ein hochgeladenes hydrophiles Molekiil, dessen
Verhalten in der Nihe einer hydrophoben Oberfléiche recht kompliziert ist:
Dieses Molekiil wird an einer hydrophoben Oberfliche nicht ohne weiteres
binden, weil sich beispielsweise durch die Wechselwirkung zwischen den bei-
den Oberflichen eine geordnete molekulare Struktur ausbilden kann. Die
Bindungsenergien zwischen beiden Oberfléichen ist manchmal zu gering, um
das Molekiil an der Diffusion zu hindern [142].
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Adsorption auf Oberflichen
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Abbildung 3.17: Filmdicke D von Wasser (a) und Cyclohexan (b) auf einem
Glimmersubstrat in Abhéngigkeit vom relativen Dampfdruck p/pg [151].

Durch die Kondensation von Wasser auf einer Oberfléiche entsteht dort ein
Wasserfilm, dessen Hohe von der relativen Luftfeuchtigkeit abhingt. Uber
die Kondensation von Wassermolekiilen auf einer Oberfliche bei Raumtem-
peratur ist relativ wenig bekannt. Vermutlich bildet Wasser, bei einer Ad-
sorptionshohe von wenigen Monolagen, durch Wasserstoftbriickenbindungen
molekulare Cluster auf einer Oberfliche, da die Krifte zwischen zwei Mo-
lekiilen grofler sind als die Krifte zwischen Molekiil und Oberfliche. Die
Eigenschaften von Wasser an der Oberfléiche sind deutlich verschieden von
denen im normalen Wasser, was bei elektrochemischen Reaktionen an der
Oberfliche wichtig ist. Existiert zwischen den Wassermolekiilen und der
Oberfléiche nur eine schwache Wechselwirkung, so befindet sich Wasser in
der Niihe der Oberfliche in einem eiséhnlichen Zustand. Adsorbiert Wasser
auf einer Oberfliche, kann es dissoziieren und das Hydroxylion bindet an die
Oberfliiche. An den Oberflichen der Edelmetalle Gold und Platin dissozi-
iert Wasser vollstéindig in zwei Wasserstoffatome und ein Sauerstoffatom, die
an die Oberfliche binden. An einer rauen Oberfliiche kénnen die Wasser-
molekiile, anstatt mit nur einem Oberfliichenatom, wie es bei ideal glatten
Oberfléichen geschieht, mit dem ganzen Molekiilcluster der Oberfliche wech-
selwirken. Diese Molekiilcluster besitzen durch die unbesetzten Bindungs-
stellen eine hohere chemische Aktivitit, weshalb diese Wassermolekiile noch
mehr Wassermolekiile an sie binden konnen [149]. Auf einem Glimmersub-
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strat steigt die Hohe des Wasserfilms erst linear an, um dann ab einer Hohe
von ungefihr 2 Monolagen sprunghaft anzusteigen und am Ende eine Dicke
von ca. 2 nm zu haben (Abbildung 3.17 (a)). Bei hoher Luftfeuchtigkeit ist
der Wasserfilm so hoch, dass schwere Molekiile, wie beispielsweise Goldkii-
gelchen, durch leichten Kraftaufwand auf der Oberfléiche verschoben werden
konnen [132]. Es bildet sich scheinbar kein geschlossener Feuchtigkeitsfilm auf
der Oberfléiche, der keine ausgeprigte Struktur besitzt. Auf einer Glimme-
roberfliche bildet sich ein Monolayer aus Wassermolekiilen, der sich wie eine
eisiihnliche Phase verhiilt. Beim Herabsetzten der relativen Luftfeuchtigkeit
von 90 % auf 20 % bricht der eisdhnliche Zustand des Monolayers auf ei-
ner Glimmeroberfliche immer weiter auf, und es bilden sich Inseln [133,150].
Da das gleiche Verhalten bei verschiedenen Molekiilen (Vergleiche Abbildung
3.17 (a) und (b)) auftritt, ist die Adsorption auf Glimmeroberflichen vermut-
lich eine nichtspezifische Wechselwirkung, d.h. bei kleinen Filmhohen sind
die Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen die nicht dominanten Kréfte
[151-152].

Fo c ,.// c ,f’__(__ T
5 s L S /
a el b B 7
o g - gl /
o O
g 7 Linear <t //FFeuFWdllCh <| / Langmuir
// // ..r'
@ ) | 5]
PP, PPy PIP,
— - /’ rd
-~ P Vi
é // g o 5 ;'/
o f = il 1@ 7
2 / g b= 2 /’
2 / sigmoid < — e £ 7 BET
/ P
o (d) / el s [f)
PP, P/P, PP,

Abbildung 3.18: Verschiedene Modelle fiir Absorption auf einer Oberfléiche
[143].

Abhéingig von den physikalischen und chemischen Bedingungen findet man
unterschiedliches Adsorptionsverhalten bei Molekiilen und Oberfléichen. In
Abbildung 3.18 werden verschiedene Beispiele fiir Modelle der Adsorption auf
Oberfléichen dargestellt. Fiir die Graphen in Abbildung 3.17 fiir eine Glim-
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meroberfliche trifft am besten das BET Modell (Brunauer, Emmett, Teller)
zu. Die BET-Theorie ist eine Weiterentwicklung der Langmuir-Theorie, bei
der die Molekiile aus der Luft so lange an eine feste Anzahl von Adsorptions-
stellen binden konnen, bis sich ein Gleichgewicht zwischen Adsorption und
Desorption einstellt. Die Langmuir-Theorie beschreibt die Adsorption nur,
bis maximal eine Monolage entstanden ist. Bei der BET-Theorie bildet sich
eine Grundschicht aus kugelférmigen Partikeln auf dem Substrat, auf dem
dann einzelne Schichten folgen, die die Eigenschaft einer Fliissigkeit haben
und deren Wechselwirkung mit der darunter liegenden Schicht nicht so stark
ist, wie die der Grundschicht mit dem Substrat. Das BET-Modell beschreibt
Physisorption [135,143,147,153].

Kontaktwinkel

Molekiile in einer Fliissigkeit wechselwirken u. a. durch van-der-Waals Kriifte
mit ihren Nachbaratomen. Da an den Grenzfliche zu anderen Stoffen keine
ausgeglichenen Wechselwirkungen in alle Richtungen bestehen, kommt es zu
einer Nettokraft, der sogenannten Oberflichenspannung. Bringt man einen
Tropfen auf einen Festkorper, so zerflieBt der Tropfen sofort und benetzt
die Oberfliche, oder der Tropfen bleibt auf der Oberfliche haften. Dort wo
die drei Phasen Kontakt haben, bildet der Tropfen einen Winkel zwischen
Festkorper und Fliissigkeit. Dieser Kontaktwinkel kann mit den Grenzfla-
chenspannungen v;, vg, 7z, der einzelnen Phasen durch Youngs Gleichung

YL o8O =75 — sy, (3.11)

beschrieben werden.

Auf einer realen Oberfliche kommt es beim Verschieben der Tropfengrenz-
fliiche zur Kontaktwinkelhysterese, bei dem der Kontaktwinkel eines grofler
werdenden Tropfens 5 bis 20° grofler ist als der eines Tropfens, der eintrock-
net. Griinde hierfiir sind beispielsweise mikroskopische Rauigkeiten oder che-
misch heterogene Oberflichen. So sind raue Oberflichen hydrophober als
glatte Oberfliichen des gleichen Materials. Neben dem oben beschriebenen
makroskopischen Kontaktwinkel gibt es noch einen mikroskopischen (Bild
3.19 (b) und (c)). Diese mikroskopische Anderung der Oberfliche kommt
beispielsweise durch van-der-Waals-Kriifte oder Krifte, die durch die elek-
trostatischen Doppelschichten entstehen. Ob der Tropfen dadurch grofler
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i [

Abbildung 3.19: (a) Kontaktwinkel am Drei-Phasen-Punkt. Mikroskopische
Darstellung des Kontaktwinkels fiir eine (b) repulsive und eine (c) attraktive
Kraft zwischen der fliissigen und der festen Phase. (d) Beim Eintrockenen
eines Tropfens entsteht ein schmaler Feuchtigkeitsfilm, der sich hinter dem
verschobenen Meniskus bildet.

oder kleiner wird héingt von den Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen
innerhalb der Losung und ihrer Wechselwirkung mit der Oberfléiche ab. Am
Drei-Phasen-Kontaktpunkt kann man mit Hilfe der Oberflichenspannung ~
und der Breite der Fliissigkeitshaut 6 durch

N=P-§ (3.12)

den Druck P bestimmen, der an der Oberfléiche angreift. Bei einer Oberfl4-
chenspannung von v = 0,072 Nm~! und einer Wasserhautbreite von § = 10
nm ergibt sich ein Druck von 72 x 10° Pa.

Ein Tropfen, der iiber die Oberfliche zieht, kann in drei Regionen aufge-
teilt werden (Bild 3.19 (d)). Region I ist die Bulkfliissigkeit, die durch die
Grenzfliche mit dem Winkel begrenzt wird und deren Bewegung durch die
klassische Hydrodynamik beschrieben werden kann. Die entstehende Rei-
bungswirme wird durch die Fliissigkeit abgeleitet. Region II ist der Pre-
cursor Film, der hinter der Bulkfliissigkeit hinterhergezogen wird und dessen
Dicke (< 0,1 pm) durch die Oberfléichenkriifte bestimmt wird. Die Bewegung
des Precusor Films wird beschrieben durch den abfallenden Druck innerhalb
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des Films. Region III ist der Bereich vor dem Precursor Film, der statisch
durch die Molekiile, die adsorbieren oder verdampfen konnen, beschrieben
wird [143].

3- Aminopropyltriethoxysilan

© Kohlenstoff
@ © Stickstoff
o ‘Wassersfoff
mﬂ © Souerstoff
Siliziumm

J-Aminopropyitiethoxysilan

Cberflache

Abbildung 3.20: Chemische Struktur von 3-Aminopropyltriethoxysilan, (a)
das durch eine Reaktion mit einer Hydroxy-Gruppe der Oberfléche (b) kova-
lent an die Oberfliche bindet.

Die Oberflichen der Substrate wurden entweder nur gereinigt oder anschlie-
Bend noch zusiitzlich funktionalisiert. Um Oberflichen zu funktionalisieren
kann man Silane aufbringen, deren Kopfgruppe die chemischen Eigenschaf-
ten bestimmen. Die Silane reagieren mit den Silanol-Gruppen und binden
kovalent an die Oberfléiche (siehe Abbildung 3.20 (a)). Die kleinste Distanz
zwischen den aktiven Silanol-Gruppen ist 6 - 7 A. In dieser Arbeit wurde
3-Aminopropyltrithoxysilan ((CoH;0)3SiC3HgNHy; APTES, Sigma, Deisen-
hofen, D) benutzt, um die Oberfléiche durch Protonierung der Aminogruppe
durch die Gleichgewichtsreaktion

JR—]\TEIQ—FI'I?,()JF\:\PL—]V,E[;r

positiv zu laden. Fiir die Reaktion ist die Anwesenheit von Wasser notwendig
[142,154]. In Abbildung 3.22 sieht man verschiedene Moglichkeiten, wie sich



90 KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

APTES auf einer Oberfléiche verhalten kann. Die Strukturen entstehen durch
Wasserstoftbindungen zwischen den Aminogrupppen untereinander bzw. mit
den Silanolgruppen [154]. Fiir die Sdurekonstante Kg gilt im Gleichgewicht,
mit den entsprechenden molaren Konzentrationen, die mit den eckigen Klam-
mern beschrieben werden:

NH,| |H0
Kg = L[JFQ] (3.13)
[NH; ]
Logarithmiert man beide Seiten, so erhilt man
[N H,]
—lg Ks = —1g[H,0] —Ig (3.14)
[VH;]
[N H,]
pKs =pH — g : (3.15)
[NH,]

Der Kg fiir APTES liegt bei ca. 10,6 [156]. Fiir die Konzentrationen der
geladenen und ungeladenen Molekiile auf der Oberfliche erhilt man dann
die Beziehungen:

ungeladen geladenen

pH ~ pKs [NH,] ~ [NHj]
pH < pKs [NHy] < [NH3]
pH > pKs [NHy] > [NH3]

Wegen der dichten Packung der alipatischen Aminogruppen des APTES wird
dessen pKg erniedrigt, so dass auch bei neutralen pH die Oberfléiche positiv
geladen bleibt. Dadurch ist die Immobilisierung von DNA auf dem mit
APTES funktionalisierten Glimmer relativ unabhéingig vom Puffer in dem
sich die DNA befindet [141-144,155].

Es gibt verschiedene Wege 3-Aminopropyltrithoxysilan auf die Oberfliche
aufzubringen. Eine Moglichkeit ist beispielsweise die Oberfléiche fiir einige
Minuten in eine 2 %ige APTES/ Toluol-Losung einzutauchen und dann mit
Toluol spiilen. Da die so funktionalisierten Oberfléichen deutlich rauer waren,
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Abbildung 3.21: (a) Glimmer kurz nach dem Silanisieren. (b) Der gleiche
Glimmer nach 4 Tagen. Es bilden sich deutlich Doménen auf der Oberfléiche
aus.

wurde das 3-Aminopropyltrithoxysilan in dieser Arbeit aus einer Gasphase
abgeschieden [145]. Dafiir wurde ein Uhrglas mit 3-Aminopropyltrithoxysilan
in einen Exsikkator gestellt und ca. 5 cm dariiber die Proben in ein Uhr-
glas gelegt. Dann wurde der Exsikkator bis ca. 10 mbar abgepumpt, so
dass der Druck nicht in den Bereich des zwei-Phasen-Gebietes kommen und
es zu Nebelbildung kommen konnte, welcher die Probe rauer gemacht hitte
(siche Abbildung 3.21). Nachdem die Proben zwischen 5 min und 30 min
bedampft wurden, wurde der Exsikkator ziigig beliiftet und die Proben ent-
nommen. Auf Glas und Glimmer veréinderte das 3-Aminopropyltrithoxysilan
seine Figenschaften mit der Zeit und war nach 1 bis 48 Stunden, je nach Luft-
feuchtigkeit, zu alt, um verléisslich mit den Proben arbeiten zu kénnen.

Abbildung 3.22 zeigt verschiedene Moglichkeiten wie ein APTES-Molekiil
auf einer Oberfliche gebunden werden kann. Dabei wurde vernachlissigt,
dass auch fehlende Ethoxy-Gruppen miteinander in Wechselwirkung treten
konnen [157]. Die Wasserstoffbriicken zwischen den Aminogruppen und den
Silanolgruppen konnen auf der Oberfliiche Gruppen bilden, an deren Ober-
flsiche sich noch aktive Aminogruppen befinden. Mit einem Wasserfilm bildet
der APTES-Film eine innere unregelmiflige Struktur aus. In Anwesenheit
eines Wasserfilms auf der Oberfliche werden die Ethoxy-Gruppen reakti-
onsfreudiger und Siloxan-Bindungen konnen entstehen [157]. Da in einem
unregelméBigen Film mehr Wasserstoffbindungen zur Verfiigung stehen kon-
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Abbildung 3.22: Verschiedene Moglichkeiten, wie sich ein APTES-Molekiil
auf einer Oberfléiche verhalten kann [154][157].

nen, nimmt mit der Rauhigkeit der APTES-Oberfléiche die Anzahl der frei-
en Wasserstoffbindungsmoglichkeiten zu und somit die Bindungsstirke der
funktionalisierten Oberfléiche. Bei einer glatten Oberfliche, bei der alle Sila-
nolgruppen besetzt sind, sind keine Wasserstoffbindungen moglich [154,157].
Bei Glimmer konnte man in AFM Bildern erkennen, dass sich mit der Zeit
die Silanolgruppen verdndern konnten und so Doménen ausbildeten (siehe
Abbildung 3.20). Wasser ist also wichtig, um APTES auf einer Oberfliche
zu binden, zuviel Wasser kann allerdings die innere Struktur des APTES
zerstoren, weshalb derart funktionalisierte Oberflichen schwer zu handha-
ben sind. DNA wird durch APTES auf einer Oberfléiche so stark fixiert, dass
sie auch nach Monaten dort zu finden ist. Versuche mit anderen Silanen, wie
beispielsweise OTS (Octadecyltrichlorsilan) [158] waren nicht erfolgreich.

Oberflichen von Edelmetallen

Uber die Wechselwirkung von DNA mit Edelmetallen ist relativ wenig be-
kannt. Es ist nicht verstanden, wie DNA an Edelmetalloberfliichen wie bei-
spielsweise Gold oder Platin bindet [160]. Dies kann beispielsweise durch
kovalente Bindungen oder durch Spiegelladungen geschehen. Vor allem die
Rolle der Wassermolekiile auf der Oberfliche der Edelmetalle bei der Bin-
dung der DNA ist unklar. Auch unter den Basen gibt es Unterschiede bei
der Bindungsaffinitéit an die Edelmetalloberflichen. Allerdings gibt es un-
terschiedliche Ergebnisse. So finden Petrovykh et al. [45], dass Adenin mit
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Abstand am stérksten an Oberfléichen bindet, wihrend Thymin recht schwach
bindet. Fiir die Reihenfolge der Bindungsaffinitit der Basen an eine Gold-
oberfléiche gilt A>C>G>T. Im Gegensatz dazu finden Demers et al. [160]
fiir die Bindungsstérke an einer Goldoberfléiche die Reihenfolge G>A>C>T.

Verunreinigung der Oberfliche an der Umgebungsluft

Setzt man ein Substrat der normalen Umgebungsluft aus, so bildet sich ein
Wasserfilm an der Oberfliche, der bei Glimmer ca. 0,5 nm hoch ist. Au-
Berdem kondensieren Kohlenwasserstoffe aus der Umgebung an der Oberflé-
che der Probe. Diese Kohlenwasserstoffe befinden sich auch dann auf der
Oberfliche, wenn man die Oberfliche nach dem Reinigen mit destilliertem
Wasser schiitzt. Kohlenwasserstoffe machen Oberfléichen, wie beispielsweise
Glimmer, Glas oder Silizium, hydrophob. Diese Verunreinigungen kann man
durch ein Sauerstoffplasma (30 s bei 10~! mbar) oder UV-Licht von der Ober-
fliche entfernen, wodurch die Oberfliche wieder hydrophil wird [142,159].
Die Oxidation von Oberflichen war vor allem in den warmen Monaten mit
Luftfeuchtigkeiten iiber 45 % wichtig. Lag die Luftfeuchtigkeit darunter,
konnte auf diesen Schritt verzichtet werden. Das ist insofern ein interessan-
tes Ergebniss, da Glimmer immer frisch abgezogen wurde, um so eine saubere
Oberfléiche zu gewihrleisten und die Umgebungseinfliisse nur kurz mit der
Oberfliiche wechselwirken konnten. Da die Temperatur im Labor durch eine
Klimaanlage iiber das Jahr relativ konstant war, konnten Temperatureinfliis-
se bei der Immobilisierung ausgeschlossen werden. Bei den Schadstoffen in
der Luft konnte nur ein Anstieg der Kohlenmonoxidkonzentration in Abhén-
gigkeit von der Jahreszeit gefunden werden. Um mogliche Einfliisse auf die
Immobilisierung zu untersuchen wurde eine Probe vor, nach oder wihrend
der Inkubation einer gesittigten Kohlenmonoxid-Atmosphire ausgesetzt, was
aber keine besonderen Ergebnisse zeigte [161].

3.4.3 Puffer

Die richtige Wahl des Puffers ist wichtig, da einerseits pH-Wert und Ionen-
stirke einer Losung so bestimmt sein sollte, dass die chemische und biolo-
gische Stabilitit und Struktur der DNA in der Losung erhalten bleibt, an-
dererseits hat der Puffer Einfluss bei der Immobilisierung der DNA auf eine
Oberflache. So konnen DNA-Stringe bei hoher Konzentration der Ionen zu
einem groflen DNA-Kristall aggregieren. Der pH-Wert hat einen Einfluss auf
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die Bindungsstéirke der DNA an die Oberfliiche. Bei niedrigen pH-Werten
kann die DNA durch die starken Meniskuskrifte beim Molecular Combing
dehydrieren.

In dieser Arbeit wurden folgende Pufferlssungen benutzt: 10 mM Tris/ HCI
(pH 8,0), 10 mM EDTA; 10 mM HCI Tris (pH 6,6 bis 9,05); 10 mM Tris (10
bis 100 mM NaCl); und 10 mM Tris (2mM bis 5 mM CaCl,).

3.4.4 Immobilisierungstechniken

Molecular Combing

Abbildung 3.23: Einzelne DNA-Striinge, die in einer Losung verteilt sind,
beriihren das Substrat und bleiben haften. Durch das Verdunsten der Lésung
zieht sich die Tropfenhaut zuriick und zieht die haftende DNA gerade.

DNA-Strénge wurden iiber die Struktur gestreckt, indem man 0,3 ul der \-
DNA Stammlsung (ca. 500 pug/ml, Promega, USA) eintrocknen lies. Die
Oberflichenspannung an der Tropfenhaut zieht die DNA-Molekiile, die sich
mit einem ihrer Segmente mit der Probenoberfléiche verbunden haben, beim
Eintrocken des Tropfen gerade (siche Abbildung 3.23) [145,162]. Die Ge-
schwindigkeit, mit der ein Tropfen verdunstet, hiingt von der Oberflichen-
spannung der Losung, der relativen Luftfeuchtigkeit, der Oberflichenrauhig-
keit und der Viskositéit der Losung ab. Das Strecken eines DNA-Stranges
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bedeutet Energieaufwand, da durch das Strecken der DNA, wie in Kapitel
2.1.2 besprochen, die Entropie des Systems abnimmt. Die Kriifte, die notig
sind, um die hydrodynamischen und die entropischen Krifte zu iiberwinden,
sind kleiner 10 pN. Bei einem zuriickziehenden Meniskus entstehen Kriifte
zwischen 100 pN und 400 pN, was bedeutet, dass die DNA iiberstreckt wird
und von der B-Konformation die S-Konformation iibergeht. Wie stark die
DNA gestreckt wird, héngt stark von den Oberflichenkriiften ab. Auf ei-
ner hydrophoben Oberfliche wird die DNA erheblich stérker, bis zu 138 %,
gestreckt als auf einer hydrophilen Oberfliiche. Da Molecular Combing ein
lokaler Prozess ist, ist die Streckung der DNA umso geringer, je stéirker die
Bindung an die Oberfléche ist [163]. Wie stark die DNA an die Oberfléiche
bindet hiingt auch stark vom pH-Wert der Lésung ab, da die Aminogruppen
des APTES entsprechend protoniert werden. Wird der pH-Wert allerdings zu
niedrig, kann die DNA durch die Krifte des sich zuriickziehenden Meniskus
denaturieren.

Inkubieren

Beim Inkubieren wird die Probe auf einen Gummiring in einer mit Fliissig-
keit gefiillten Schale gelegt und dann mit geschlossenem Deckel fiir 5 min
bis 10 min stehen gelassen. Da in dem Gefifl die Luftfeuchtigkeit gesiit-
tigt ist, kann der Tropfen nicht verdunsten, weshalb nur ein Teil der DNA an
die Oberfléche binden kann, die in der Einwirkzeit mit der Oberfléiche ausrei-
chend wechselwirken kann. Der Rest wird mit destilliertem Wasser abgespiilt,
anschliefend wird die Probe mit Stickstoff trockengeblasen. Die Streckung
der DNA entsteht hier durch die Konzentration der Ionen in der Pufferls-
sung, die sich am Riickgrat der DNA anlagerten und ist erheblich geringer als
beim Molecular Combing. Auch die Hohe der DNA war beim Immobilisie-
ren durch Inkubieren deutlich hsher als beim Molecular Combing, was aber
auch stark von den Umgebungseinfliissen abhing. In Abbildung 3.24 sind
Abblidungen von DNA, die durch die Inkubationstechnik auf der Oberfléiche
immobilisiert wurden, dargestellt.

Strecken der DNA im elektrischen Feld

Durch die die DNA umgebende polarisierbare Gegenionenwolke wird in ei-
nem elektrischen Feld ein Dipolmoment induziert, durch das sie in einem
inhomogenen Feld gestreckt und bewegt werden kann. Um DNA im inho-
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200 nm

Abbildung 3.24: Beispiele fiir immobilisierte DNA auf einer Glimmeroberfl&-
che.

mogenen Feld zwischen zwei nicht geraden Elektroden zu strecken und zu
positionieren wird Wechselstrom benutzt, um moglichst keine elektrochemi-
schen Reaktionen an den Elektroden zu haben. Dort, wo die Elektroden
ihre grofften Kriimmungen haben, findet man nach der Immobilisierung die
groften Konzentrationen von DNA [48,164].

In dieser Arbeit wurde auch versucht, DNA aus einer Stamm-Losung (0,5
mg/ml), die mit Wasser 1:200 und 1:2000 verdiinnt wurde und als Tropfen auf
die Probe gebracht wurde, an Strukturen, die durch ihre Form inhomogene
Felder bei einer Wechselspannung zwischen den Elektroden von 2 V und 1
MHz erzeugten und Spaltgréflen von 1 pm bis 3 pm hatten, zu strecken. Es
zeigt sich, dass diese Methode DN A-Molekiile iiber Elektroden zu strecken fiir
eine grofie Anzahl von Molekiilen gut funktionieren kann [48,164], allerdings
bei einzelnen Molekiilen, durch die starken Wechselwirkungen zwischen den
DNA-Molekiilen und den Oberflichen, keine praktischen Vorteile hatte.

Strecken in Mikrofluidikkanéilen

Erzeugt man eine Stromung in einer DNA-Losung, wird die DNA beim Im-
mobilisieren auf der Oberfléiche gestreckt [165-167]. Mit Hilfe von Photolitho-
graphie und anschlieBendem nasschemischem Atzen konnen dreidimensionale
Strukturen in einen Siliziumwafer iibertragen werden. Auf die so hergestell-
ten Strukturen konnte ein fliissiges Polymer (PDMS - Polydimethylsilan)
gegossen und ausgehirtet werden. Nach dem Abziehen des Siliziumwafers
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(a) (b)

Abbildung 3.25: (a) - (e) Arbeitsschritte zur Herstellung von Mikrofluidik-
kandlen [168] . (f) In einem Mikrofluidikkanal gestreckte DNA auf Glimmer.

befanden sich Strukturen, wie beispielsweise Kanile mit Breiten zwischen
50 pm und 200 pm, im PDMS. Diese Kanile konnten mit einem Skalpell
herausgeschnitten werden und anschlieSend auf ein Glassubstrat, mit oder
ohne Struktur, gepresst werden. Nachdem zwei Locher als Reservoir in das
Polymer gestanzt wurden, konnte eine Losung mit DNA in eines der Locher
gefiillt werden, wodurch eine Stromung durch den hydrostatischen Druck im
Kanal entstand [166]. DNA-Striinge, die sich nahe genug an der Oberfléche
befanden, wurden dort gebunden und durch die Stromung gestreckt. DNA,
die so auf einer Oberfliche fixiert wurde, hatte die gleiche Hohe wie DNA-
Stringe, die durch Molecular Combing auf einer Oberfliche befestigt wurden.
Weitere Nachteile dieser Art der Immobilisierung waren, dass sich immer sehr
viele Verunreinigungen auf den Proben befanden und dass, wenn das PDMS
iiber eine lithografisch hergestellte Struktur gelegt wurde, beim Abziehen das
PDMS die Elektroden aus Platin mit abziehen konnte.

Immobilisieren durch positiv geladene Ionen

Wenn sich zwischen einer negativ geladenen DNA und einer negativ gelade-
nen Oberfliche positiv geladene Molekiile, wie beispielsweise Mg?* oder Ca™
befinden, so kann DNA auf der Oberfléiche durch elektrostatische Wechselwir-
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Abbildung 3.26: (a) Durch eine hohe Magnesium-Konzentration kénnen
DNA-Striange aggregieren. (b) Verhiltnis der Anzahl der immobilisierten
DNA-Molekiile auf einer 1 cm? grofien Fléiche (nr) und der Anzahl der DNA-
Molekiile in einem 1 cm® Volumen (ng), bzw. die Anzahl der immobilisierten
DNA-Molekiile auf einer 4 x 4 pum? grofien Fliche, in Abhiingigkeit von der
Zeit [169].

kungen gebunden werden. Ein Tropfen einer 2 mM CaClsy-Losung (MgCls)
mit den positiven Ionen wird auf ein gereinigtes Substrat aufgebracht. An-
schliefend wird ein Tropfen mit einer DNA-Stammlosung auf die Oberfléiche
gebracht und anschlieflend ebenfalls abgespiilt [22,128]. Die so gebundenen
DNA-Molekiile sind allerdings nicht iiber lingere Zeit stabil. Ein weiteres
Problem ist, dass die DNA, wenn sich noch zu viele positive Ionen auf der
Oberfléiche befinden, weniger stark abstoflen und die Stringe kondensieren
konnen (siehe Abbildung 3.26(a)). Eine alternative Moglichkeit ist, die posi-
tiven Ionen mit der Losung, in der sich die DNA befindet, mit aufzubringen
[126,156]. Bei dieser Technik diffundiert die DNA aus der Losung in Rich-
tung der Oberfléche. Fiir die Anzahl der auf der Oberfléiche immobilisierten
DNA-Molekiile pro Einheitsfliche nry kann mit Hilfe der Molekiildichte ng
die Abhingigkeit von der Zeit t durch

np
LoVt 1
p (3.16)

beschrieben werden (Abbildung 3.26(b)) [169-170]. Veréndert man die Kon-
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zentration so finden Rivetti et al. [169] einen linearen Zusammenhag mit
den immobilisierten DNA-Molekiilen, allerdings nur bis zu einem bestimm-
ten Grad der Sittigung auf der Oberfléiche.
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Kapitel 4

Resultate und Diskussion

A-DNA, Poly (dG-dC) dsDNA und Poly (dT-dA) dsDNA wurden iiber Gap-
strukturen von 20 nm bis 3000 nm gespannt. Durch Einstellen des pH-Wertes
der Pufferlosung, der DNA-Konzentration in der Losung, der Oberfléichen-
chemie, der relativen Luftfeuchtigkeit und beim Inkubieren der Einwirkzeit
kann man die Anzahl der immobilisierten DNA-Molekiile auf einer Oberfli-
che kontrollieren. Es ist so moglich einzelne, mehrere oder ganze Netzwerke
von DNA-Molekiilen zwischen die Elektroden zu spannen. Bei den anschlie-
Benden Strom-Spannungsmessungen in normaler Umgebungsluft wurden Wi-
derstéinde im Bereich von T2 gefunden. Fiihrte man danach eine Messung
in einer trockenen Argonatmosphére durch, so stieg der Widerstand so stark
an, dass kein Strom mehr messbar war.

4.1 Immobilisierung von DNA auf Oberfla-
chen

4.1.1 Immobilisierung auf Glas und Glimmer

Um das Verhalten von DNA auf Oberflichen zu untersuchen, wurde DNA
zuerst auf mit APTES funktionalisierten Oberfliichen durch Inkubieren oder
Molecular Combing aufgebracht. Beim Molecular Combing entstanden dabei
verschiedene Zonen, in denen die DNA mit unterschiedlichen Dichten auf dem
Substrat haften blieb. So befand sich am #ufleren Rand des urspriinglichen
Tropfens einer DNA-Losung (0,25 g DNA/ ml) gestreckte DNA. Im mittle-
ren Teil verdichtete sich die DNA auf dem Substrat zu einem Netzwerk oder

101
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Abbildung 4.1: DNA verhiilt sich beim Molecular Combing bei verschiedenen
Abstidnden vom Mittelpunkt des Tropfens unterschiedlich. Die Punkte zeigen
den ungefihren Ort der Aufnahme in Relation zum urspriinglichen Tropfen.
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zu aggregierter DNA, da ihre Konzentration dort beim Eintrocknen zunahm.
In der letzten Zone blieb nach dem Austrocknen die restliche DNA liegen,
von der ein Teil weggespiilt wurde. Je nach Umgebungsbedingungen konnten
sich in dieser letzten Zone Biindel, Netzwerke oder glatte DNA-Schichten bil-
den (siehe Abbildung 4.1). Die Konzentration innerhalb des Tropfens wurde
als konstant angenommen [171].

Umgebungsbedingungen wie beispielsweise die Ionenstirke konnten das Ver-
halten der DNA beim Immobilisieren beeinflussen. In Abbildung 4.2 sind
einige Beispiele dargestellt, die nicht oder kaum reproduzierbar waren. Ein
Grund fiir dieses Verhalten war beispielsweise, dass die DNA-Molekiile Ionen
konnten und es fiir die Molekiile giinstiger war, zu aggregieren als mit der
Oberfléiche in Wechselwirkung zu treten, da so die effektive Kontaktoberfld-
che mit einer geladenen Oberfliche geringer war [156]. Aggregation konnte
auch durch lokale elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der Tropfen-
wand, der geladenen Oberfliche und der DNA entstehen. Diese speziellen
Aggregationserscheinungen waren nicht reproduzierbar. In Abbildung 4.1 (g)
und (h) erkennt man aggregierte DNA, die Netzwerke mit und ohne Lécher
gebildet hatten, welche sich durch hohe DNA Konzentrationen bilden konn-
ten. Chiorcea et al. [172] fanden das gleiche Verhalten von DNA auf einem
HOPG-Substrat (Highly Oriented Pyrolytic Graphite) mit einer Hohe von ca.
1 nm. Es wurden verschiedene Puffer (TRIS+NaCl oder EDTA+TRIS, bei
verschiedenen Molaritéten) getestet, die aber bei der Immobilisierung wenig
bzw. keinen Einfluss auf die DNA hatten, aufler dass die DN A-Molekiile nicht
so leicht aggregieren konnten [156]. Weitere Umweltbedingungen, die variiert
wurden, waren die Temperatur und die Atmosphére (Stickstoff, Argon, Koh-
lenmonoxid, Kohlendioxid, bestimmte Luftfeuchtigkeiten) beim Eintrocknen.

Um reproduzierbar arbeiten zu konnen, mussten die in Kapitel 3.4 beschrie-
benen Schritte zeitlich genau eingehalten werden. Abhéngig von der Warte-
zeit nach dem Silanisieren, wurde entsprechend mehr DNA auf der Oberfléiche
gebunden, bis schliefllich die Oberfiche mit einer homogenen DNA-Schicht
bedeckt war (siehe Abbildung 4.3). Der Zeitraum bis zum Erreichen dieses
Zustands hing stark von der Luftfeuchtigkeit ab. So konnte man im Winter
bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von ca. 30 % die Proben bis zu 48 Stun-
den lagern, im Sommer bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 % und
mehr keine Stunde. Die Abhéngigkeit von der Zeit nach dem Funktionali-
sieren ist stirker als die Abhingigkeit von der DNA Konzentration in der
Fliissigkeit oder der Einwirkzeit auf der Probe. Dies steht im klaren Ge-
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Abbildung 4.2: Verschiedene Moglichkeiten der DNA auf dem Substrat zu
haften. Bei den Bildern wurde die DNA nur mit destilliertem Wasser ver-
diinnt.
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gensatz zu der Theorie der Diffusion von DNA-Molekiilen in Richtung der
Oberfliche, wie sie in Kapitel 3.4.4 fiir die Immobilisierung durch Ionen be-
schrieben wird [169]. Dies kann vermutlich dadurch erklért werden, dass bei
hoheren Luftfeuchtigkeiten mehr freie H3O"-Ionen vorhanden waren, welche
die innere Struktur der APTES-Oberfléiche schneller aufrauen konnten und
es so zu einer stérkeren Bindung der DNA an die Oberfliche kam [154]. In
einer Argonatmosphire kann mit APTES beschichteter Glimmer léinger gela-
gert werden. Die Temperatur der DNA-Losung spielte beim Immobilisieren
zwischen 0°C und 40°C keine Rolle. Die topographische Hohe von immo-
bilisierter DNA ist auf Dauer nicht stabil und kann sich nach einem Monat
um die Hélfte verringern (vergleiche Abbildung 4.3 (a) und (b)). Es hat sich
gezeigt, dass Immobilisieren von DNA durch Inkubation verldsslicher ist als
Molecular Combing, da die DNA auf der Oberfliche 3 bis 4 mal hoher war
und es weniger starke Kondensationserscheinungen gibt.

Bei der Immobilisierung lag die gemessene Hohe der DNA, die immer deut-
lich unter 2,3 nm. Dafiir gibt es verschiedene Erklérungsmoglichkeiten. Wenn
einzelne dsDNA-Molekiile auf einer Unterlage liegen, formiert sich ein Was-
sermeniskus an den Seiten und erzeugt einen Druck, der von oben auf die
"weiche” DNA wirkt (siehe Abbildung 4.4 (a)), wodurch die DNA zusammen-
gedriickt wird. Durch Inkubieren von DNA auf Glimmer oder Glas, das mit
APTES funktionalisiert war, wurden Hohen von 0,6 nm bis 1,5 nm gefunden,
was der Groflenordnung eines aggregierten Wasserfilms auf einer Oberfléiche
entspricht (siehe Abbildung 3.17). Die geringere Hohe der DNA beim Mole-
cular Combing kommt durch die Streckung der DNA [22] beim Eintrocknen
des Tropfens zustande. Unter Einfluss von elektrostatischen Wechselwirkun-
gen kann ein DNA-Molekiil seine Struktur verdindern. Wird DNA auf einem
elektrisch geladenen Substrat immobilisiert, so kann sie sich unter dem Ein-
fluss des elektrischen Feldes entwinden, was natiirlich Einfluss auf die Hohe
der DNA hat (sieche Abbildung 4.4 (b)) [19,22-24,173]. Auch einzelne Basen
verdndern ihre Konformation auf einer Goldoberfliche. Der C-NH5 Teil des
Adenine wechselt bei einer Bindung an Gold seine planare Konformation in
eine nicht planare [160]. Elektrostatische Effekte haben auch Einfluss auf die
Anzahl der DNA-Molekiile auf der Oberfliche des Substrats, da es bei unter-
schiedlich behandelten Oberflichen starke Unterschiede gab. Die Hohe der
DNA unterschied sich allerdings bei verschiedenen Oberfléichen, wie beispiels-
weise Glas, Glimmer, Gold, Platin, Oberflichen die mit APTES beschichtet
wurden, amorphem Kohlenstoff oder Silizium kaum. Auch der Druck, den
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Abbildung 4.3: DNA immobilisiert auf einer Glimmeroberfléche (a) nach 1
h; (b) nach 32 Tagen, wobei die Hohe der DNA auf die Hilfte abfillt. (a),
(¢) - (g). Nach dem Aufdampfen von Silan waren mehr DNA-Stréinge auf der
Oberfliéiche gebunden, je linger man mit dem Aufbringen der DNA wartete.
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eine Spitze auf die Probe beim Abbilden mit einem AFM ausiibt, kann die
weiche DNA zusammendriicken. Ein weiterer Grund fiir die geringe Hohe
von DNA war eventuell auch, dass der Feuchtigkeitsfilm von unterschiedlich
stark geladenen Oberfléichen eine AFM-Spitze unterschiedlich anziehen oder
abstoflen konnte und so geringe Hohenunterschiede der DNA gemessen wur-

den. Diese Wechselwirkungen diirften aber nur geringe Auswirkungen gehabt
haben [22,137].
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Abbildung 4.4: (a) Der Wassermeniskus, der an der DNA haftet, zieht sie
herunter. (b) Schematische Darstellung der moglichen Konformationen von
DNA auf einer Oberfliche. A: DNA in einer Losung. Beide Striinge sind
auf der Oberfliche gleich stark fixiert. B: Durch elektrostatische Wechsel-
wirkungen zwischen DNA und Oberfléiche wird die DNA destabilisiert und
kann sich auf der Oberfliche leicht entwinden. C: Diese Wechselwirkungen
konnen so stark werden, dass die DNA vollstéindig entwunden wird und flach
auf der Oberfléiche liegt [19].

Bei anderen Experimenten fand man, bis auf Ausnahmen, bei der DNA kei-
ne Hohe iiber 2,0 nm. Fast immer war die DNA kleiner und lag zwischen
0,5 nm und 1,9 nm, wobei die hiufigste Hohe zwischen 0,6 nm und 0,9 nm
liegt [22,128,174]. DNA in einer Hohe von iiber 2,0 nm fanden nur Hansma
et al. [175-176] und Anselmetti et al. [178] bei Messungen, bei denen der
Untergrund aus organischen Molekiilen bestand. Kasumov et al. [109] ha-
ben einen Untergrund aus Glimmer, der mit einem Pentylamin-Molekiilfilm
beschichtet wurde, benutzt. Hansma et al. fiihrten die Messungen in einer
Fliissigkeitszelle in 1-Propanol durch, um die adhesiven Krifte zu minimie-
ren und einen hoheren Kontrast zu erreichen. Die Messungen von Anselmetti
und Kasumov wurden an Luft durchgefiihrt.
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4.1.2 Immobilisierung von DNA zwischen Elektroden

Abbildung 4.5: Verschiedene Beispiele fiir immobilisierte DNA, bei denen die
Stromung sichtbaren Einfluss hatte. (a) Phasenbild von zerriebener DNA, die
durch den Wassermeniskus senkrecht zur Elektrode heruntergezogen wurde
und sich vor der Hauptelektrode staute; (b) gleicher Effekt mit unbeschidig-
ter DNA; (f) der Meniskus wanderte iiber die Platinzunge von der Seite zur
Hauptelektrode und nimmt dabei die Form der Elektrode an. An der Seite
erkennt man ein gestrecktes DNA-Biindel, das die Form der DNA angenom-
men hatte.

Versucht man DNA auf Edelmetallen wie Platin oder Gold aufzubringen,
so stellt man fest, dass fast immer nur ein dichter DNA-Film entsteht, der
Ahnlichkeiten hat mit einer APTES-funktionalisierten Probe, die zu lange
vor dem Aufbringen der DNA der Luftfeuchtigkeit ausgesetzt wurde (ver-
gleiche Abbildung 4.3 (h)). Diese starken Bindungskrifte mit den Oberfld-
chen machen die genaue Dosierung von DNA-Stréingen iiber Elektroden sehr
schwierig. Wenn DNA die gleichen Bindungsstellen auf einer Platinoberfléiche
benutzt wie Wassermolekiile, so wird DNA, im Vergleich zu anderen Ober-
flsichen, recht stark an die Platinoberfliche gebunden. Die Rauigkeit einer
Oberfliche wird, analog zum Wasser, durch die Verinderung der Bindungs-
moglichkeiten, einen starken Einfluss auf das Absorptionsverhalten der DNA
haben. FEinzelne dsDNA-Molekiile kénnen aufgrund dieser groflien Wechsel-
wirkungen nur beim Molecular Combing beobachtet werden. Es zeigte sich,
dass Immobilisierung durch die Methode der Inkubierung, trotzt besserer
struktureller Eigenschaften, nicht geeinet ist einzelde DNA Molekiile zwi-
schen Metallelektroden auszurichten.
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Abbildung 4.6: Beispiele fiir die Struktur von DNA, die beim Molecular
Combing von einer Kante runtergezogen wurde, in Abhéingigkeit vom Ort.
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Da Platin hydrophob, Glas aber hydrophil ist, zieht sich der Fliissigkeits-
meniskus beim Molecular Combing unterschiedlich schnell zuriick. Dadurch
konnten Stromungen am Rand der Platinzungen entstehen, durch welche die
DNA entlang der Zunge gestreckt wird. Stofit DNA beim Molecular Combing
auf ein Hindernis, so kommt es vor, dass sie dieses nicht iiberwinden kann.
Hohere Kanten, wie sie beispielsweise bei lithografisch hergestellten Struk-
turen vorkommen, konnten auch Stromungen in der Losung erzeugen. In
Abbildung 4.5 sieht man einige Beispiele fiir immobilisierte DNA zwischen
Elektroden. In Bild 4.5 (a) ist "fleckige” DNA zwischen den Elektroden
dargestellt, welche durch den sich zuriickziehenden Wassermeniskus und die
unterschiedliche Oberflichenchemie senkrecht von der Elektrodenkante herr-
unterfloss und vor der Hauptelektrode gestaut wurde. Die Bilder 4.5 (b) und
(c) zeigen den gleichen Effekt mit unbeschéidigter DNA, bei dem sie der Form
der Elektroden folgte und nicht vorzeitig von der Kante gezogen wurden. Am
Ende floss die DNA wieder senkrecht von den Zungen und staute sich vor
der Hauptelektrode. Damit die DNA iiber beide Elektroden gespannt werden
kann, ist es von Vorteil, wenn der Meniskus moglicht schnell iiber die Elek-
troden gezogen wird, damit die unterschiedlichen Oberfléichenkréifte weniger
stark wirken konnen.

Um moglichst wenig Verunreinigungen durch DNA-Fragmente zwischen den
Elektroden zu erhalten, wurde beim Immobilisieren durch Molecular Com-
bing der Tropfen moglichst nahe an die Hauptelektrodenkante gelegt. Durch
die Rauigkeit der Platinoberoberflichen und die Kréfte, die durch Oberfl4-
chenspannung an der DNA angreifen, kann die DNA dort zerrieben werden.
In Abbildung 4.6 (b) sieht man DNA, die durch Molecular Combing iiber
eine Platinkante gezogen wurde und vor der Kante eine glatte Struktur bil-
det, die in groflerer Entfernung aggregierte. Die Fiahigkeit von DNA, eine
glatte Struktur zu bilden, macht es besonders schwierig zu bewerten, ob sich
DNA iiber den Strukturen befindet oder nicht. Einzelne dsDNA konnte man
nur dann beobachten, wenn beim Molecular Combing der Tropfen so auf
die Struktur aufgebracht wurde, dass er nicht zu weit iiber die Oberfléiche
gezogen wurde. Der Tropfen musste so platziert werden, dass es bei einer
bestimmten Trocknungszeit der DNA die Moglichkeit gab an die Oberfléiche
zu binden. Dabei durfte die Trocknungszeit aber aber nicht zu lang sein,
so dass nicht zu viel DNA an der Oberfléiche gebunden war. Da die Trop-
fenoberfliche unterschiedlich weit von der Platinkante entfernt war, kam es
an verschiedenen Stellen zu unterschiedlicher Aggregation (siehe Abbildung
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Abbildung 4.7: Zwei verschiedene Proben mit unterschiedlichen DNA-
Konzentrationen und -anordnungen zwischen den Elektroden. (a) Zwei ein-
zelne DNA-Stringe zwischen zwei 455 nm weit auseinander liegenden Elek-
troden, die auf einem DNA-Netzwerk liegen; (b) Phasenbild von dichter DNA
und DNA-Biindeln, die sich iiber einen 1,2 pym groflen Spalt legten.

46).

In Abbildung 4.7 sieht man weitere Beispiele fiir verschiedene Arten und
Konzentrationen von DNA, die zwischen Elektroden gebunden wurde.

4.2 Strom-Spannungs-Messungen an DNA

4.2.1 Bewertung der Strom-Spannungs-Kennlinien
Kapazitive Effekte

In Abbildung 4.8 ist eine typische Strom-Spannungskennlinie gezeigt. Da bei
kleinen Stromen kapazitive Effekte, hohe Innenwiderstéinde von Messgeriiten
oder Leckstrome eine Rolle spielen, wird bei den Messdaten eine Ersatzschal-
tung zur Auswertung benutzt. In Abbildung 4.8 ist das Ersatzschaltbild dar-
gestellt, in dem die Widersténde parallel zu der Streukapazitit C verlaufen.
Wenn man die Widerstinde Rpya und Rgies, die iiber der Probe abfallen,
als parallel geschaltete Wiederstinde zu
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Abbildung 4.8: Eine typische Strom-Spannungs-Kennlinie fiir DNA in einer
wasserfreien Atmosphére.

RDNARGlas

Ry, = 4.1
* " Rpwna + Ratas (1)
zusammenfasst und die zeitabhéingige Spannung U (¢) durch
U(t) = —Uo —F/Lt (42)
;o U (t)+ U
1
=U(t)=p (4.3)

beschreibt, so findet man mit den Kirchhoffregeln die Gleichungen

Isys = I+ Ic (4.4)
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Q

U(t) = IsysRsys + 5 (4.5)
. . Ic
= U (t) = K= ISysRSys + 6 (46)
& o= puC — ijsRSys + jsysRsysC (4.7)
U (t) = ISysRS’ys + IERE (48)
PN IE _ U (t) - ISysRSys _ _UO + Mt B ISysRSys ' (49)
Rg RZ}

Durch Einsetzen von (4.5) und (4.8) in (4.4) erhélt man die Differentialglei-
chung

—U() + ,Ut — ISysRSys

Isys = o + uC + IsysRgysC (4.10)
RS s ; I UO

= Igys Y 1 IsysRgysC — —t +— — nuC.(4.11

< 0 Sy (Rz + )+ Sys{lSy Ry +R2 pC-( )

Fiir die Losung der Differentialgleichung benutzt man den Ansatz

Isys = a+ft+yxe ™ (4.12)
= fsys =B — e ™.

Durch Einsetzen in (4.10) und Koeflizientenvergleich erhilt man fiir die Va-
riablen

—Uo + ILLCRE —Uo + ,UCRERSys

o = — 4.13
RSys + RZ (Rsys + RE)Q ( )
1
= — 4.14
s Ry + Rsys ( )
1 1
= 4.15
AT Rl RO (4.15)

wobei x durch die Anfangsbedingungen bestimmt wird. Mit (4.12), (4.13),
(4.14) und (4.15) erhilt man dann als Losung des Anfangsproblems
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—Up + nC Ry B —Uy + MCRERSys
Rgys + Ry, (Rsys + Rx)?

(4.16)

o *(ﬁ*ﬁ)t
S o — Sys = 4.17

—U() + ILLCRE _ —Uo + ,UCRERSys
Rsys + Ry, (Rsys + RE)Q
b (VDU | (oo ) (25)
ys # 4.18
+RZ + RSys < H +X€ ( )
—2U() + ,UCRE _ —U(] + ,UCRERSys
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Ry + Rsys
U (t) v

+Ke K2 (420)
R Rgias
RDDNI\;A+RGlas + RSys

(4.19)

ISys = Ks+

mit

_(Y 1 1
( M ) Rsysc+ R“zy ARGZUS c
RpNA+RGlas

K, = xe

K, — pRsysC
2 — R R
RS + _ADNANGlas
ys RDNA+RGlas
RpnaR Rpnalk
_9 BpoNaRgias _ RBpnaRgies
K; = Uo + ’UCRDNAJrRGlas _ Uo + 'UCRDNA+RG“’S
Rg,s + -RNALGlas R R
yo + 2 1 las _RpNaRGlas
pNat+Ra RSyS + Rpna+Rgias

RSys

K, Ky und K3 sind Konstanten, die stark von der Kapazitidt C abhiingen.
Da diese Kapazitit von wechselhaften Umgebungseinfliissen, wie beispiels-
weise der Luftfeuchtigkeit oder den Leitsilbertropfen an den Anschliissen ab-
héingt, wurde der Offset in den Strom-Spannungskennlinien nicht beachtet
und herausgenommen, um die Kennlinien iibersichtlicher zu présentieren.
Der Widerstand konnte dann aus dem mit der Spannung linearen Term der
angefitteten Funktion herausgerechnet werden.
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Mit den Annahmen Rgys < Rpna und Rgys < Rges reduziert sich (4.10)
zu

U(t _u®
Igys = K3 + ( ) + Kle Ko | (421)

RDNARQlas
RpNna+Rgias

Die Leitwerte Gs; und Gpya werden durch

1 1 1
Ge = G + Gglas = — = + 4.22
> pA “ Ry, Rpna  Rgias (4.22)
1
< R = 4.23
PNAT Gy = Gitas (4.23)

definiert, so dass man den Widerstand fiir DNA einfach durch den Kehrwert
des Leitwertes von DNA erhiilt, den man wiederum durch Subtraktion der
beiden Steigungen der Strom-Spannungskurven mit und ohne DNA findet.

Elektrochemische Effekte

Festkérper Helmholz Flussigkeit
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Abbildung 4.9: (a) Potentialverlauf und (b) Strom-Spannungsverhalten bei
einer reversiblen elektrolytischen Reaktion [179]

Legt man an zwei Elektroden aus Metall, die in eine Losung eingetaucht
sind, eine Spannung an, so kommt es an den Metallelektroden zu elektroche-
mischen Reaktionen mit der Losung. Kurve 1 in Abbildung 4.9 (a) beschreibt
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den Verlauf der freien Aktivierungsenthalpie AG fiir eine elektrochemische
Reaktion vor einer Elektrode. Der Beitrag des elektrischen Potentials der
Helmholtzschicht wird in Kurve 2 dargestellt, so dass sich das Gesamtpoten-
tial vor einer Elektrode durch Kurve 3 beschreiben lisst. Abbildung 4.9 (b)
zeigt das typische Verhalten einer reversiblen elektrochemischen Reaktion,
die durch die Butler-Volmer-Gleichung beschrieben werden kann:

) ] azenpNy —(A—a)zenp Ny
j=jole ®T —e sT , (4.24)

Wobei: z = Ladungszahl der Ionen, N4 = Advogadro-Konstante, e = Ele-
mentarladung, jo, = vom Elektrodenmaterial abhéingige Stromdichte, a =
Durchtrittsfaktor, n, = Uberspannung. Der Durchtrittsfaktor o ist eine
geometrische Konstante, die das elektrische Potential der Helmholtzschicht
beschreibt, in welcher die Reaktion stattfindet (siche Abbildung 4.9 (a)). Der
Reaktionsort wird durch den Verlauf der Aktivierungsenergie festgelegt. In
Abbildung 4.9 (b) erkennt man, dass mit wachsendem « der Einfluss des elek-
trischen Potentials der Helmholtzschicht auf die Strom-Spannungs-Kennlinie
wiichst. Die Uberspannung 7, beschreibt die Verinderung der Elektrode,
beispielsweise durch Polarisierungserscheinungen, mit der Zeit. Die Butler-
Volmer-Gleichung gilt fiir idealisierte unendlich lange Elektroden. Daher
miissten fiir den realen Fall geometrische Faktoren beriicksichtigt werden
[179-180]. Da die Wasserfilme auf der Probe eine Hhe von hochstens 2 nm
haben [132], spielen natiirlich auch die elektrischen und strukturellen Eigen-
schaften der Substratoberfliiche eine grofle Rolle.

4.2.2 Strommessung durch kontaktierte DN A-Molekiile

In der Regel wurde an den Elektroden eine Spannung von -10 V bis + 10
V durchgefahren. Bei einer Umkehrung des Spannungsverlaufs lieferten nur
kapazitive Effekte Unterschiede in den Messkurven. Die Strom-Spannungs-
Kennlinien stiegen, nachdem Kapazititen des Messaufbaus umgeladen wor-
den waren, meistens linear.

Die Steigung der Graden ist damit den Leitwert des Systems wieder. Meistens
war der Leitwert bei zwei hintereinander ausgefithrten Messungen gleich. Es
gab allerdings Messungen, bei denen der Leitwert mit jeder Messung leicht,
bis zu einem Gleichgewichtswert, abnahm. Die Steigung der Geraden war,
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nachdem DNA zwischen die Elektroden gespannt wurde, immer grofier als bei
den Referenzmessungen ohne DNA bei gleicher Luftfeuchtigkeit. Ausnahme
war die Poly(dC) - Poly(dG) DNA, welche bei hohen Dichten bei Umgebungs-
bedingungen sogar geringeren Strom zeigte als Proben ohne DNA. Die Hohe
des Leitwerts hiingt von vielen Faktoren wie beispielsweise der Elektroden-
form, dem Abstand der Elektroden, der Luftfeuchtigkeit, der DNA-Struktur
und der Hohe ab. Es konnte aber keine Abhéingigkeit des Leitwertes von der
Spaltbreite, bei gleicher Luftfeuchtigkeit, gefunden werden.

In Abbildung 4.10 (e) sieht man Poly(dC)-Poly(dG) dsDNA, die iiber einen
25 nm groflen Spalt mit einer dichten Netzwerkstruktur gezogen wurde. Der
gefundene Leitwert von 5,6 x 1071° S ist viel kleiner als bei den meisten Pro-
ben ohne DNA. Eine mogliche Erkliarung ist, dass die Poly(dC)-Poly(dG)-
dsDNA dichter aneinander liegen und untereinander aggregieren kann. Folg-
lich konnen weniger Ionen durch kleineren Wassermantel entlang der DNA
transportiert werden.

Abbildung 4.11 zeigt DNA, die relativ zur Elektrode recht hoch zwischen
den Elektroden immobilisiert wurde und trotz des recht groflen 2 pm Spalts
einen hohen Leitwert von 2,5-10712 S zeigt. Die Ionen konnten sich iiber
einen ca. 7 nm hohen DNA-Film bewegen statt wie in Abbildung 4.10 iiber
eine Monolage dsDNA.

Der Leitwert bei Messungen an normaler Umgebungsluft hingt vermutlich
stark von einer effektiven Oberfléiche ab, die durch die immobilisierte DNA
zwischen den Elektroden vergrofiert wurde. So zeigen die einzelnen A-DNA-
Strénge in Abbildung 4.10 (c) mit 9,7-107!3 S einen relativ hohen Leitwert
iiber einen 450 nm groflen Spalt. Die einzelnen \-DNA-Stringe haben, wenn
man sie sich als kleine Rohre mit 2 nm Durchmesser vorstellt, eine grifie-
re Oberfléiche an der das Wasser kondensieren kann, als bei dem Poly(dC)
- Poly(dG)-DNA-Netzwerk in Abbildung 4.10 (e). Dabei waren die DNA-
Stréinge iiber wenige unbewegliche (siehe Kapitel 2.1.5) Wassermolekiile mit-
einander verbunden, daher standen wenige frei bewegliche Ionen zur Verfii-
gung. Auch hier scheint eine effektive groflere Oberfliche den Leitwert zu
steigern.
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Abbildung 4.10:  Verschiedene Proben und die dazugehorigen Strom-
Spannungs-Kennlinien. (a) Dichte A-DNA, die teilweise zu dichteren Biin-
deln kondensierte, zwischen zwei 560 nm weit auseinanderliegenden Elek-
troden. (b) In der Strom-Spannungsmessung zu (a) ist der Leitwert mit
DNA 7,92 x 107! Si und ohne DNA 2,79 x 10~!3 Si. Der Einschub zeigt
die Messung in einer trockenen Argonatmosphiire, bei der die Leitfihig-
keit 1,84 x 1071° Si betrug. (c) Einzelne \-DNA-Molekiile, die in einem
480 nm groflen Spalt liegen. (d) Bei der Messung wurde eine Leitfihig-
keit von 9,55 x 107'* Si gefunden. (e) Poly(dG)-Poly(dC)-dsDNA bildete
iiber einem ca. 25 nm breiten Spalt ein DNA-Netzwerk, das eine recht ge-
ringe Leitfihigkeit von 5,6 x 107 Si (f) besa8. (g) Bei diesem ca. 70 nm
groflen Spalt legte sich ein sehr glattes Netzwerk iiber die Struktur, wobei die
Strom-Spannungs-Kennlinie einen halbleiterartigen bzw. elektrochemischen
Charakter zeigte.

Der Leitwert der DNA fillt allen Proben jedes Mal stark ab, wenn sie mit
einer wasserfreien Atmosphire (Argon, Stickstoff, Vakuum) getrocknet wird.
Zwischen der Probe mit DNA und der Referenz ohne DNA kannte dann kein
Unterschied gefunden werden. Nach dem Beliiften zeigen die Proben wieder
Leitwerte in der gleichen Groflenordung.

Wenn der Elektrodenabstand kleiner als 500 nm ist und eine bestimmte
Luftfeuchtigkeit und DNA-Dichte gegeben ist, kann es vorkommen, dass
die Kennlinien einen nicht-linearen Verlauf nehmen. In Abbildung 4.10 (g)
sieht man bei der Kennlinie einen Verlauf, wie er typischerweise bei Halb-
leitern vorkommt. Die Messung kann aber auch als das typische Verhalten
einer reversiblen elektrochemischen Reaktion, die durch die Butler-Volmer-
Gleichung (4.24) beschrieben wird, interpretiert werden. Welche Form die
Kennlinie annimmt héngt stark mit der Beweglichkeit der Ionen und ihrer
Konzentration zwischen den Elektroden ab.

Die nicht-linearen Kennlinien kénnen auch bei den Vorabmessungen ohne
DNA beobachtet werden. Nach dem Trocken der Proben in einer Stickstoff-
oder Argon-Atmosphire verschwinden die nicht-linearen Effekte meistens,
wenn die Messung danach unter Umgebungsbedingungen wiederholt wurde.
Dieses sind deutliche Hinweise darauf, dass es sich hier um eine elektrolytische
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Abbildung 4.11: (a) Ein 2,1 pum grofler Spalt, in dem eine Insel mit einem
Durchmesser von ca. 1 pm liegt. Die DNA zwischen den Elektroden ist
stark gestreckt, relativ hoch und sehr dicht. (b) Strom-Spannungsmessung
bei normaler Umgebungsluft (2,2 x 1072 Si) und einer trockenen Argonat-
mosphére. (c) Strom-Spannungsmessung in geséttigter Luftfeuchtigkeit, bei
der die Leitfshigkeit mit der Zeit steigt.
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Reaktion an den Platinkontakten mit elektrischen Doppelschichten an den
Elektrodenwiinden und an der Substratoberfliche handelt.

Proben, die mit APTES behandelt wurden, haben bei gleicher Luftfeuchtig-
keit einen geringeren Leitwert als vorher ohne APTES. Wurde anschlieflend
DNA zwischen den Elektroden kontaktiert, steigt der Strom erwartungsge-
méf an.

In Abbildung 4.10 sind einige Beispiele fiir Strom-Spannungskennlinien ver-
schiedener Elektroden und DNA-Anzahlen gezeigt. Diese Kennlinen zeigen,
dass nur dann Strom flielen kann, wenn geniigend Feuchtigkeit an der DNA
kondensiert. In trockenen Atmosphéren konnte mit DNA kein signifikant ho-
herer Strom gemessen werden als bei einer Leerprobe. Dieses Ergebnis trifft
auch fiir die Abbildungen 4.7 zu.

Versuche, die interkalierenden Farbstoffe YoYo-1 und Ethidiumbromid an die
DNA binden zu lassen, zeigten keinen verénderten Leitwert.

4.2.3 Strommessung bei definierten Luftfeuchtigkeiten

Um den Einfluss der Luftfeuchtigkeit bei den Strom-Spannungsmessungen zu
untersuchen, wurden die Kennlinien in einem definierten Stickstoff/ Wasser-
dampfgemisch aufgenommen. Dabei zeigt sich eine exponentielle Abhéingig-
keit der Leitwert von der Luftfeuchtigkeit (siche Abbildung 4.12 (b)). Auch
der Offset (K3) (siehe Abbildung 4.12 (c)) und die Konstanten K; (siehe
Abbildung 4.12 (d)) und K, (siehe Abbildung 4.12 (e)) zeigen eine leichte
Abhingigkeit von der relativen Luftfeuchtigkeit. Daneben werden sie haupt-
séichlich von den Kapazitidten des Aufbaus beeinflusst (z. B. Leitsilbertrop-
fen), so dass ihre Abhéngigkeit von der Feuchtigkeit hiéufig nicht ins Gewicht
fillt, obwohl der Leitwert immer noch eine exponentielle Abhéingigkeit von
der Feuchtigkeit zeigt. Der exponentielle Zusammenhang zwischen Leitwert
und Feuchtigkeit wurde auch fiir Proben ohne DNA (siche Abbildung 4.13)
allerdings bei deutlich kleineren Stromen gefunden.

Wurden die Proben einer Atmosphére mit gesittigter Luftfeuchtigkeit aus-
gesetzt, so stieg der Strom mit der Zeit immer stéirker an, bis er im Bereich
von einigen nA liegt. Auch die Form der Kennlinien wich immer stéirker
von der Linearitit ab. Ab einer Luftfeuchtigkeit von iiber 60 % wurde be-
obachtet, dass die Elektroden durch elektrolytische Reaktionen beschidigt
wurden. Diese Proben waren in der Regel nach der Messung nicht mehr zu
verwenden.
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Abbildung 4.12: (a) A-DNA, die zwischen zwei 460 nm weit auseinander-
liegenden Elektroden gespannt wurde. (b) Kennlinien zu den Messungen
bei verschiedenen Luftfeuchtigkeiten. Der Einschub zeigt die Kennlinien bei
kleineren Luftfeuchtigkeiten. Die restlichen Abbildungen zeigen die Leitfi-
higkeit (c), den Offsett (d), K; (e) und Ky in Abhéngigkeit von der relativen
Luftfeuchtigkeit.
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Abbildung 4.13: Abhéngigkeit der Leitfihigkeit von der relativen Luftfeuch-
tigkeit bei einer Probe, bei der keine DNA zwischen den Elektroden lag.

4.3 Leitfihigkeitsmessungen mit dem AFM

4.3.1 Aufbau

Um Leitfihigkeitsmessungen mit einem AFM durchfiihren zu kénnen, wurde
eine mit Platin beschichtete Spitze in einen speziell isolierten Halter einge-
baut. Zum Besputtern wurden Cantilever fiir den Contact Mode (PPP-Cont,
Nanosensors, D) und den Tapping Mode (NCH-0, Nanosensors, D) benutzt,
die mit der den Spitzen zugewandten Seite mit 100 nm und mit der Spitze ab-
gewandten Seite mit 80 nm Platin beschichtet wurden. Die Spitzen wurden
von beiden Seiten beschichtet, da die Cantilever sonst zu stark durchhéngen.
Eine Spannung konnte mit der digital steuerbaren Spannungsversorgung NI
6052E von National Instruments iiber eine Signalbox auf den Halter und die
Probe gegeben werden. Die Strome wurden mit dem Elektrometerverstér-
ker 6517 A von Keithley mit einem in Lab View geschriebenen Programm
aufgenommen, ebenso die Spannungen. Um in der Kammer eine definierte
Atmosphiire gewihrleisten zu kénnen, wurde um das Mikroskop eine Mess-
kammer gebaut. Diese diente zusiitzlich als elektrische Abschirmung gegen
duBere Storungen (Abbildung 4.14).
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Abbildung 4.14: Eine mit Platin beschichtete AFM-Spitze wird kontaktiert,
um in einer trockenen Atmosphire Strom-Spannungs-Messungen durchzu-
fithren.

4.3.2 Durchfithrung und Ergebnisse

Wenn bei den Versuchen eine beschichtete Tapping Mode Spitze eingebaut
ist, kann vor der Messung ein Bild gemacht werden, was fiir eine grobe Po-
sitionierung der Spitze sehr hilfreich ist. Anschlieend wird das Mikroskop
auf den Contact Mode umgestellt und die Spitze an einer definierten Stel-
le angehalten und auf die Probe gedriickt. Der Kontakt zwischen Spitze
und Probe wird von der kondensierten Feuchtigkeit stark beeinflusst, so dass
es wichtig ist, vor der Messung in die Probe eine trockene Atmosphire aus
Argon oder Stickstoff einzulassen. Die Position der Spitze wird nach jeder
Messung stiickweise von der Isolatorseite in Richtung Kontakt bewegt. Die
Spannung darf bei der ersten Messung nicht gréfler als 10 mV sein, da sonst
beim Kontakt zwischen der Elektrode und der Probe der Strom durch den
kleinen Querschnitt mit einer so hohen Leistungsdichte fliefit, dass die Spit-
ze durch die Joulesche Wirme schmelzen und verformt werden kann. Der
typische Kontaktwiderstand zwischen einer beschichteten Spitze und einem
mit Platin beschichteten Substrat liegt im Bereich von 100 2 bis 10 k2. Da
die Schicht auf dem Substrat kleiner ist als auf der Spitze, wird die Schicht
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auf dem Substrat schneller abgetragen, wodurch es moglich ist, Strukturen
ins Substrat zu schreiben. Die so entstandenen Strukturen sind allerdings
150 nm bis 300 nm breit und haben hohe Kanten. Auch die Positionierung
der Spitze ist schwierig, da zwischen dem Nullpunkt beim Tappingmode und
beim Contact Mode ein Offset existiert, weshalb diese Art der Strukturie-
rung allerhdchstens zur Korrektur von kurzgeschlossenden Strukturen die-
nen kann. Durch die Veréinderung der Spitze kann es zu Verbesserungen der
Kontakte bei der Messung kommen, die ebenfalls falsch interpretiert werden
konnen. In Abbildung 4.15 (a) sieht man Leitfihigkeitsmessungen in Abhén-
gigkeit vom Abstand von der Platinkante, die an der Probe aus Abbildung
4.6 (d) durchgefiihrt wurden. Man erkennt einen exponentiellen Zusammen-
hang zwischen Abstand und Widerstand. Diese Widerstéinde sind grofler als
beim direkten Kontakt mit einem Leiter. Bei der Messung in Abbildung
4.15 (b) wurde eine Spitze immer an der gleichen Stelle an eine 10 nm hohe
Platinschicht angenéhert, anschlieBend wurde bei einer konstanten Spannung
von - 1 V der Strom gemessen. Auch hier fand sich ein exponentieller Zu-
sammenhang, diesmal zwischen Widerstand und der Anzahl der Versuche,
was bedeutet, dass mit jedem Versuch der Kontakt besser wurde. Da bei
den Abstandsmessungen in Abbildung 4.15 (a) die Spitze von der Isolator-
seite angendhert wurde, kann dieses als eine exponentielle Abhéingigkeit der
Leitfihigkeit der DNA vom Abstand fehlinterpretiert werden, obwohl dies
tatséchlich nur eine Verbesserung des Kontaktes zwischen Spitze und Probe
bedeutet. Aber nicht nur durch eine zu hohe Leistung, sondern auch durch
Reibung kann die Platinschicht abgetragen werden, weshalb Aussagen iiber
die Leitfahigkeiten der gemessenen Proben schwierig ist.

4.3.3 Festkorperleitfihigkeit

Um zu iiberpriifen, ob es eine Bulkleitfdhigkeit von DNA gibt, wurde auf
ein Substrat 20 nm bis 50 nm Platin aufgesputtert. AnschlieBend wurde ein
hochkonzentrierter (500 pg/ml), 0,5 ul grofler Tropfen mit A-DNA-Losung
auf dem Platinstreifen eingetrocknet. Die DNA bildete ein Netzwerk mit
Biindeln auf der Oberfléiche des Platins, die eine scharfe Kante erzeugten.
Die DNA-Schicht war vor dem Spiilen 700 nm und nach dem Spiilen am
Rand 10 nm bis 20 nm hoch (Abbildung DNA 4.16 (c)). Auf dieses Schicht-
system wurde entweder mit Hilfe einer Lochblende ein 100 pym grofler und 10
nm bis 20 nm hoher Goldkontakt aufgedampft (Abbildung 4.16 (d)) oder es
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Abbildung 4.15: (a) Stiickweises Annéhern der AFM-Spitze zum Leiter fiihrt
zu einem exponentiellen Abfall des Widerstandes. (b) Wiederholtes Anné-
hern der Spitze nach jeder Messung bewirkt einen exponentiellen Abfall des
Widerstandes, was bedeutet, dass der Kontakt mit jedem neuen Versuch bes-

ser wurde und die Abstandsabhingigkeit der Messung in (a) damit nur ein
Artefakt ist.

wurde durch sehr kurzes Offnen des Shutters der Bedampfungsanlage 200 nm
bis 500 nm grofle und 100 nm bis 150 nm hohe Gold-Cluster auf die Ober-
fliiche gebracht. Mit einer Platinbedampften Spitze wurden anschlieflend die
Goldabscheidungen kontaktiert. Bei den erfolgreichen Messungen kann ein
Widerstand bis in den Bereich von Gf2 an Luft gemessen werden (sieche Bild
4.16 (f)). Allerdings kann es auch sein, dass die Goldelektroden auf der
DNA durch die hohen Leistungen schmelzen und einen Kurzschluss zwischen
Substrat und Goldelektrode erzeugen oder die Goldelektrode durch die AFM-
Spitze auf das leitende Substrat gedriickt wird, mit der es einen schlechten
Kontakt hat. Die Leitfihigkeit hingt auch mit der Kraft zusammen, mit der
die AFM Nadel auf die Probe gedriickt wird.

4.3.4 Vergleich mit Experimenten anderer Gruppen

Vergleicht man die Ergebnisse dieser Arbeit mit den physikalischen Expe-
rimenten anderer Gruppen, so finden Braun et al. [105], Pablo et al. [15],

Bockrath et al. [119] und Strom et al. [107] dass DNA ein Isolator ist. Storm
et al. zeigten weiterhin, dass unter normalen Umgebungsbedingungen DNA-
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Abbildung 4.16: Versuch die Leitfiihigkeit durch ein aufgeschichtetes Netz-
werk aus A-DNA zu messen. (a) Schematische Darstellung. (b) AFM Bild
vom Rand der aufgeschichteten DNA. (c) Hohenprofil aus (b). (d) Struktur
der DNA. (e) Aufgedampfte Goldschicht. (f) Strom-Spannungskurve.

Stréinge einen Widerstand in der Grofle von einigen TS2 hat, was die gleiche
Grolenordnung ist wie die Widerstéinde, die in dieser Arbeit gefunden wur-
den. Dieses ist vor allem deswegen interessant, weil die Elektroden in diesem
Experiment keine besondere Hohe hatten.

Die exponentielle Abhiingigkeit der Leitfihigkeit von der Luftfeuchtigkeit,
wie in Abbildung 4.12 gezeigt, fanden auch Otsuka et al. [121]. Pablo et al.
fanden mit einem leitfihigen AFM nur dann einen Strom, wenn ein DNA
Film durch Elektronen beschossen wurde. Dabei wurden vermutlich Kohlen-
wasserstoffe aus dem Restgas gespalten und ein leitfihiger Film konnte sich
auf der Oberfliche niederschlagen, was der gleiche Grund sein soll, warum
Fink et al. [14] einen metallischen Widerstand fiir DNA bei ihrem Experi-
ment fanden. Ebenfalls mit einem leitfihigen AFM fanden Cai et al. [122]
einen exponentiellen Zusammenhang zwischen Widerstand und Abstand von
der Gegenelektrode. Die Grofle des Widerstandes bei der Abstandsmessung
ist genauso grofl, wie in dieser Arbeit der in Abbildung 4.15 (a) gezeigten
Daten. AuBerdem zeigen die Kennlinien einen #uflerst unruhigen Verlauf,
der sich in dieser Arbeit nur bei Messungen zeigte, die unter starken Einfluss
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von Feuchtigkeit durchgefiihrt wurden.

Auch die Kennlinien von Lee et al. [120] in Abbildung 2.36 (a) hat eine grofie
Ahnlichkeit mit der Kurve aus dieser Arbeit (sieche Abbildung 4.12 (b)), die
klar von Feuchtigkeit beeinflusst wurden. Allerdings ist die Leitfihigkeit in
der Abbildung 2.36 (a) deutlich hsher. Die Kurven von Rakitin et al. [117]
verdndern ihr Plateau bei Messungen im Vakuum, was auch auf den Einfluss
von Feuchtigkeit hindeuten kann. Auflerdem lagen die DNA-Biindel zwischen
Elektroden, die 10 um weit auseinander lagen, was ein extrem grofler Abstand
ist. Wiirden DNA-Biindel iiber so einen groflen Abstand leiten, hitte man
das auch in anderen Arbeiten finden miissen.

Yoo et al. [118] fanden bei einer 20 nm Elektrode eine halbleiterihnliche
Leitfihigkeit. Allerdings ist es schwierig auf der REM-Aufnahme in Abbil-
dung 2.36 (b) zu erkennen, ob es sich tatsédchlich um DNA zwischen den
Elektroden handelt. Kasumov et al. [108-109] behaupten, dass die gefunde-
ne Leitfahigkeit mit der Hohe von iiber 2 nm der DNA zusammenhéngt, die
durch Aufbringen eines Pentylaminfilms auf das Glimmersubstrat erreicht
wurde. Eine Erfahrung aus dieser Arbeit ist, dass die Hohe der DNA durch
den Feuchtigkeitsfilm auf dem Substrat dominiert wird. Die Oberflichen-
beschaffenheit und die Oberflichenchemie beeinflussen vor allem die Anzahl
der DNA auf der Oberfliiche. Durch die Ergebnisse von Guckenberger et al.
kann man bei den Versuchen mit dem Rastertunnelmikroskop von Kasumov
et al. davon ausgehen, dass der Feuchtigkeitsfilm auf der Oberfléiche eine
entscheidene Rolle spielt. Da der Strom an den Stellen, an den sich die DNA
befand, im Gegensatz zum Glimmer kleiner war, schlossen Guckenberger et
al. daraus, dass dort die Wasserstruktur anders ist und dass DNA ein Iso-
lator ist [111]. Auch fanden Guckenberger et al. [111] und Fan et al. [112]
einen exponentiellen Zusammenhang zwischen dem Tunnelstrom und der re-
lativen Luftfeuchigtkeit. Fan et al. fanden auch die typische Kurve, wie sie
in dieser Arbeit auftritt (vergleich Abbildung und 2.32 (e)). Sie begriinden
das Phiénomen, dass es ab einer bestimmten Spannung zu elektrochemische
Reaktionen an den Elektroden kommen kann [114].

Die iiberzeugensten Experimente dafiir, dass DNA leitfihig ist, sind die Ar-
beiten von Porath et al. [106] und Shigematsu et al. [116], die eine signifi-
kante Leitfihigkeit von DNA unter 10 nm fanden.
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4.4 Diskussion der Ergebnisse

Die Experimente haben gezeigt, dass die Leitfihigkeit der gemessenen Struk-
turen mit DNA deutlich hoher ist als ohne, wobei der Charakter der Ergeb-
nisse, wie beispielsweise die Form der Kurve oder die exponentielle Abhén-
gigkeit von der Feuchtigkeit, zeigt. DNA braucht Wasser, um seine Struktur
zu stabilisieren, so dass sich um die DNA immer ein Feuchtigkeitsmantel be-
findet, der von der Luftfeuchtigkeit abhingt. Wie in dieser Arbeit fanden
die Gruppe von T. Kawai [121] bei relativen Luftfeuchtigkeiten zwischen 30
% und 95 % (siehe Abbildung 2.37 (b)) und Guckenberger et al. [111,113]
(Siehe Abbildung 2.32 (d)) einen exponentiellen Zusammenhang zwischen
dem Widerstand und der Luftfeuchtigkeit bei Strom-Spannungs-Messungen,
der sich nach dem Trocknen im Vakuum wieder einstellen ldsst. Diese expo-
nentielle Abhéingigkeit von der Luftfeuchtigkeit findet man auch fiir die Be-
netzung von Glimmeroberflichen (Siehe Abbildung 3.17 (a)). Da die Strom-
Spannungslinien auch auf eine elektrochemische Reaktion hindeuten, legt das
den Schluss nahe, dass Leitfihigkeitsmessungen an DNA durch das Verhalten
der Wassermolekiile bestimmt wird.

Fiir die Grofle der Leitfihigkeit ist aber auch die effektive Oberfléiche, also
die Oberfléiche, die fiir die beweglichen Ionen zu Verfiigung steht, wichtig. Da
DNA ein Molekiil mit einem relativ geringem Durchmesser, bei einer relativ
hohen Ladung ist, reagiert es deutlich sensitiver auf Wasser als die meisten
anderen Materialien, wobei Poly (dG)-Poly(dC)-dsDNA stérker Wasser an-
zieht als Poly(dT)-Poly(dA)-dsDNA [121,181]. Allerdings hat sich bei den
Messungen in dieser Arbeit gezeigt, dass Poly (dG)-Poly(dC)-dsDNA eine ge-
ringere Leitfihigkeit hat als A-DNA, da die einzelnen dsDNA-Molekiile besser
aggregieren konnen. Gerade bei den Versuchen von Lee et al. [120] und  Ot-
suka et al. [121] kénnte die hohe DNA-Konzentration dazu gefiihrt haben,
dass Wasser in groflen Mengen an die DNA-Netzwerke gebunden wurde und
nicht so schnell durch die hohen Schichten in einer trockenen Atmosphére
verdunsten konnte.

Die verschiedenen Ergebnisse von unterschiedlichen Forschergruppen lassen
sich vermutlich dadurch kléren, dass nicht nur die Anzahl und die Spaltgrofie
zwischen den Elektroden, sondern auch die Form der Elektroden und deren
Material, Herstellung und Kontaktierung bei so geringen Strémen eine Rolle
spielen kann.

Experimente auf chemischer und biologischer Basis haben relativ eindeutig



130 KAPITEL 4. RESULTATE UND DISKUSSION

gezeigt, dass es einen Ladungstransport zwischen Basenpaaren gibt. Wenn
also ein Ladungstransport zwischen Basen einer DNA in einer trockenen At-
mosphiire existiert, so kann man davon ausgehen, dass bei Experimenten auf
physikalischer Basis Ladungstransport in einem DNA-Molekiil nur unter 10
nm existieren kann, wie es in den Experimenten von Porath et al. [106] und
Shigematsu et al. [116] gezeigt wurde.

Bei den hier prisentierten Messungen konnten nur dann Strome gefunden
werden, wenn Feuchtigkeit in der Messkammer vorhanden war. Auch ein
dichtes Netzwerk von Poly(dG)-Poly(dC)-dsDNA, das sich iiber einen 20 nm
breiten Spalt gelegt hat, zeigte keine Leitfahigkeit. Die Grofle der gefundenen
Widerstéinde liegen bei Umgebungsbedingungen im Bereich von 10 € bis
10" Q und sind in einer trockenen Atmosphire bei ca. 10'° Q, was genauso
grof} ist wie die Strukturen ohne DNA. Dieses sind die gleichen Ergebnisse,
die auch von Storm et al. [107] kiirzlich publiziert wurden. Man kann also
davon ausgehen, dass langreichweitiger Ladungstransport in einer trockenen
Umgebung durch DNA iiber 10 nm nicht existiert und DNA somit keine in-
trinsische Leitfihigkeit besizt. Ein technologischer Nutzen kann nach heuti-
gen Kenntnisstand als Nanodraht oder fiir Molekiilelektronik ausgeschlossen
werden.

4.5 Polythiophen

B J\—W

s \ / s

(a) aromatisch (b) chinoid

Abbildung 4.17: Aromatische (a) und chionide Form (b) des Polythiophen
(PT).

Um das Konzept einzelner leitfihiger Polymermolekiile testen zu konnen und
um Alternativen zu DNA aufzuzeigen, wurden Strom-Spannungsmessungen
an Polythiophen, in Abhéngigkeit von der Temperatur, durchgefiihrt [89].
P30T (Poly(3-octylthiophen-2,5-diyl) regioregular; Sigma-Aldrich, Miinchen,
D) ist ein leitfdhiges organisches Polymer mit einer mittleren Molmasse von
142000 g/mol.
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Struktur von P30T

I N s AN N s N
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(¢) HFHH (d) TFHH

Abbildung 4.18: Die verschiedenen Kopplungstypen des Polythiophen.

Polythiophene sind leitfdhige Polymere, die eine aromatische oder chinoide
Grundform haben (siehe Abbildung 4.17 (a) und (b)). Durch Substituenten
konnen die chemischen und physikalischen Eigenschaften veréindert werden.
Beispielsweise kann durch Alkyl-Seitenketten die Loslichkeit in organischen
Losungsmitteln erhoht werden.

Abbildung 4.19: Poly(3-octylthiophen-2,5-diyl (P3OT) regioregular

Die verschiedenen Kopplungsmoglichkeiten, HT-HT, TT-HT, HT-HH und
TT-HH, sind in Abbildung 4.18 (a) - (d) dargestellt. Polythiophene, die
nur aus HT - HT Verbindungen (> 90 %) bestehen, bezeichnet man als
regioregular. HT - HT Verbindungen zeichnen sich dotiert oder undotiert
durch ihre hohe Leitfihigkeit aus.
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Das in Abbildung 4.19 abgebildete P3OT ist gut 16slich und hat eine ho-
he Leitfihigkeit. Durch seine geordnete Abfolge der Seitenketten kommt es
im P30T nicht zu sterischen Hinderungen, weshalb entlang der Kette die
m-Bindungen iiberlappen konnen. Durch die m-Bindungen ergeben sich brei-
te Bénder mit kleinen Bandliicken, was zu einer erhohten Leitfihigkeit bei
regioreguléren Strukturen fiihrt.

4.5.1 Immobilisierung von P30T

Abbildung 4.20: AFM-Bild von P30T, das zwischen zwei Elektroden immo-
bilisiert wurde.

P30T, ein dunkelvioletter Feststoff, wurde in Chloroform (CHCL; p.a., Fis-
her Scientific, Loughborough, UK) oder Toluol (C;Hg p. a., Riedel-de Haén,
Seelze, D) gelost und anschliefend analog wie DNA durch Molecular Combing
auf der Oberfliche immobilisiert. In Abbildung 4.20 erkennt man zwischen
den Elektroden einzelne Molekiile, deren Anzahl auf 30 - 50 geschiitzt wurde.

4.5.2 Dotieren von P30T

Zum Dotieren von P30T wurde Goldtrichlorid (AuCls 99 %, Sigma-Aldrich),
das in Nitromenthan (CH3NO, p.a., Fluka Chemie, Buchs, CH) in einer
Konzentration von 1072 mol/1 gelost wurde, auf einen P3OT-Film, der sich
auf einer Struktur befand, aufgebracht. Zum Inkubieren wurde das AuCl;
mit einem Spincoater fiir 15 s bei 500 rpm glattgeschleudert. Die Losung
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wurde mit 2000 rpm von der Struktur geschleudert. Anschlielend wurden
ebenfalls mit 2000 rpm die unverbrauchten Reste mit Nitromethan (1 - 2 ml)
von der Probe gespiilt.

4.5.3 Experimenteller Aufbau

Strom-Spannungsmessungen und Charakterisierung der Proben durch ein
AFM wurden genauso durchgefiihrt wie bei den Experimenten mit DNA. Fiir
die Tieftemperaturmessungen wurde ein Kryostat mit geschlossenem Helium-
Kailtemittelkreislauf (Cryo Express, Cryophysics, Geneva, CH; siehe Abbil-
dung 4.21), der mit elektrischen Leitungen fiir die Strom-Spannungsmessungen
erweitert wurde, benutzt.

Abbildung 4.21: (a) Messplatz mit Kryostat, Kompressor und Messelektro-
nik. (b) Schematische Darstellung des Kryostaten.

4.5.4 UV-VIS Spektren von P30T

Die optisch-spektroskopischen Messungen, die Einblick in die elektronische
Struktur des P3OT geben, zeigten ein Maximum bei einer Wellenléinge von
449,8 nm (siehe Abbildung 4.22), was im Vergleich zu anderen Messungen
eine leicht groflere Wellenléinge war. Dieses Maximum entspricht einer Band-
liicke von 2,76 eV. Die Rotverschiebung lisst sich durch die Regioregualritit
des verwendeten Polymers erklidren. Durch die sterische Hinderung ergeben
sich groflere Konjugationslingen, die zu einer Verkleinerung der Bandliicke
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Abbildung 4.22: UV-VIS-Spektren von in Chloroform geléstem P30T

und damit zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums zu kleineren
Energien fithren. FEin Zusammenhang zwischen Konzentration und Maxi-
mum konnte nicht beobachtet werden.
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Abbildung 4.23: UV-VIS-Spektren von dotierten und undotierten P30OT-
Filmen auf Glas.

Um P30OT-Filme auf Glas aufzunehmen, wurde ein Film aus einer 0,1 %igen
Losung P30OT-Toluol-Losung durch Spin-Coating auf ein gereinigtes Glas-
substrat aufgeschleudert. Das Spektrum eines undotierten Films hatte ein
Maximum bei 527 nm, was einer Bandliicke von 2,35 eV (siehe Abbildung
4.23) entspricht. Die durch Luftsauerstoff erfolgte Oxidation des Polymers,
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konnte dotierend wirken oder es kam durch den Einfluss der Luftfeuchtigkeit
zu einer Rotverschiebung der Kennlinie. Durch den eingeschrinkten Messbe-
reich des Spektrometers konnte das Hauptmaximum der dotierten Polythio-
phene nicht vollstindig aufgenommen werden. Anhand des Kurvenverlaufs
wurde abgeschitzt, dass das Maximum bei ca. 810 nm liegt.

4.5.5 Strom-Spannungs-Messungen an P30T
Undotierte Polythiophene
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Abbildung 4.24: Zwei verschiedene Messungen, bei der undotiertes P3OT bei
seiner Temperaturabhéngigkeit ein halbleiterartiges Verhalten zeigt.

Die Strom-Spannungs-Spektroskopie wurde im Temperaturbereich von 10 K
bis 300 K durchgefiihrt und zeigte ein klare Temperaturabhiingigkeit, die
durch eine thermisch aktivierte Leitfihigkeit {iber einer Bandliicke von eini-
gen eV interpretiert werden kann (siehe Abbildung 4.24). Nimmt man fiir
die Leitfihigkeit ein Verhalten wie bei einem Halbleiter an, so erhélt man
mit der Annahme

Eq_

o~ eFBT (4.25)

fiir die Bandliicke AFE der zwei verschiedenen Proben. In Abbildung 4.24
werden die Werte E,= 2,96 eV £ 0,06 eV und E,= 3,03 eV + 0,06 eV dar-
gestellt, welche deutlich grofler sind als die Werte welche durch die optisch-
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spektroskopischen Messungen gefunden wurden. Eine Vergroflerung der Ener-
gieliicke kann eventuell durch die Streuung der Ladungstriger an den Kon-
takten entstehen (vergleiche Kapitel 2.2.5).

Dotierte Polythiophene

Mit AuCl; dotierte P3OT-Molekiile haben bei geringen Temperaturen eine
deutlich hohere Leitfihigkeit als die undotierte Molekiile. Mit steigender
Temperatur erhoht sich die Leitfihigkeit solange, bis sie ein Maximum er-
reicht und danach wieder leicht abfillt (siehe Abbildung 4.25). Bei Raum-
temperatur ist die Leitfihigkeit des dotierten P3OT 2 x 10* mal grofier als
die des undotierten Molekiils.
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Abbildung 4.25: Temperaturabhiingige Leitfihigkeit von dotierten P30T-
Polymermolekiilen.

4.5.6 Deutung der Ergebnisse

Durch die Dotierung der P3OT-Molekiile erhohte sich bei Raumtemperatur
der Leitwert um fast fiinf Gré8enordnungen. Dieser Ubergang wurde in den
hier priisentierten Messungen das erste mal fiir einzelne lange Polymermole-
kiile nachgewiesen.

Um die Ergebnisse mit der Theorie vergleichen zu konnen, wurden die Messda-
ten mit den verschiedenen theoretischen Modellen angepasst. In Abbildung
4.25 erkennt man, dass die Fits, die durch das Hopping-Modell, das durch
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Gleichung (2.37) beschrieben wird, mit den Werten y = % und i und mit dem
Sheng-Modell aus Gleichung (2.39), die Daten gut beschreiben. Um zu kl&-
ren welches Modell P30T am besten beschreibt ist es notwending, gerade bei
tieferen Temperaturen, eine gréflere Dichte an Datenpunken aufzunehmen.
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Kapitel 5

Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde der langreichweitige Ladungstransport in DNA und
Polythiophen untersucht. Es hat sich gezeigt, dass DNA bis zu einer Auf-
losungsgrenze von 107% S in einer trockenen Atmosphire keine elektrische
Ladung transportiert und ein intrinsischer Nichtleiter ist. Durch Uberent-
wickeln des Photolacks konnten Spaltbreiten zwischen den Elektroden bis zu
einer minimalen Breite von 25 nm hergestellt werden. Ein Film aus Poly(dG)-
Poly(dC)-dsDNA iiber so einer Struktur zeigte bei Umgebungsbedingungen
sogar eine geringere Leitfihigkeit. Dies legt den Schlufl nahe, dass nicht nur
die Anzahl der Molekiile, sondern auch ihre Anordnung wichtig ist, da durch
die DNA die effektive Oberfléiche, iiber die die Ladungstréiger transportiert
werden konnen, vergroflert oder verkleinert werden kann. Ein weiterer Fak-
tor, den die Leitfihigkeitsmessungen beeinflussen, sind elektrochemische Re-
aktionen an den Elektroden. Der Ladungstransport durch DNA ist wegen der
Vielzahl von schwer kontrollierbaren Wechselwirkungen mit der Umgebung,
wie z. B. der Gegenionen im Riickgrat oder der Oberfléiche des Substrats,
unzureichend verstanden. Wie und in welcher Anzahl sich die DNA iiber
die Elektroden gelegt hat, hingt am stérksten von der Beschaffenheit der
Oberfléichen und deren Rauigkeit ab.

Messungen an P30T (Poly(3-octylthiophen-2,5-diyl) zeigen, dass es durch
die hier entwickelte und eingesetzte Technologie moglich ist, die Leitfihigkeit
durch einzelne leitfihige Polymere zu bestimmen. Durch die Dotierung der
P30T-Molekiile mit Goldtrichlorid erhohte sich bei Raumtemperatur der
Leitwert um fast fiinf GroBenordnungen. Dieser Ubergang wurde das erste
mal fiir einzelne lange Polymermolekiile nachgewiesen und konnte gut durch
verschiedenen theoretische Modelle beschrieben werden.

139
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Obwohl die Ergebnisse von Arbeitsgruppen, die den Ladungstransport durch
DNA mit chemischen Methoden am Ensemble gemessen haben, recht ein-
deutig zeigen, dass DNA Ladung transportieren kann, zeigte sich in dieser
Arbeit, dass DNA in einer trockenen Umgebung ein intrinsischer Isolator ist.
Gerade der Ladungstransport von Distanzen iiber 10 nm und mehr ist mit
seiner groflen Breite von verschiedenen Ergebnissen sehr strittig. Das grofite
Problem bei der Untersuchung der Leitfdhigkeit von DNA ist die gezielte
Immobilisierung der DNA in ihrer natiirlichen Hohe von 2,3 nm in der B-
Konformation. Verlissliches Immobilisieren von DNA in dieser Hohe scheint
nur in Fliissigkeit mit speziellen Losungen oder bestimmten funktionalisier-
ten Oberfldchen zu funktionieren. Ist die Hohe der DNA kleiner, so sagt die
Theorie voraus, dass Ladungen auf den Basen lokalisiert werden und kein
Strom flieen kann. Da DNA fiir Strom-Spannungsmessungen getrocknet
werden musste, war es nicht moglich, DNA mit einer Hohe von 2,3 nm zu
untersuchen.

Das Problem der gezielten Immobilisierung von DNA wird seit langem dis-
kutiert [22,128]. Fiir weitere Untersuchungen an DNA, nicht nur ihrer Leit-
fihigkeit, ist es von immenser Bedeutung, ihre Wechselwirkung, vor allem
mit dem Substrat, zu kennen, um so eine gezielte und reproduzierbare Im-
mobilisierung der DNA zu gewiihrleisten. Gerade fiir die Entwicklung von
Biochips ist dieses Verstéindnis der Wechselwirkungen wichtig, um Daten und
Ergebnisse verliisslich bewerten zu kénnen. So kann beispielsweise DNA auf
einer Oberfliiche immobilisiert werden, um anschliefend Medikamente oder
Proteine aus einer Losung an die DNA zu binden. Aus den Messdaten vor
und nach dem Binden der Medikamente oder Proteine kann man Aussagen
iiber die Bindungseigenschaften der Reaktionspartner machen [172].

Um den Ladungstransport der DNA besser verstehen zu kénnen und um of-
fene Fragen zu beantworten, miissen Experimente durchgefiihrt werden, bei
denen die DNA-Molekiile gezielt zwischen Elektroden, die kleiner als 10 nm
sind, immobilisiert werden. Wird die DNA auf einer Oberfliiche immobili-
siert, muss darauf geachtet werden, dass sie iiber 2 nm hoch ist, damit die
Orbitale iiberlappen konnen. Eine weitere wichtige Frage ist, ob DNA, wenn
sie auf einer Oberfliiche immobilisiert wird, ihre Helixstruktur verliert und
somit auch ihre Leitereigenschaften. Neben den Experimenten von Porath et
al. [17,106] wiren auch Break Junctions, die schon héufig bei Einzelmolekiil-
messungen benutzt wurden, eine Moglichkeit. Sollten auch diese Experimen-
te keine Leitfihigkeit zeigen, so liefle sich folgern, dass DNA eine wissrige
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Losung braucht, um Ladungen von einer Base zur niichsten zu transportie-
ren, entweder weil durch die Gegenionen im Riickgrat neue Leitungsbénder
entstehen konnen [17,20,54,58,60-63], die die Elektronen durch die DNA lei-
ten konnen, oder weil die Gegenionen im Riickgrat die Ladungen auflerhalb
der DNA bewegen.

Grofle Hoffnungen werden in die DNA als funktioneller Baustein fiir selbst-
organisierende Strukturen gesetzt [182]. Die iiberhéingenden spezifischen Se-
quenzen von einem DNA-Strang konnen fiir eine gezielte Immobilisierung
von DNA an Proteinen oder schon immobilisierter DNA zu einer definier-
ten DNA-Struktur benutzt werden. Diese DNA-Strukturen kénnen dann
als Schattenmaske bei Aufdampfprozessen oder Belichtungsprozessen benutzt
werden [183-184]. Eine weitere Anwendungsmoglichkeit ist, an einem DNA-
Molekiil Metallatome kondensieren zu lassen und kleine Drihte herzustellen
[105,185]. Keren et al. [186] zeigte, dass CNT (Carbon Nanotubes; Kohlen-
stoffrohren), mit Hilfe von DNA, Proteine und deren Antikérpern an einem
definierten Ort aufgebracht werden konnten. Da DNA nur unter bestimmten
Bedingungen Ladungen transportieren kann, schligt Kawai vor, leitfihige
organische Molekiile in DNA-Molekiile zu integrieren. Die DNA kann dann
als Geriist fiir Strukturen benutzt werden [97]. Eine technologische Anwen-
dung in diese Richtung wiire beispielsweise ein Diinnschichtlaser aus einem
DNA-Film, der mit dem Farbstoff Himocyanin dotiert wurde [187].

Fiir die Entwicklung kleinster Strukturen und Nanoelektronik sind Nan-
odréhte [16,166,188], langkettige organische Molekiile [16,89] oder CNT (Car-
bon Nanotubes; Kohlenstoffrohren) [16,188] vielversprechende Ansiitze. Or-
ganische Molekiile zeigen eine grofie Vielfalt an Anwendungsmoglichkeiten.
So gibt es theoretische Uberlegungen, organische Molekiile durch Solitonen
als Molekiilschalter zu benutzen oder aus ihnen ein Schieberegister zu bau-
en [16]. Messungen an organischen Molekiilen wurden bis jetzt allerdings
entweder an Molekiilfilmen [89] oder an Einzelmolekiilen iiber einen klei-
nen Abstand in eine Break Junction [189] durchgefiihrt. Bei den halbleiten-
den Nanodrihten, die einen Durchmesser zwischen 2 nm und 30 nm haben,
konnen die elektrischen Eigenschaften bei der Synthese beeinflusst werden.
Durch tibereinander legen von Nanodréhten aus p-Si und n-GaN konnen bei-
spielsweise p-n-Ubergiinge hergestellt werden, aus denen man logische Gat-
ter entwickeln kann [166]. CNT konnen je nach Chiralitét und Durchmes-
ser metallische Leiter oder Halbleiter sein. Durch Kombination erhélt man
verschiene Grenziibergéinge zwischen den CNT, woraus man beispielsweise
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Transistoren bauen kann [190-192].
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