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1. Einleitung

Die Biophysik untersucht und beschreibt biologische Systeme und bringt dabei — im
Gegensatz zu verwandten Disziplinen wie Chemie oder Biologie — hauptsidchlich
physikalische Messmethoden und -apparaturen zur Anwendung. Hierbei werden
beispielsweise mechanische Kriéfte, elektrische Ladungen, Spannungen und Strome,
Bindungs- und Zerfallsraten oder optische Spektren bestimmt um biologische
Zusammenhdnge zu beschreiben und Interaktionen verschiedener Biomolekiile aufzudecken.
Viel héaufiger als andere Physikbereiche folgt sie dabei der Prdmisse induktiver
Erkenntnisgewinnung: Aus der Fokussierung auf einzelne Details und deren Verstdndnis leitet
sie eine allgemeingiiltigere Theorie zur Beschreibung immer komplexerer biologischer
Systeme her, um sich so in Einzelschritten der Beschreibung des interessierenden
Gesamtsystems langsam anzundhern. Vom Einzelnen hin zum Allgemeinen: Besonders bei so
komplexen Systemen wie biologischen Organismen — bei denen schon kleinste Anderungen,
teils sogar nur auf atomarer oder molekularer Ebene, das Gesamtsystem erheblich
beeinflussen konnen — wire ein umgekehrtes Vorgehen von nur geringem Erkenntnisgewinn.
Aus der Betrachtung des Gesamtsystems allein kdnnte man wenig Aussagen iiber die
zahllosen zugrundeliegenden Mechanismen ableiten und damit ebenso wenig Voraussagen
iiber Einfliisse und Storungen treffen, die beschreibenden Parameter wiren nur sehr grobe
Mittelwerte.

Aus diesem Grund sind Einzelmolekiil-Experimente ein wesentlicher Bestandteil
biophysikalischer Forschung. Jeder Organismus wird letztlich durch die Vorginge auf
molekularer GroBenskala bestimmt; hier entscheiden sich das reibungslose Funktionieren, das
Antworten auf Storeinfliisse, das Reparieren von Schiden und das zukiinftige Fortbestehen.
Auch die Entstehung des Lebens iiberhaupt beruht im Grundsatz auf den physikalischen
Prozessen nach denen sich Molekiile selbst organisieren, mit ihrer Umwelt oder untereinander
interagieren und somit die Entwicklung in eine bestimmte Richtung — hin zu immer
komplexeren Systemen — treiben. Das Wunder des Lebens steckt also in den an sich
unbelebten Molekiilen und die biophysikalischen Wechselwirkungen zwischen jenen hauchen
thnen schlieBlich das Leben ein.

Auch diese Arbeit soll sich mit der Untersuchung von einzelnen Biomolekiilen — wie zum
Beispiel Proteinen, Lipiden und Nukleinsduren — sowie deren Wechselwirkung sowohl mit
duBeren Einfliissen als auch untereinander befassen. Zur Untersuchung der mechanischen
Eigenschaften dieser Molekiile ist dabei aufgrund ihrer unerreicht sensitiven Kraftauflosung
die Optische Pinzette prédestiniert. Hierbei wird mithilfe eines starken Laserstrahls ein
kleines Mikrokiigelchen beriihrungslos gefangen, an welchem anschlieBend Biomolekiile
immobilisiert und nanometergenau manipuliert werden konnen. Das photonische Potential in
dem sich das Kiigelchen befindet, sorgt dariiber hinaus dafiir, dass selbst winzige auf das
Kiigelchen einwirkende Krifte zu einer deutlich messbaren Auslenkung aus dessen
Gleichgewichtslage fiihren. Im Gegensatz zu anderen kraftspektroskopischen Methoden wie
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z.B. dem Rasterkraftmikroskop kann die Optische Pinzette somit kleinste Krifte im Sub-
Piconewton-Bereich messen oder gezielt ausiiben und erlaubt ferner ein sehr einfaches
Experimentieren unter wissriger Pufferlosung, was fiir die meisten Biomolekiile die normale
physiologische Umgebung darstellt.

Fiir einen grofen Teil dieser Arbeit wurde die Optische Pinzette iiberdies mit Messungen an
Nanoporen kombiniert. Dies sind kleinste, nur wenige Nanometer grofe Locher in einer
diinnen Membran, welche es z.B. durch Anlegen einer elektrischen Transmembran-Spannung
erlauben, passierende Biomolekiile zu detektieren. Wie diese Arbeit zeigen soll, sind
Nanoporen dariiber hinaus ein sehr hilfreiches Werkzeug um auch strukturelle oder
dynamische FEigenschaften der Biomolekiile wdhrend dieser Translokationsereignisse
aufzukliren. Als einfaches Modellsystem fiir die Vielzahl natiirlich vorkommender
Nanoporen und Ionenkanile, und der damit verbundenen Transportprozesse in Zellen, sind
kiinstlich hergestellte Nanoporen von hohem Interesse sowohl in der Grundlagenforschung als
auch in vielseitigen speziellen Anwendungsgebieten wie z.B. der Medizintechnik. So gibt es
zum Beispiel bereits seit dem Jahr 1996 die Idee, einen einzelnen DNA-Strang kontrolliert
durch eine Nanopore hindurch zu fddeln und dabei aus dem lonenstromsignal die genaue
Sequenz der Basenpaare abzulesen [1], was eine erhebliche Geschwindigkeitssteigerung und
Kostensenkung gegeniiber herkommlichen Sequenzierungsmethoden verspricht und einen
Quantensprung fiir die personalisierte und zielgerichtete Medizin darstellen konnte.

Bisher ist diese sogenannte Nanoporen-Sequenzierung aus diversen, hauptsdchlich
experimentellen Griinden — von denen auch diese Arbeit berichten wird — noch nicht in
zufriedenstellenden MafBstdben gelungen, doch auf dem Weg zu diesem Ziel kam es zu vielen
Entdeckungen, unerwarteten Effekten und neuen Erfindungen, so dass die Forschung auf dem
Gebiet der Nanoporen eher befliigelt als gehemmt wurde.

Im Detail beschiftigt sich diese Arbeit im ersten Teil mit Translokationsprozessen von DNA
und DNA-Ligand-Komplexen durch Nanoporen. Es werden die auftretenden Effekte,
MessgroBBen und maBgebenden Einflussfaktoren genauer untersucht und die durchgefiihrten
experimentellen Verbesserungen vorgestellt. Insbesondere wird gezeigt, wie sich
Modifikationen der Nanoporen auf die Translokationsereignisse und Messungen auswirken
konnen, wenn zum Beispiel die Porengrofle, die duBeren Bedingungen (Salzkonzentration,
elektrische Spannung usw.) oder das Material der Nanoporenmembran (Siliziumnitrid,
Graphen, Carbon-Nanomembran, Lipiddoppelschicht) verédndert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wird anhand von mafgeschneiderten, synthetisierten und DNA-
bindungsfihigen Liganden — den zweikernigen Metallkomplexen — gezeigt, wie die im ersten
Teil verwendeten Messmethoden und Erkenntnisse weiter verwendet werden kdnnen um die
biophysikalischen Eigenschaften und Wirkweisen bisher vollig unbekannter Stoffe
experimentell zu bestimmen.
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2. Grundlagen

Dieses 2. Kapitel beschéftigt sich mit den theoretischen Grundlagen und liefert eine
Einfiihrung in diejenigen biologischen, chemischen und physikalischen Hintergriinde die zum
Durchfiihren und zum Verstindnis der Experimente sowie deren Auswertung und
Interpretation bendtigt werden. Im darauf folgenden 3. Kapitel erfolgt eine Beschreibung der
verwendeten Materialien, Versuchsaufbauten, Prédparationsschritte und Messmethoden.
Anschlieend folgt im 4. Kapitel schlieBlich die Darstellung und Diskussion der gewonnenen
Messergebnisse und im abschlieBenden 5. Kapitel eine Zusammenfassung der Erkenntnisse
dieser Arbeit in Bezug zum aktuellen Stand der Forschung und ein Ausblick auf mdgliche
zukiinftige Experimente und Verbesserungen. Im Anhang befinden sich eine Liste der
Publikationen und Konferenzbeitrige des Autors, sowie ein Lebenslauf.

2.1. Optische Falle

Die Entdeckung des Prinzips der Optischen
| Falle — nach dem sich kleine Objekte durch
photonisch ausgeiibte Streu- und
Gradientenkrifte  beriihrungslos  einfangen
lassen — gelang Arthur Ashkin bereits im Jahre
1970, motiviert von der Fragestellung, ob der
Strahlungsdruck eines fokussierten Laserstrahls
ausreicht, um eine messbare Beschleunigung
auf mikrometergroBe Latexkiigelchen in
wissriger Losung zu vermitteln [2]. Thm gelang
es in diesem Experiment zwei unterschiedliche
Effekte zu beobachten: Zum einen bewegten
sich die Mikropartikel wie erwartet, aufgrund
Al?bildung 1: Joseph D.ziedzic upd Arthgr Ashkin der Streukrifte die bei der Reflektion der
be¥ der Demopstratlon ihrer thlschen P1'nzette. Laserstrahlung an diesen Mikrokiigelchen
With permission by: AIP Emilio Segre Visual . . . .
Archives, Physics Today Collection, photos.aip.org entstehen, in axialer Ausbreitungsrichtung des
Lasers. Zum anderen wurden sie jedoch auch
radial durch die aus der Lichtbrechung herrithrenden Gradientenkréfte beschleunigt, stets in
Richtung zur optischen Achse des Lasers hin, also zur hochsten Strahlungsintensitit und
waren damit bereits in zwei Dimensionen gefangen.

Um nun eine stabile dreidimensionale optische Falle zu erzeugen, musste die vom Laserstrahl
erzeugte Streukraft, welche die Kiigelchen in Ausbreitungsrichtung des Lasers beschleunigte,
vollstindig kompensiert werden. Ashkin experimentierte hierfiir mit einem zweiten, genau
entgegengesetztem Laser, welcher ebenfalls eine Streukraft bewirkte und das Kiigelchen
damit in einem Gleichgewichtszustand (,,optical well*) verharren lie3 [2]. In einem weiteren
Versuch wurde die Gravitation der Erde genutzt um die Streukraft des Lasers zu
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kompensieren, indem der Aufbau so nach oben ausgerichtet wurde, dass die Kiigelchen auf
dem Laserstrahl schwebten (,,optical levitation*) [3]. Beide Moglichkeiten schréankten den
experimentellen Aufbau jedoch stark ein, da eine perfekte Ausrichtung der (beiden) Laser
bendtigt wurde und die Stabilitdt der Falle sehr stark von der Balance zwischen Streu- und
Schwerkraft (bzw. zwischen den Streukriften beider Laser) abhing. Damit fiihrten z.B.
Leistungsschwankungen des Lasers zur Instabilitidt der Falle und auch die Groenverteilung
der verwendbaren Kiigelchen war aus diesem Grund sehr eingeschrinkt.

Die eleganteste Losung zur Realisierung einer dreidimensionalen optischen Falle fanden
Ashkin, Dziedzic, Bjorkholm und Chu schlieBlich 1986 in den Bell Laboratories, indem ein
einzelner Laserstrahl so stark fokussiert wurde, dass der dadurch erzeugte Intensitdtsgradient
zu einer zusitzlichen, nun axialen, Gradientenkraft fiihrte, die stark genug war um die vom
Laser ebenfalls ausgeiibte Streukraft zu kompensieren [4]. Widerstandsfidhig gegeniiber
Schwankungen und &uferen Einfliissen lie sich so durch einen sehr einfachen und robusten
Aufbau eine stabile optische Falle erzeugen, deren Anwendungsmoglichkeit sich nun {iber
verschiedenste Fachgebiete und PartikelgroBen erstreckte. Den Einzug in die Biophysik als
Optische Pinzette begriindete ebenfalls Ashkin, indem es ihm gelang die Falle zum Fangen
von Viren, Bakterien und anderen einzelnen Zellen einzusetzen und diese durch die
Verwendung eines Infrarot-Lasers dabei hochprédzise und ohne jegliche Beschddigung zu
manipulieren [5,6]. Auch die Idee, die optische Falle zum Fangen von einzelnen Atomen zu
benutzen stammt urspriinglich von Ashkin [7,8], doch erst seinem Kollegen Steven Chu
gelang die Weiterentwicklung der optischen Falle soweit, dass einzelne neutrale Atome stabil
mit einem Laser gefangen und gekiihlt werden konnten, wofiir er schlieBlich 1997 den
Nobelpreis in Physik erhielt.

Funktionsprinzip

Im Bereich der Rayleigh-Streuung, fiir den der Partikeldurchmesser d sehr klein im Vergleich
zur verwendeten Wellenldnge des einfallenden Lichts ist (d < 0,2 - 1) konnen die Partikel als
Punktdipole angesehen werden, auf die in einem inhomogenen elektromagnetischen Feld die
Lorentzkraft wirkt, woraus sich schlieBlich eine Beschreibung der Streu- und
Gradientenkrifte ableiten ldsst [9]. Dagegen ist die Beschreibung der auftretenden Kréfte im
Bereich der Mie-Streuung (d > 4), wie sie auch bei den in dieser Arbeit verwendeten
Mikrokiigelchen auftritt, durch die anschaulichere geometrische Strahlenoptik moglich. In
beiden Bereichen ist das Grundprinzip jedoch das gleiche: Reflektion und Brechung am zu
fangenden Partikel fiihren zu einer Impulsdnderung des eingestrahlten Laserlichts und damit
aufgrund der geltenden Impulserhaltung zu einem Impulsiibertrag auf das Partikel, welches
bei geschickter Einstellung der Parameter von den dabei iibermittelten Kréiften schlielich
gefangen gehalten wird.

Fiir die radial auftretenden Kréfte, die ein Kiigelchen zur optischen Achse des Laserstrahls hin
ziehen und es damit bereits in zwei Dimensionen gefangen halten, ist dieses Funktionsprinzip
in Abbildung 2 fiir ein leicht aus der optischen Achse ausgelenktes Kiigelchen dargestellt: Ein
Laserstrahl wird in der Grundmode (TEMy) betrieben und weist aus diesem Grund in der
radialen = Ebene eine nahezu  gaullformige Intensititsverteilung der  Form
I = Lyexp(—2r2/w?) auf. Hierbei ist I die Intensitit des Strahles im radialen Abstand r
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von der optischen Achse (bei welcher die maximale Strahlintensitét I« erreicht wird). Die
generelle Strahlweite w kann sich dabei je nach Fokussierung oder Strahlqualitit in axialer
Ausbreitungsrichtung dndern.

Intensitét >

+r

v \

Abbildung 2: Zustandekommen der Krifte auf ein Mikrokiigelchen in einem geradlinigen Laserstrahl, die es
radial in Richtung der optischen Achse und axial in Strahlrichtung hin beschleunigen.

Der exemplarische Teilstrahl A wird beim Auftreffen und Passieren des Kiigelchens an
dessen AuBlen- und Innenseite sowohl reflektiert als auch gebrochen und fiihrt dabei zu
Kriften (FA) die auf das Kiigelchen iibertragen werden: Die beiden Reflektionen (Indizes R1
und R2) folgen dem Reflektionsgesetz, nach welchem Ein- und Austrittswinkel im Bezug
zum grau gestrichelten Lot auf der Kugeloberfliche von gleicher Grofle sein miissen. Die
dabei iibertragenen, sogenannten Streukrifte (FAgr; und FAg,) zeigen jeweils in Lotrichtung.
Die Brechung des transmittierenden Laserstrahls erfolgt dagegen beim Eintritt ins Kiigelchen
(Index B1) zum Lot hin und beim Austritt (Index B2) vom Lot weg, da der Brechungsindex
des Mikrokiigelchens — als wesentliches Kriterium fiir eine stabile Falle — groBer ist als
derjenige des umgebenden Mediums. Die bei der Brechung iibertragenen Krifte (FAg; und
FAg;) ergeben sich sehr anschaulich aus dem gedachten Krifteparallelogramm (gebrochener
Strahl und iibertragene Kraft miissen zusammen addiert aufgrund der Impulserhaltung dem
eingestrahlten Impuls entsprechen) und besitzen sowohl eine Komponente in
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Ausbreitungsrichtung des Lasers, als auch in Richtung der hdchsten Intensitit auf der
optischen Achse, weshalb sie oft als Gradientenkrifte bezeichnet werden.

Addiert man nun alle vom Teilstrahl A ausgeiibten Streu- (FAg;, FAgy) und Gradientenkréfte
(FAg1, FAgy), so ergibt sich netto eine Kraft FA mit Komponenten sowohl in Strahlrichtung
als auch in Richtung der hochsten Intensitéit. Das Kiigelchen wiirde also vom Strahlungsdruck
des Lasers ,,angeschoben* und gleichzeitig zur optischen Achse hingezogen werden.
Der Teilstrahl B erzeugt ganz analog die gleichen Kréfte, die jedoch aufgrund der Symmetrie
am Kugelmittelpunkt gespiegelt erzeugt werden. Die netto ausgeiibte Kraft FB hat damit
Komponenten sowohl in Strahlrichtung als auch in Richtung von der optischen Achse weg.
Aufgrund der gauBBformigen Intensitdtsverteilung sind diese Krifte des Teilstrahles B jedoch
von schwicherer Intensitét als die vom achsenndheren Teilstrahl A erzeugten Kréfte. Addiert
man dementsprechend iiber beide Teilstrahlen, ergibt sich schlussendlich eine Gesamtkraft
Fgesami, welche das Kiigelchen in Strahlrichtung beschleunigt und dabei stets in die Strahlmitte
auf die optische Achse zieht. In der Abbildung sind die addierten Kréfte der Teilstrahlen A
und B als FA und FB, sowie die daraus resultierende Gesamtkraft Foesame Im zueinander
korrekten Verhiltnis als graue Pfeile im Kugelmittelpunkt aufgetragen.

Um das Kiigelchen nun auch in der dritten Dimension — der axialen Strahlrichtung — zu
fangen und damit eine stabile dreidimensionale Falle zu erzeugen, wird der Laserstrahl nach
Ashkins Idee [4] stark fokussiert, wodurch die nun auch axial auftretenden Gradientenkréfte
in negativer Strahlrichtung grofl genug werden um die beschriebenen Kraftkomponenten in
positiver Strahlrichtung vollstindig zu kompensieren.

Abbildung 3: Zustandekommen der Krifte auf ein Mikrokiigelchen in einem fokussierten Laserstrahl, die es
axial zum Fokus des Lasers hin beschleunigen.
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In Abbildung 3 ist der stark fokussierte Laserstrahl durch zwei exemplarische Teilstrahlen A
und B dargestellt. Wieder werden beide Strahlen beim Ein- und Austritt sowohl reflektiert als
auch gebrochen, was an allen Grenzflichen zu Streu- und Gradientenkréften fiihrt, die sich
analog zu Abbildung 2 konstruieren lassen. Gezeigt sind hier nur jeweils die Summe dieser
Teilkréfte beider Teilstrahlen (FA und FB) sowie die daraus resultierende Gesamtkraft Fyeqamt.
Fir ein Kiigelchen, dessen Brechungsindex groBer ist als derjenige des umgebenden
Mediums, zeigt die resultierende Kraft stets in Richtung des Laserfokus, egal ob es sich in
axialer Strahlrichtung davor (linke Bildhilfte) oder dahinter (rechte Bildhilfte) befindet.

Sobald die Vektorsumme {iiber alle bisher beschriebenen radialen, axialen und &dulleren
Teilkriafte (Streu-, Gradienten-, Schwerkraft) verschwindet, befindet sich das Kiigelchen
durch diese Kombination aus gaullformiger Intensitdtsverteilung und starker
Strahlfokussierung somit in einem Gleichgewichtszustand nahe des Laserfokus und ist
dadurch in allen drei Raumdimensionen stabil gefangen. So kann es fiir die verschiedensten
Experimente manipuliert und zum Messen von Kriften verwendet werden.

In der Biophysik kommen hierbei vor =
allem Nd:YAG Infrarot-Laser mit einer R
Wellenldnge von 1064 nm zum Einsatz, 10° |
da es bei den hohen bendtigten
Laserleistungen schnell zu Autheizungen
und Beschiddigungen der Proben kommen
kann. Man  benétigt also  eine
Wellenlidnge, die sowohl vom gefangenen
Objekt  (Mikrokiigelchen, Bakterium,
Zelle usw.) als auch vom umgebenden 02l Ho
Medium  (Probenkammer,  wéssrige Elp diode lasers — |
Pufferlésung usw.) so wenig wie mdglich 10 : ' ' '
absorbiert wird, was vor allem im nahen
Infrarotbereich gegeben ist, wie in - - .

Abbildung 4 dargestellt [10]. Gleichzeitig | popgncton  Chrmmennen - (booxy. - und
fiihrt eine grofBere Wellenlinge zu einer Oxyhemoglobin), in Bezug zur Wellenlinge von
grofleren Ausdehnung des Laserfokus und Infrarotlasern. Aus [10]

damit zu einer geringeren Strahlintensitat
am gefangenen Objekt, ohne dabei jedoch an Haltekraft der Falle einzubiiBen [11], so dass
auch hierdurch optische Schadigungen reduziert werden konnen. Ein dritter Vorteil infraroter
Strahlung ist schlieBlich, dass diese sich sehr einfach von sichtbarer Strahlung trennen lésst
und damit die optische Falle keinen stérenden Einfluss mehr auf eventuelle visuelle oder
videobasierte Messungen und Auswertungen hat.

Region of -
Relative Transparency

Hb

Absorption Goefiicient (cm ™)
=y

)
Nd:YAG

250 500 750 1000 1250 1500 4000 8000 12000
Wavelength (nm)

Mittlerweile kommen zur weiteren Vermeidung von Probenschidigungen sowie zur
Erhohung der Fallenstabilitdt auch zahlreiche andere Strahlprofile anstatt der beschriebenen
gaullformigen Intensititsverteilung zum Einsatz. So bewirkt zum Beispiel ein Ausblenden der
achsennahen Strahlung, welche hauptsédchlich Beitrige zu den unerwiinschten Streukréften
liefert, dass die stark divergierenden achsenfernen Strahlen anteilig héhere Gradientenkrifte
ausbilden konnen. Durch so ein ,,Doughnut“-Profil (TEMy;-Mode) kénnen Partikel vor allem
in axialer Strahlrichtung stabiler gefangen werden [12] und es ergeben sich neue
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Anwendungsgebiete wenn Partikel Eigenschaften aufweisen — wie erhohte Reflektivitit fiir
die verwendete Strahlung, oder véllige Undurchlissigkeit wie z.B. bei Metallpartikeln — die
ein Fangen in herkdmmlichen gauBBférmigen Fallen stark erschweren wiirden [13,14].

Kraftmessung und Kalibrierung

Ein mit der Optischen Pinzette gefangenes Objekt kann nicht nur dazu benutzt werden durch
Verschiebung der Fallenposition in einer Probenkammer Kréfte auf andere Objekte
auszuiiben, sondern bietet auch den gro3en Vorteil die einwirkenden externen Krifte auf das
gefangene Objekt selbst sehr prizise messen zu konnen. Dieses befindet sich aufgrund der
Laserstrahlung in einem photonischen Potential, das fiir die ndhere Umgebung des Laserfokus
als harmonisch angesehen werden kann:

V(x) = %kx2 (1)

Eine externe Kraft F auf ein gefangenes Kiigelchen fiihrt damit zu einer — der Kraft
proportionalen — Auslenkung x aus der Gleichgewichtslage, wobei der Proportionalititsfaktor
k hier, dhnlich zur Federkonstanten aus dem Hookschen Gesetz, die Stirke bzw. Steifigkeit
der optischen Falle enthélt:

F=-k-x (2)

Fiir typische Anwendungen und KugelgroBen von mehreren Mikrometern gilt diese Linearitét
je nach Richtung bis zu Auslenkungen von ungefdhr dem 0,6-fachen des Kugelradius [15],
jenseits davon kann sich die Fallenstiarke zundchst stark erhohen bis das Kiigelchen den
riickstellenden Einfluss des Potentials schlieBlich ganz verlésst.

Um die externen Kréfte auf das gefangene Kiigelchen zu bestimmen, muss also die
Auslenkung x aus der Gleichgewichtslage gemessen werden. Dariiber hinaus gestaltet sich die
genaue Berechnung der von der Falle ausgeiibten Kréfte in den meisten Féllen als sehr
schwierig oder gar unmoglich, so dass der Parameter k ebenfalls experimentell kalibriert
werden muss. Fiir beide Messgroflen gibt es mehrere mogliche Zuginge von denen die
gebrauchlichsten kurz erldutert werden sollen:

X: Zur Bestimmung der Auslenkung x aus der Gleichgewichtslage in der optischen Falle
kann zum einen das vorwértsgestreute Laserlicht benutzt werden, welches das
Kiigelchen passiert hat. Dieses wird mit einem zweiten Objektiv aufgefangen und, da
sich dieser Strahlkegel bei einer radialen Auslenkung des Kiigelchens ebenfalls mit
verschiebt, als Indikator fiir die Auslenkung verwendet [16]. Eine Bestimmung der
axialen Auslenkung kann dagegen iiber die Intensitit des aufgefangenen Lichts oder
iiber Interferenzeftekte geschehen [17-19].

Eine zweite Moglichkeit, welche den experimentellen Aufbau nicht so stark
einschrankt und auf ein zweites Objektiv verzichten kann, besteht darin das meist sehr
schwache riickgestreute Licht vom Kiigelchen durch den bereits vorhandenen
Hauptstrahlengang zu detektieren. Dies geschah historisch zuerst durch einen zweiten
Laser, dessen geeignet gewihlte Wellenlinge eine hohe Reflektivitit am Kiigelchen
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garantierte [20,21], und danach in Weiterentwicklungen durch die Ausnutzung der
Polarisierungsénderung des vom Fallenlaser selbst zuriickgestreuten Lichts [22,23].

Als dritte Moglichkeit kann ein Videobild des gefangenen Kiigelchens aufgenommen
werden und die Auslenkung desselbigen als direkte Bewegung oder Grofendnderung
im Bild detektiert werden [24]. Dies gewinnt vor allem in letzter Zeit aufgrund der
Fortschritte in Computer-Rechenleistung, Kamerasensitivitidt, Videoauflésung
und -geschwindigkeit, sowie besserer Beleuchtungstechnik an Einfluss [25].
Experimentell bietet diese Methode die wenigsten Einschrinkungen und ist am
einfachsten in einen Versuchsaufbau zu integrieren und korrekt zu kalibrieren.

Bei allen Moglichkeiten kann die Umrechnung der zur Detektion verwendeten
Messgrofle (Lichtintensitét, Strahlkegelposition, Pixelverschiebung im Video usw.) in
die tatsdchliche physikalische Auslenkung x des Kiigelchens geschehen, indem eine
Kalibrierung anhand einer vorher genau bekannten mechanischen Auslenkung des
Kiigelchen durchgefiihrt wird. Dies ist z.B. durch das Anstofen des Kiigelchens an
eine feste Grenzflache und dem anschlieBenden Weiterbewegen der Falle moglich.

Zur Umrechnung der nun gemessenen Auslenkung x in eine auf das Kiigelchen
wirkende Kraft wird dariiber hinaus die Steifigkeit k der Falle benétigt. Sie gibt
Auskunft dariiber, wie stark die Auslenkung bei einer bestimmten Kraft tatsachlich ist.
Auch hier gibt es mehrere Ansidtze, wie sich die Fallensteifigkeit experimentell
kalibrieren lésst. In der praktischen Anwendung sollte diese Kalibrierung fiir jedes neu
gefangene Objekt auch erneut durchgefiihrt werden, da die Fallenstirke von den
Eigenschaften des konkret gefangenen Objekts abhingt.

Die einfachste und am haufigsten zum Einsatz kommende Kalibrierungsmdoglichkeit
ergibt sich aus dem Ansatz, eine zuvor genau bekannte Kraft auf das Kiigelchen
einwirken zu lassen und aus der dabei gleichzeitig gemessenen Auslenkung nach
Gleichung 2 die Kraftkonstante k zu berechnen. In wéssriger Losung bietet sich
hierfiir die Stokes-Reibungskraft an:

Fr=—6m-1r-n-v 3)

Hierbei ist r der Kugelradius, n die Viskositit der umgebenden wissrigen Losung und
v die Stromungsgeschwindigkeit mit der das Kiigelchen laminar durch die Fliissigkeit
bewegt werden muss um die gewiinschte Reibungskraft Fr zu erzeugen. Die
Geschwindigkeit v mit der die optische Falle (oder die gesamte Fliissigkeitszelle um
die Falle herum) bewegt wird um die gewiinschte Kraft zu {ibertragen, ldsst sich durch
Piezoelektrik zumeist sehr prézise einstellen, so dass eine Neukalibrierung schnell,
ohne groflen Rechenaufwand und in Echtzeit erfolgen kann.

Ungenauigkeiten bei der Kalibrierung rithren vor allem daher, dass Gleichung 3 nicht
mehr exakt gilt, wenn das Kiigelchen in der Nidhe von Grenzflichen bewegt wird. So
betrdgt der Fehler bei oberflichenparallelen Bewegungen fiir einen Abstand von 5
Kugelradien zum Beispiel 10%, fiir 2 Kugelradien bereits 40% und fiir einen
Kugelradius sogar 300% [10], was durch einen Korrekturfaktor ausgeglichen werden
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muss. Durch die starke Fokussierung des Laserstrahls hat man es oft mit sehr geringen
Arbeitsabstinden des Objektivs und deshalb mit diinnen Abmessungen der
Fliissigkeitszellen zu tun, so dass eine Néhe zu Grenzflichen bei der Kalibrierung nie
ganz ausgeschlossen werden kann und eine Korrektur beriicksichtigt werden sollte.
Ein zweiter Grund fiir Ungenauigkeiten bei der Kalibrierung iiber die Stokes-Reibung
ist die benotigte Viskositét ) der umgebenden Losung. Diese hidngt unter anderem von
der Temperatur ab, die sich im Inneren von Probenkammern oft nur schwer messen
lasst. Autheizungen durch die Beleuchtung der Zelle und durch den Fallenlaser finden
oft dynamisch und positionsabhéngig statt, so dass die exakte Temperatur wéihrend der
Kalibrierung nur abgeschédtzt werden kann. So sinkt die Viskositit von Wasser bei
einer Erwérmung von 20 °C auf 30 °C bereits um 20% [26], ein Fehler der linear in
die Gleichung (3) zur Kalibrierung eingeht.

Eine weitere Moglichkeit um die Fallensteifigkeit k zu bestimmen, ist neben der
beschriebenen Stokes-Kalibrierung, die Analyse des Rausch-Spektrums des
gefangenen Kiigelchens. In wissriger Losung vollfiihren alle mikroskopischen
Objekte aufgrund der St6Be mit Atomen und Molekiilen der Umgebung eine statistisch
verteilte Brownsche Molekularbewegung, so dass jede Kraftmessung an so einem
Partikel mit thermisch induziertem Rauschen behaftet ist. Die Bewegung des
Teilchens im harmonischen Potential der Falle wird also durch eine zusitzliche duflere
zeitabhingige Kraft F(t) bestimmt, die zur Brownschen Bewegung fiihrt und durch die
gaul3formige stochastische Variable ((t) mit Mittelwert 0 und Varianz §(t —t')
modelliert werden kann [10,27]:

y + kx = F(t) = {(t)\/2k, Ty 4)

Hierbei ist y der Reibungskoeffizient des Teilchens, kg die Boltzmann-Konstante und
T die Temperatur. Durch Fourier-Transformation dieser Gleichung und Bildung der
spektralen Leistungsdichte ergibt sich das Rauschspektrum [27]:

S(f) =

kpT
2m2y (f2+f2)

)

Die Eckfrequenz f, = —y enthélt dabei die gesuchte Fallensteifigkeit k, so dass durch

Anfitten von Gleichung 5 an die aufgenommene Rauschamplitude (als Funktion der
Frequenz) dieser Parameter k bestimmt werden kann. Allerdings muss hier beachtet
werden, dass der Reibungskoeffizient y = 6mnr ebenfalls die Viskositéit enthélt und
sich in der Ndhe von Oberflichen verdndern kann und deswegen mit den oben
beschriebenen Korrekturen betrachtet werden sollte. Des Weiteren wird fiir die
Bestimmung der Eckfrequenz eine hohe Frequenz der Datenaufzeichnung und
geniigend lange Aufzeichnungsdauer benétigt (damit sich das Kiigelchen im Mittel in
seiner Gleichgewichtsposition befindet), so dass diese Methode fiir schnelle
Neukalibrierungen in Echtzeit oder fiir videobasierte Auswertungen (aufgrund der
Begrenzung der Bildwiederholfrequenz) weniger gut zu handhaben ist. Fiir die
Videoauswertung bietet sich deswegen zum Beispiel die Allan-Varianz an, um das
Rauschspektrum auch in niedrigeren Frequenzen auswerten zu kénnen [25,28,29].
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2.2. Nanoporen

Nanoporen sind kleinste Locher, von wenigen Nanometern im Durchmesser, die sich in einer
diinnen Membran befinden, wobei der Begriff mittlerweile hauptsidchlich fiir kiinstlich
hergestellte Nanoporen in Festkorper-Membranen und fiir biologische Protein-Poren in Lipid-
Membranen verwendet wird. Da viele in der Natur vorkommende, spezifische und
unspezifische Transport- und Austauschprozesse auf zelluldrer Ebene iiber nanometergrof3e
Poren und Ionenkandle geschehen, bilden kiinstliche Nanoporen ein vereinfachtes
Modellsystem um ebendiese Prozesse genauer zu erforschen und die beeinflussenden
Parameter zu ergriinden. So sind viele biologische Vorginge, wie z.B. der spezifische
Transport von Nukleinsduren und Proteinen zwischen Zellkern und Zytoplasma durch die
sogenannten Kernporen (engl.: nuclear pore complex, NPC), bei gleichzeitigem
unspezifischen Transport von kleineren Molekiilen, aufgrund der Vielzahl der beteiligten
Teilprozesse und Helferproteine bisher noch nicht vollstindig verstanden [30], so dass die
biophysikalische Grundlagenforschung einen eigenstindigen Bereich in der Forschung an und
mit Nanoporen bildet. Auch die Herstellung der Nanoporen selbst ist mit darunter
einzuordnen, da die groBe Nachfrage nach Nanoporen fiir die unterschiedlichsten
Anwendungsgebiete (so arbeiten mittlerweile geschétzt mehr als 100 Forschungsgruppen
weltweit mit Nanoporen [31,32]) zunehmend neue Anforderungen an alternative
Herstellungsmethoden und neuartige Materialeigenschaften stellt, die selbst wiederum
Gegenstand aktueller Forschung sind.

Einen zweiten, eher anwendungsorientierten Forschungsbereich, stellt die Verwendung von
Nanoporen zum Bau von biophysikalischen und diagnostischen Sensoren dar. Hierfiir werden
die Poren zumeist in eine elektrisch isolierende Membran integriert um durch anschlieBendes
Anlegen einer elektrischen Spannung entlang der Pore die zu untersuchenden Biomolekiile
mittels Elektrophorese und —osmose durch die Pore zu ziehen, was in Abbildung 5 links
gezeigt ist. Beim Durchtritt wird der gleichzeitig gemessene lonenstrom durch die Pore
charakteristisch beeinflusst, so dass dieses Prinzip besonders in der Analytik zur schnellen
Detektion und Unterscheidung von Biomolekiilen bei hoher Datenrate geeignet ist. Mit einem
Autbau dieser Art lassen sich z.B. Nukleinsiduren unterscheiden [33] oder deren Auftrennen in
Einzelstringe untersuchen [34,35], DNA-Ligand-Komplexe nachweisen und analysieren [36—
38], Proteine detektieren [39] und ihre Funktion untersuchen [40-43] oder chemische
Reaktionen lokal beobachten [44]. Auch in zielgerichteten medizinischen Anwendungen, wie
z.B. beim Erstellen eines Blutbilds, findet dieses Prinzip als sogenannter Coulter-Counter
Anwendung, wenngleich auch mit Porendurchmessern im Mikrometerbereich, um dabei
ganze Zellen zéhlen und in der Grofe unterscheiden zu kdnnen. Mit besonders kleinen
Porendurchmessern ldsst sich dagegen steril filtern, wenn Bakterien oder Viren die
Nanoporen nicht passieren konnen [45].

Bendtigt man indessen eine langsamere Passiergeschwindigkeit der zu untersuchenden
Biomolekiile durch den Nanoporen-Sensor, so besteht eine Moglichkeit z.B. darin, die
Nanoporen mit einer Optischen Pinzette zu kombinieren, wie es auch in dieser Arbeit
geschieht. Wie in Abbildung 5 rechts dargestellt, dient das gefangene Kiigelchen hierbei als
Haltegriff um die Translokation eines Polymers wie z.B. DNA gezielt steuern oder auch ganz
stoppen zu konnen, was es unter anderem erlaubt, bestimmte Bereiche ein und desselben
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Biomolekiils beliebig oft, in wihlbaren Geschwindigkeiten und reproduzierbar abzuscannen.
Dabei kénnen neben den Ionenstromen nun auch die durch die Optische Pinzette gemessenen
Krifte zur Untersuchung dienen. Mit Aufbauten dieser Art wurden z.B. die bei der DNA-
Translokation auftretenden Kriafte und Effekte erforscht [46—48], Proteine und deren
Bindungsverhalten an DNA analysiert, oder die elektrische Ladung von Biomolekiilen
untersucht [49,50].

-@-. DNA

D

DNA

s

Abbildung 5: Durch eine angelegte Spannung werden negativ geladene DNA-Stringe frei (links) oder
kontrolliert mit Hilfe der Optischen Pinzette (rechts) durch eine Nanopore gefadelt. Gleichzeitig wird der
Ionenstrom aufgezeichnet und im Falle der Optischen Pinzette zusétzlich auch die Kraft auf das Kiigelchen.

Den dritten, eigenstindigen und mittlerweile sehr grolen Forschungszweig der
Nanoporenexperimente bildet die sogenannte Nanoporen-Sequenzierung, die auch aus den
Forschungsergebnissen der bereits genannten Bereiche unabléssig vorangetrieben wird. Im
Jahre 1996 zeigte die Forschergruppe um Daniel Branton von der Harvard Universitét, dass
beim Durchtritt eines Einzelstrangs DNA oder RNA durch eine Proteinpore Regionen mit
bestimmter Haufung eines Basentyps den lonenstrom durch die Pore unterschiedlich stark
blockieren [1,51]. So postulierte er bereits damals, dass es prinzipiell moglich sein sollte, die
Reihenfolge der Basen eines kompletten DNA-Strangs, welcher die Gesamtheit an
Erbinformationen eines Organismus enthilt, mit Hilfe von Nanoporen direkt abzulesen. Dies
wiirde erheblich schneller und billiger vonstattengehen als mit herkdmmlichen
Sequenzierungsmethoden, bei denen DNA aufwindig vervielfaltigt, markiert und zerteilt wird
und die gewonnenen Informationen anschlieBend wieder aufwindig zusammengesetzt werden
miissen. Die Methode wire zudem unanfilliger fiir Lesefehler, wiirde den gescannten Strang
intakt lassen und geschihe dariiber hinaus in Echtzeit. Auch Forschungspreise und langfristig
gesetzte Projektziele wie das ,,1000$-Genom®, nachdem die Sequenzierung des vollstindigen
humanen Genoms zukiinftig einmal fiir 1000$ und in 24 Stunden erfolgen sollte (und damit in
die GroBenordnung anderer klinischer Tests einzuordnen wire), befliigelten die Forschung
mit Nanoporen als Sequenzierungstechnik der ,,3. Generation®, da sie als vielversprechendstes
Werkzeug hierfiir geeignet scheinen [52,53].
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Dass die Nanoporen-Sequenzierung bis jetzt — trotz vieler Fortschritte und
Weiterentwicklungen — noch nicht mit den gewiinschten Zielsetzungen gelungen ist, liegt vor
allem an den umfangreichen experimentellen Herausforderungen die es zu iiberwinden gilt
[54]. So muss jede Base ein ausreichend deutliches und unterscheidbares Signal liefern, die
Pore darf jede Base nur einmal detektieren (weshalb thermische Fluktuationen in der Pore
kontrolliert oder korrigiert werden miissen) und Pore und Membran miissen ausreichend stabil
sein um die Lesevorginge (und eventuellen chemischen Behandlungen) zu iiberstehen ohne
weitere Fehler im Messsignal zu produzieren. Des Weiteren muss eine erhebliche rdumliche
Auflosung erreicht werden, da z.B. fiir eine Porenldnge von 20 nm bereits rund 60 Basen
gleichzeitig in der Porenregion wiren, was eine Unterscheidung unmdglich macht. Dies
verlangt insbesondere nach neuen Materialien und Messtechniken, um die Auflésungsgrenze
immer weiter nach unten zu verschieben. Auch die zeitliche Auflosung muss gro3 genug sein
um einzelne Basen deutlich und fehlerfrei voneinander zu unterscheiden und dabei
gleichzeitig hohe Geschwindigkeiten zulassen um die Datenmengen eines kompletten
menschlichen Genoms — welches um die 3,2 Milliarden Basenpaare enthdlt — in
konkurrenzfahiger Zeit auswerten zu konnen. Fiir eine Zielsetzung von 24 Stunden entspricht
dies noch immer einer Datenrate von 37000 Basen pro Sekunde, oder 27 Mikrosekunden pro
Basenpaar, was vermutlich nur durch eine hohe Parallelisierung von Ausleseprozessen zu
erreichen ist.

Trotz (und wegen) dieser enormen Herausforderungen, gibt es dennoch kontinuierliche
Fortschritte bei der Nanoporensequenzierung, sowohl von akademischen Forschungsgruppen,
als auch von Wirtschaftsunternehmen wie z.B. IBM, Roche oder Oxford Nanopore
Technologies. Erste kommerzielle Protein-Poren-Sequenziermaschinen sind bereits erhiltlich
um DNA- und RNA-Fragmente sowie Proteine zu analysieren [55,56]. Auch RNA-Sequenzen
[57] und epigenetische Methylierungszustinde von DNA-Abschnitten [58], welche das
Ablesen oder Ignorieren bei der DNA-Transkription steuern und bei Krebs- und
Autoimmunerkrankungen wichtig sein kénnen [59], lassen sich bereits mit Nanoporen-
Technik unterschieden, so dass die erfolgreiche Sequenzierung eines menschlichen Genoms
unter den genannten Zielsetzungen fiir Dauer und Preis mit hoher Wahrscheinlichkeit in naher
Zukunft moglich und kommerziell erhéltlich sein wird.

Herstellung von Nanoporen

Bei Experimenten mit Nanoporen kann grundsitzlich zwischen zwei verschiedenen Arten von
Poren unterschieden werden:

Protein-Nanoporen lassen sich nutzen, indem natiirlich (z.B. in
Bakterien) vorkommende Proteine in eine freistehende Lipid-
Doppelschicht eingebracht werden um dort eine Nanopore als
Kanal zwischen den zwei durch die Lipidschicht getrennten
Reservoirs zu formen, wie in Abbildung 6 dargestellt ist [60].
Dabei ist es mittlerweile moglich, die Proteine und damit die
Eigenschaften der Poren auch weiter anzupassen, indem die
Bakterien durch Mutagenese zur Ausbildung modifizierter
Proteine gebracht werden, die in dieser Art nicht natiirlich

Abbildung 6: a-Hemolysin
Pore in einer Lipid-
Doppelschicht. Aus [60]
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vorkommen wiirden. So lassen sich durch das Austauschen von einzelnen Aminoséuren der
Proteine z.B. elektrische Ladungen und hydrophile oder hydrophobe Eigenschaften der Poren
verdndern [61] oder Bindungsstellen fiir Zielmolekiile bereitstellen. Das bekannteste und am
hiufigsten verwendete Protein ist hierbei das vom Staphylococcus aureus produzierte
a-Hemolysin, doch auch viele andere porenformende Transmembranproteine (die
sogenannten Porine) wie z.B. MspA, OmpF (engl.: outer membrane protein F) und OmpC
werden je nach Anwendung direkt oder modifiziert fiir die verschiedensten analytischen
Experimente verwendet [62,63]. Allen Porinen ist hierbei gemein, dass sie eine relativ kleine
Pore (ca. 1,5 nm Durchmesser) formen, durch die nur einzelstringige DNA oder RNA
passieren kann. Dariliber hinaus bendtigen sie stets eine intakte Lipid-Doppelschicht, was
gerade fiir Langzeitexperimente eine Herausforderung darstellt.

Oftmals weit stabiler gegeniiber thermischen, elektrischen, chemischen und mechanischen
Einfliissen sind dagegen Festkorper-Nanoporen. Bei diesen lassen sich zudem die
Porengeometrien iiber einen viel groeren Bereich anpassen, die Materialien frei wahlen und
die Obertfldchen beliebig chemisch oder biologisch modifizieren [64]. Als Trager fiir die Pore
dient zumeist, wie auch in dieser Arbeit, ein kleiner (in der Halbleiterindustrie in Massen
gefertigter und deswegen leicht erhéltlicher) Siliziumchip (Abbildung 7) von ca. 3 mm
Durchmesser und 200 um Dicke, auf dessen Unterseite eine typischerweise 10 bis 400 nm
diinne Membran eines elektrisch isolierenden Materials wie Siliziumnitrid, Siliziumdioxid
oder Aluminiumoxid aufgetragen ist. In das Silizium wird ein trichterformiger Zugang zu
dieser Membran geidtzt, so dass sich in der Chipmitte ein freistehendes Membranfenster
ergibt, in das die Nanopore gebohrt werden kann.

Abbildung 7: Siliziumchip mit gedtztem trichterformigem Zugang zum Membranfenster aus
Siliziumnitrid, sowie dort hinein gebohrte Nanopore (SEM bzw. TEM-Aufnahme des Herstellers).

Zum Bohren wird entweder ein fokussierter Elektronenstrahl oder ein Ionenstrahl aus
Gallium-, Argon- oder Helium-Ionen benutzt. Alle Techniken bieten hierbei diverse Vor- und
Nachteile, die je nach Anwendungsgebiet im Voraus abgewogen werden miissen. Mit
hochenergetischen Elektronenstrahlen lassen sich so z.B. aufgrund der guten Fokussierbarkeit
besonders kleine Nanoporen bis hinunter zu 1 nm Durchmesser erzeugen, da die Membran
wiéhrend des Beschusses zum Teil verfliissigt wird und ein anfanglich grofler gebohrtes Loch
so gezielt zugeschmolzen werden kann [65]. Ionenstrahlen dagegen erlauben eine hohere
Flexibilitit was Dimensionen und Materialien der Membranen angeht, sie é&dtzen das
Membranmaterial viel schneller und erzeugen dabei eher konisch geformte Poren, wihrend
der Elektronenstrahl trichterformige, bzw. Sanduhr-férmige Poren erzeugt [66,67]. Auch die
Eigenschaften der Porenoberfliche unterscheiden sich, wenn z.B. beim Ionenbeschuss die
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Oberflache aufgeladen oder lonen zusétzlich eingebaut werden. Mit Gallium-Ionen sind so
bisher Poren-Durchmesser bis hinunter zu 10 bis 20 nm [68] und mit Helium-Ionen bis zu 4
nm maoglich [69].

Neben den beiden vorgestellten hauptsidchlich verwendeten Arten von Nanoporen gibt es
darliber hinaus auch viele Spezialanwendungen und neue Materialien oder Hybridsysteme,
wie Graphenporen [70], Glaskapillaren mit Nanometer6ffnungen [71,72], mit Lipiden [73]
oder Proteinen [43] beschichtete Festkorper-Nanoporen, aus gefalteter DNA hergestellte
Poren [74] (,,DNA-Origami‘‘), biomimetische Kernporen [30] und viele weitere.

2.3. Biomolekiile

Im Folgenden sollen die in dieser Arbeit fiir Einzelmolekiil-Experimente verwendeten
Biomolekiile sowie deren Eigenschaften einfiihrend vorgestellt werden. Hierzu zdhlen
Nukleinsduren wie die DNA, eine Vielzahl von DNA-bindenden Proteinen, sowie dariiber
hinaus verschiedenartig verwendete weitere Proteine und Lipide.

2.3.1. DNA

Die DNA (engl.: deoxyribonucleic acid oder deutsch: Desoxyribonukleinsdure) ist ein sehr
langes biologisches Kettenmolekiil. Sie kommt bis auf wenige Ausnahmen in jeder einzelnen
Zelle in allen Lebewesen vor und dient als Langzeitspeicher fiir die Gesamtheit an
Erbinformationen eines Organismus, indem sie die Anleitung zum Aufbau von weiteren
Ribonukleinsduren und Proteinen in kodierter Form enthélt. Der Aufbau und die korrekte
Funktion von lebenden Organismen, sowie deren ablaufende Stoffwechselvorginge, sind
damit essentiell abhingig vom fehlerfreien Kopieren, Dekodieren und Umsetzen der in der
DNA gespeicherten Informationen, so dass die DNA selbst, sowie alle an DNA bindenden
und mit ihr interagierenden Biomolekiile (die sogenannten Liganden) ein wesentlicher
Bestandteil biophysikalischer und medizinischer Forschung sind.

0 Bereits im Jahre 1953 wurden die strukturellen Eigenschaften
— |l der DNA von den Forschern James Watson und Francis Crick

S |:|) S aufgeklirt, wofiir sie 1962 den Nobelpreis der Medizin

o erhielten [75]. Sie entdeckten, dass DNA aus zwei langen
Phospat- Kettenstrangen besteht, die sich in Form einer Doppelhelix
S3urerest antiparallel umeinander winden. Jeder der Dbeiden

Einzelstringe ist dabei ein Polymer aus einzelnen, aneinander
gereihten Kettengliedern, den sogenannten Nukleotiden, die

OH H
Pentose selbst wiederum aus drei verschiedenen Bausteinen bestehen

Abbildung 8: Nukleotidbaustein| (V&l. Abbildung 8). Der namensgebende Pentose-Zuckerring

der DNA bestehend aus Zucker,| (die Desoxyribose) besteht  hierbei aus fiinf
Phosphatsdurerest und Base
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Kohlenstoffatomen, welche der Reihe nach mit den Bezeichnungen 1° bis 5° durchnummeriert
werden. An das 5°-Kohlenstoffatom ist ein negativ geladener Phosphatsidurerest angebunden
und an das 1°‘-Kohlenstoffatom eine von vier moglichen Basen. Dies kann entweder eine
Purin-Base in Form von Adenin (A) oder Guanin (G) sein, oder eine der beiden Pyrimidin-

Basen Thymin (T) oder Cytosin (C).

Die Aneinanderreihung der einzelnen Nukleotid-
Bausteine zu einem polymeren DNA-Einzelstrang
geschieht, indem die am 3°‘-Kohlenstoffatom der
Pentose angebundene OH-Gruppe eine Phospho-
Diesterbindung mit dem am 5°-Atom gebundenen
Phosphatséurerest des benachbarten Nukleotids eingeht.
Aufgrund der eingefiihrten Bezeichnungen ist es zudem
moglich auf dem sich so bildenden Einzelstrang eine
ausgewiesene Richtung eindeutig anzugeben (z.B. vom
3‘- zum 5°-Ende). Zur Bildung eines stabilen Polymers
lagert sich, wie in Abbildung 9 dargestellt [76], ein
zweiter polymerer Einzelstrang an den ersten an. Dieser
verlduft antiparallel (in diesem Beispiel also vom 5°-
zum 3°‘-Ende) und wird durch die Bildung von
Basenpaarungen mit dem anderen Einzelstrang
verkniipft. Die erlaubten Basenpaarungen beschridnken
sich hierbei jedoch auf die Bindung von Adenin mit
Thymin, die von zwei Wasserstoffbriickenbindungen
stabilisiert wird, sowie auf die Bindung von Guanin mit

Thymin
Adenin

5'Ende &

Eg" q@s
¥

mkﬁyd )—p ffﬂ:

j'-o

Cytos\u;ﬂ"‘)

5'Ende

Phosphat- )
desoxyribose
Riickgrat

(\QK\,_;IE(

3 Ende
Guanin

Abbildung 9: Chemische Struktur eines
DNA-Doppelstranges, mit  negativ
geladenem Riickgrat und Basenpaarung.
Quelle: [76]

Cytosin, welche drei Wasserstoffbriickenbindungen
ausbildet. Der zweite Strang enthélt aufgrund dieser Beschrinkungen also genau den
»Negativ-Abdruck® der Basensequenz des ersten Stranges. Diese Sequenz bildet den
Informationsspeicher der DNA, wobei fiir die spitere Umsetzung in Proteine jeweils drei
aufeinanderfolgende Basenpaare (ein ,,Triplett) die Kodierung fiir eine bestimmte
Aminosadure darstellen [77].

Unter physiologischen Bedingungen formieren sich die beiden
Einzelstringe zu der in Abbildung 10 gezeigten Doppelhelix-Struktur
[78], die als B-DNA bezeichnet wird. Die beiden Einzelstriange werden
durch die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den komplementéren
Basen sowie durch das Aufeinanderstapeln (engl.: base stacking) der
sich ausbildenden Basenpaare aneinander stabilisiert [79]. Die
schraubenférmige Doppelhelix besitzt einen Durchmesser von etwa
2,4 nm, ist rechtsgingig, vollfiihrt alle 3,4 nm eine vollstindige
Drehung und schliet dabei 10,4 Basenpaare mit ein, so dass diese
einen Abstand von 0,33 nm voneinander haben [80]. Das nach auflen
zeigende Riickgrat der DNA wird von den sich abwechselnden Pentose-
Ringen und Phosphatsdure-Resten gebildet und ist aufgrund der
negativen Ladung der Phosphate mit zwei Elektronen pro Basenpaar

Abbildung 10:

selbst stark negativ geladen. Es schlieft die fast senkrecht zur
B-DNA. Quelle: [78]

Drehachse stehenden Basenpaar-Stapel ein, wobei sich aufgrund dieser
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Konformation jedoch (als kleine und groB3e ,,Furche* bezeichnete) Bereiche ergeben, in denen
die Basen nicht vollstindig vom Riickgrat abgedeckt sind. Diese 2,2 nm bzw. 1,2 nm grof3en
Gebiete [81] sind eine hdufige Bindungsstelle fiir DNA-bindende Stoffe.

Neben der beschriebenen B-DNA treten seltener auch die beiden anderen bekannten
Konformationen A-DNA und Z-DNA auf, wenn zum Beispiel bei Dehydration oder in
besonders G-C-reichen Abschnitten stirkere Knicke oder Verzerrungen der oben gezeigten
Dimensionen der Doppelhelix auftreten [82,83].

Kraftspektroskopie an DNA

Trotz der EigenabstoBung des DNA-Riickgrats aufgrund der starken negativen Ladung liegt
die DNA in Ldsung nie als ausgestreckte Kette vor. Zum einen sorgen die StoBe mit den
Umgebungsmolekiilen und andere entropische Effekte dafiir, dass sie sich zunéchst statistisch
zusammenkndult, zum anderen sorgen in lebenden Organismen eine Vielzahl von
Helferproteinen (wie z.B. Histone) fiir eine mdglichst dichte Packung. Anders wiirde ein
DNA-Doppelstrang auch kaum in jede einzelne Zelle passen, da seine enorme Linge — beim
Menschen z.B. um die zwei Meter — den Zelldurchmesser um mehrere Gréfenordnungen
tibersteigt. Die DNA muss also flir die verschiedensten physiologischen Vorgéinge z.B.
gepackt, entfaltet, die Helix entwunden, linearsiert oder in Einzelstrange aufgetrennt werden,
wihrend die dabei beteiligten Proteine die dafiir nétigen mechanischen Krifte aufbringen oder
funktionell {liberwinden miissen. Eine nédhere Untersuchung der Stabilitit und rein
mechanischen Eigenschaften von DNA (oder DNA-Ligand-Komplexen) ist also sowohl fiir
das Verstindnis der ablaufenden biologischen Prozesse als auch fiir die verschiedensten
medizinischen oder biotechnologischen Anwendungen von hohem Interesse und ldsst sich
z.B. durch die Kraftspektroskopie bewerkstelligen.

Hierfiir werden beide Enden eines DNA-Doppelstranges an zwei unterschiedlichen
Mikrokiigelchen oder Oberflichen immobilisiert, worauthin durch unterschiedliche Methoden
der End-zu-End-Abstand des Stranges vergroflert und die dafiir benodtigten Krifte gemessen
werden konnen. Fiir hohe Krifte oder Ortsauflosungen eignet sich dabei besonders die
Rasterkraftmikroskopie (vgl. Kapitel 2.8.). Dagegen bietet die Optische Pinzette (vgl. Kapitel
2.1.) eine hohe und sensitive Kraftauflosung, sowie den Vorteil sich mit den Mikrokiigelchen
meist in allen drei Raumdimensionen sowie auch unter wéssrigen Pufferlosungen frei
bewegen zu konnen. Werden stattdessen neben der Elastizitdtsuntersuchung auch
Informationen iiber die Torsionskrifte oder Windungen der DNA-Doppelhelix bendtigt, bietet
sich die Magnetische Pinzette an, mit welcher die Kiigelchen gezielt gedreht und die
rlickstellenden Kréfte auch gemessen werden kdnnen [84].

In Abbildung 11 wurde so ein Kraftspektroskopie-Experiment mit der Optischen Pinzette an
A-DNA von 16,4 um Konturlinge (wie sie auch in dieser Arbeit verwendet wird)
durchgefiihrt. Der im statistischen Knéuel vorliegende DNA-Doppelstrang wurde zwischen
zwel Mikrokiigelchen immobilisiert, welche anschlieBend langsam voneinander entfernt
wurden um dabei den Abstand zwischen ihnen und die ausgeilibten Kréfte zu messen. Es
ergibt sich eine sehr typische Kurvenform, die zundchst mit einem steilen Anstieg der Kraft-
Abstands-Kurve beginnt, bis die Konturldinge der DNA erreicht wird. Dieser Bereich ist von
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der Entropie bestimmt, was bedeutet, dass die aufzuwendenden Krifte jener Energie
entsprechen, die dem Gesamtsystem (DNA und Umgebungsmolekiile) zugefiihrt werden muss
um die Entropie zu verringern. Anschaulich betrachtet ist dies also das Ausstrecken oder
Entwirren der DNA entgegen ihrem Bestreben als entropisch giinstigeres statistisches Knduel
vorzuliegen.
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Abbildung 11: Kraftspektroskopie-Experiment an DNA mit deutlichem
Kraftplateau und Hysterese zwischen Streckung und Relaxation

An diesen ersten Anstieg schlief3t sich ein Kraftplateau an, bei welchem sich die DNA bis auf
das 1,7-fache ihrer Konturldnge iiberstreckt, ohne dass die dafiir aufzuwendende Kraft
signifikant weiter steigen wiirde. In diesem Bereich wird das Verhalten der DNA
hauptsdchlich von der Enthalpie bestimmt und damit vom Aufreien intramolekularer
Bindungen und Konformationsédnderungen, was auch als Schmelzen bezeichnet wird. Das
genaue Verhalten der DNA auf diesem Kraftplateau war iiber viele Jahre hinweg Gegenstand
intensiver Forschung und wurde erst jiingst unter anderem durch Forschungsgruppen um
Erwin Petermann oder Yan Jie aufgeklart [85—87]. Demnach ist die genaue Hohe des Plateaus
von der Geometrie der Immobilisierung abhdngig: Ist nur jeweils einer der beiden
Doppelstrange der DNA-Doppelhelix am jeweiligen Mikrokiigelchen direkt befestigt, so liegt
es bei etwa 65 pN, erfolgt die Immobilisierung an den beiden Kiigelchen jedoch jeweils iiber
das Anbinden beider Einzelstringe (so dass an beiden Kiigelchen sowohl das 3‘-Ende als
auch das 5°-Ende der DNA-Doppelhelix fest verkniipft sind), liegt das Plateau dagegen bei
etwa 110 pN. Ferner konnten sie zeigen, dass wihrend des Plateaus die doppelstrdngige DNA
graduell in eine oder mehrere von drei moglichen, in Abbildung 12 dargestellten Formen
iibergeht [88]: Ausgehend von eventuell vorhandenen Fehlstellen in der kovalenten
Verkniipfung des DNA-Riickgrats (also von Strangbriichen eines Einzelstranges, engl.: nicks),
oder von den freien, nicht immobilisierten Enden, kann einer der beiden Einzelstrdnge nach
und nach abschmelzen, so dass nur noch ein intakter Einzelstrang (engl.: single stranded
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DNA: ssDNA) verbleibt. Gleichsam ist es moglich (wenn keine Defekte vorliegen), dass sich
wachsende Dominen (engl.: melting bubbles) ergeben, in denen zwei Einzelstringe
koexistieren ohne jedoch miteinander noch durch Wasserstoffbriicken verbunden zu sein. Als
dritte Mdoglichkeit kann die DNA in eine neue, hochgeordnete, iiberstreckte Form iibergehen,
in welcher der Doppelstrang zwar entwunden wird aber die Basenpaarungen erhalten bleiben,
was als S-DNA bezeichnet wird. In welchem Umfang und Verhiltnis diese drei
beschriebenen Konformationsinderungen beim Uberstrecken genau auftreten, ist dabei
sowohl von der Stabilitit der DNA selbst als auch von dufleren Parametern abhéngig.
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Abbildung 12: Die drei moglichen Konformationsédnderungen der DNA, die
wihrend des Uberstreckens im Kraftplateau auftreten konnen. Frei nach [88]

Wird nun iiber das Plateau hinaus iiberstreckt, so liegt meist nur noch ein intakter DNA-
Einzelstrang vor, welcher entwunden ist und seine Konturldnge erreicht hat, so dass nun der
zweite steile Anstieg in der Kraft-Abstands-Kurve folgt. Ab hier verhdlt sich die
Uberstreckungskurve der A-DNA genauso, wie die #quivalente Streckkurve einer
einzelstringigen DNA. Ein noch weiteres Strecken fiihrt nun haufig zum Ab- oder
Durchreiflen des noch intakten Stranges, wobei in seltenen Féllen auch noch ein zweites,
kleineres Plateau beobachtet werden kann, wenn die chemischen Bindungen der
einzelstrangigen DNA aufgedehnt werden. Relaxiert man dagegen die DNA anstatt sie
abreifen zu lassen, so folgt die Relaxationskurve in weiten Teilen genau der Uberstreckungs-
Kurve. Allein im Bereich des Kraftplateaus ergibt sich eine beobachtbare Hysterese, bei
welcher die beiden Einzelstriange durch erneutes Ausbilden der Basenpaarungen zu einer
intakten Doppelhelix rekombinieren.

Die genaue Form der Uberstreckungskurve hingt sowohl im entropischen als auch im
enthalpischen Bereich von vielen Faktoren ab, wie z.B. pH-Wert, lonenkonzentration und
Temperatur der Pufferlosung, Streckgeschwindigkeit, Art der Basenpaare usw., ist bei
gleichen Bedingungen jedoch stets sehr gut reproduzierbar. Genau diese Eigenschaft kann
man sich in kraftspektroskopischen Untersuchungen zu Nutze machen, indem die Streckkurve
als Sensor fiir die Messung der beeinflussenden Parameter benutzt wird. Unter anderem
verdndern an die DNA bindende Liganden die Kurven sehr spezifisch [89], und abhingig von
der Art und Weise der Anbindung, so dass man z.B. auch bei unbekannten Liganden (wie im
zweiten Teil des Experimentalteils dieser Arbeit) allein aus den Streckkurven bereits
Aussagen liber ihr Bindungsverhalten ableiten kann.

Wiéhrend der enthalpische Bereich Aussagen iiber die inneren Bindungen und
Konformationsdnderungen des DNA-Molekiils erlaubt, und theoretisch iiber das
thermodynamische Aufschmelzen der Bindungen modelliert werden muss [87], liefert der
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entropische Bereich hauptsichlich Aussagen iiber die Steifigkeit, Lange und bevorzugte
Konformation der DNA in Pufferlosung, ohne dass kraftinduzierte intramolekulare Struktur-
Verdnderungen auftreten. Fiir diesen Bereich des ersten Anstiegs in der Kraft-Abstands-
Kurve (unterhalb der Konturldnge des Molekiils) gibt es mehrere theoretische Modelle:

e Das FJC-Modell (engl.: freely jointed chain) geht von einem Polymer aus N
gleichartigen Monomeren der Lange [, aus. Diese sind starr, konnen sich nicht
gegenseitig beeinflussen und erlauben zudem jeden beliebigen Bindungswinkel
zwischen benachbarten Kettengliedern. Die Selbstverdringung, die es zwei
Kettengliedern verbieten wiirde den gleichen Raum einzunehmen, ist in diesem
theoretischen Modell noch nicht beriicksichtigt, so dass die Kette einen
statistischen ,,random walk* vollfiihrt.

e Das FRC-Modell (engl.: freely rotating chain) schrankt einen Bindungswinkel
zwischen benachbarten Kettengliedern ein, so dass der Kette eine gewisse
Flexibilitiat und Elastizitit zugeordnet werden konnen.

e Das WLC-Modell (engl.: worm-like chain) verkiirzt die Kettenglieder zudem
durch Aufstellen der Bedingung [, = 0, so dass das Polymer als kontinuierlich
flexibel angenommen werden kann und keine starren Glieder mehr besitzt.

Zur Beschreibung relativ steifer und sehr langer Polymere (wie z.B. DNA) ist das WLC-
Modell am besten geeignet, so dass es flir den entropischen Bereich der DNA-Streckkurve
bevorzugt zur theoretischen Beschreibung verwendet wird.

Aus dem Worm-Like-Chain-Modell kann schlieBlich eine Interpolationsformel hergeleitet
werden [90,91], welche das Kraft-Abstands-Verhalten sowohl fiir den Bereich kleiner Krifte
und Streckungen (in dem die DNA noch statistisch geknéult ist) als auch im Bereich hoher
Krifte (in welchem sich der End-zu-End-Abstand der Konturldnge annéhert) gut beschreibt:

lp E ©)

Der linke Term in der Klammer steht hierbei fiir groBe Krifte, der mittlere und rechte Term
fiir kleine Kréfte F, die zum Ausstrecken des Polymers auf den End-zu-End-Abstand x
aufgewendet werden miissen. kgT ist die thermische Energie, Ly die Konturldnge und [, die
sogenannte Persistenzlédnge. Sie kann verstanden werden als derjenige Abstand, iiber den die
Orientierung der Kette korreliert bleibt, sich also nicht wesentlich dndert, und ist damit ein
Mal} fiir die Biegesteifigkeit des Polymers. Bei DNA ist sie unter anderem von der
Ionenkonzentration der umgebenden Pufferlosung abhédngig: Hohe Konzentrationen fiihren zu
einer starken Abschirmung der negativen Ladungen des Riickgrats und damit zu einer
geringeren Selbstabstoung, also kleineren Persistenzldnge und Steifigkeit. Niedrige
Ionenkonzentrationen dagegen bewirken eine grofere Steifigkeit der DNA, wobei unter
physiologischen Bedingungen von einer Persistenzlange von etwa 50 nm ausgegangen wird
[92].

In Abbildung 11 wurde die Formel (6) fiir das rein entropische Streckverhalten von DNA
nach dem WLC-Modell in blau mit angefittet. Es liefert als Fitparameter sowohl die
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Konturlinge Ly der DNA (welcher sich das Modell asymptotisch anndhert) als auch die
Steifigkeit in Form der Persistenzlénge [p (welche im Modell tiber die Schérfe und Hohe des
Knickes der Kurve entscheidet). Zu erkennen ist dariiber hinaus, dass nach dem Modell die
DNA stets leicht verknéult vorliegt und damit eine geringere Ausdehnung als ihre eigentliche
Konturldnge aufweist (diese wird erst bei unendlich grof8en Kriften erreicht), so dass man
sich fiir zufriedenstellende Resultate beim Anfitten meist auf den Bereich kleiner Kréfte (z.B.
unterhalb von 10 pN) beschrinkt in welchem die gemessene Streckkurve noch nicht von
enthalpischen Beitrdgen beeinflusst wird.

2.3.2. Proteine

Ahnlich wie die vorgestellte DNA sind auch Proteine zumeist sehr lange biologische
Kettenmolekiile. Sie steuern den GrofBteil der physiologischen Funktionen eines Organismus,
wie z.B. den strukturellen Aufbau, den Metabolismus durch die enzymatische Katalyse von
chemischen Reaktionen, den Stofftransport, die Immunantwort, die Reparatur, Ver- und
Entpackung, Replikation und Transkription von DNA, den Signaltransport in und zwischen
Zellen und viele weitere. Die einzelnen Kettenglieder bestehen hierbei aus jeweils einer von
22 proteinogenen Aminosduren [93], welche (bis auf zwei Ausnahmen) alle in der Sequenz
der DNA eines biologischen Organismus direkt durch Basentripletts kodiert sind und iiber
Peptidbindungen miteinander zu ldngeren Polypeptiden bzw. Proteinen verkniipft werden.
Natiirlich vorkommend gibt es dariiber hinaus noch eine groe Anzahl weiterer Aminoséuren
mit biologischer Wirkung, von denen bisher ca. 500 bekannt sind [94], die jedoch nicht zum
Aufbau von Proteinen beitragen. Auch synthetisch erzeugte Aminoséuren und rein theoretisch
konstruierbare Formen gibt es in hoher Anzahl.

H Der allgemeine strukturelle Aufbau so einer proteinogenen
Aminoséure ist in Abbildung 13 dargestellt [95]: An ein zentrales

H Kohlenstoffatom (C) schlieBen sich eine Carboxygruppe

H (-COOH), ein Wasserstoffatom (-H), die namensgebende
Aminogruppe (-NH;) und eine Seitenkette (Restgruppe: -R) an,

H in welcher sich die einzelnen Aminosduren unterscheiden. Diese
R Restgruppe kann dabei sehr einfach aufgebaut sein und z.B. nur

ein einzelnes Wasserstoffatom (-H) enthalten wie bei der
Abbildung 13: Aufbau von | Aminosdure Glycin, oder eine komplexere Form aufweisen und
Aminosduren. Aus [95] langere Kohlenwasserstoftketten oder aromatische Ringe

beinhalten, wie z.B. bei Phenylalanin oder Tryptophan. Die Art
der Seitenkette entscheidet sehr wesentlich iiber die chemischen und physikalischen
Eigenschaften (und damit biologischen Wirkweisen) der Aminosduren, wie z.B. iiber die
Polaritdt, Hydrophobizitdt, das Sdure-Base-Verhalten usw.

Die Verkniipfung einzelner Aminosduren zu einem Polypeptid (bei weniger als 100
Aminosduren) oder Protein (bei mehr als 100 Aminosduren) erfolgt, indem unter
Wasserabspaltung die Aminogruppe (-NH;) der ersten und die Carboxygruppe (-COOH) der
nidchsten Aminosdure eine Amid-Bindung (-NH-CO- + H,0) eingehen, die auch als Peptid-
Bindung bezeichnet wird. Fiir die biologische Funktion der Proteine ist jedoch zumeist nicht
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Immunantworten  oder  hormonellen  Ligand-Rezeptor- ™
Reaktionen) sehr spezifische rdumliche Bindungstaschen zur A
Erkennung der Zielmolekiile nach dem ,,Schliissel-Schloss-
Prinzip* ausgebildet werden miissen. Oft gibt man deswegen \
ebenfalls Auskunft iiber die hoher geordneten rdumlichen ‘ \

-

die Sequenz der Aminosduren (Primérstruktur) direkt, sondern

vor allem die dreidimensionale rdumliche Struktur des ,

gesamten Proteins verantwortlich, da hiufig (z.B. bei f ,
J /

-~

B

Strukturen: Die Sekundirstruktur ~ bezeichnet die
wiederkehrenden rdumlichen Muster, zu denen sich
Aminosduren (durch Ausbilden von Wasserstoffbriicken ; /
zwischen unterschiedlichen Peptidbindungen) besonders hédufig .‘ /
zusammenlagern, wie z.B. o-Helix (der Aminoséure-Strang ‘» ‘\
windet sich in einer Spirale, dhnlich wie bei DNA), B-Faltblatt [ /
(mehrere Strangabschnitte bilden nebeneinander gelagert eine '
zickzack-gefaltete Blattstruktur), B-Schleife usw. Die Tertidr- |: :

. . e . .- . in Cartoon-Darstellung mit den
Struktur beschreibt schlieBlich die genaue dreidimensionale |pjotiven o-Helix (rot), anti-
Struktur des gesamten Stranges (also das genaue |paralleles p-Faltblatt (gelb) und
Zusammenlagern der Motive der Sekundérstruktur) und wird [ungeordneten Strangabschnitten
bestimmt durch die Wechselwirkung der Seitenketten, |(grin). Erstellt mit PyMOL.
hydrophobe Effekte, ionische Bindungen, Wasserstoffbriicken und van-der-Waals-Krifte.
Lagern sich nun mehrere, fertig gefaltete Peptidketten gleicher (homomerer) oder
unterschiedlicher (heteromerer) Art, auch noch untereinander zusammen um groBere
Proteinkomplexe zu formen, so bezeichnet man dies als Quartérstruktur.

Abbildung 14: Proteinriickgrat

Zu beachten ist hier, dass die hoheren Strukturen und alle Eigenschaften natiirlich bereits
eindeutig von der Primérstruktur in der Aminosduresequenz vorgeschrieben sein miissen. So
sorgen z.B. Abschnitte mit eher hydrophoben Aminosduren aufgrund entropischer Effekte fiir
die Bildung von Aggregaten, die sich dann anhand der Oberflacheneigenschaften weiter falten
usw. Eine genaue theoretische Vorhersage der Gesamtstruktur eines Proteins allein aus seiner
Primérsequenz ist jedoch zumeist noch sehr schwierig, so dass die Untersuchung des
Einflusses einzelner Aminosduren auf die Form und Funktion des Gesamtproteins, sowie
gezielte Modifikationen der Aminosduren, ein sehr aktuelles Forschungsgebiet bieten.
Besonders auch deswegen, da Fehlfaltungen von Proteinen aufgrund der fehlenden oder gar
toxischen biologischen Aktivitit zu einer Vielzahl von sehr ernsten Erkrankungen, wie zum
Beispiel Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, BSE, Mukoviszidose, oder zu bestimmten
Krebsarten flihren konnen [96], wobei die Griinde und Ausldser fiir die Fehlfaltungen jedoch
meist noch nicht bekannt sind.

Im Folgenden sollen die in dieser Arbeit verwendeten Proteine sowie deren strukturelle
Eigenschaften kurz eingefiihrt werden:
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RecA

Das DNA-bindende Protein RecA entstammt dem Bakterium E. coli, doch analoge Proteine
gibt es in fast jedem Organismus, wobei sie stets Aufgaben der DNA-Instandhaltung und
Schadensreparatur iibernehmen. Ein Monomer dieses Proteins besteht aus ca. 350
Aminosduren, mit einem Gesamtgewicht von 38 kDa und besitzt Bindungsstellen fiir einzel-
und doppelstringige DNA, fiir ATP (Adenosintriphosphat) und ATP-Analoga [97].

Bindet wéhrend der DNA-Reparatur ein Monomer an einen DNA-Strang, was bevorzugt an
Strangbriichen oder einzelstrangiger DNA geschieht, so erfolgt (unterstiitzt durch eine
Aktivierung mit ATP) von dieser Bindungsstelle aus eine Polymerisation mit weiteren
Monomeren, so dass sich ein wachsendes Rec-Filament (mit Vorzugsrichtung vom 5°- zum
3‘-Ende) ergibt, welches die DNA umbhiillt [98]. Dieses Filament erlaubt durch die zusétzliche
Bindung und korrekte Ausrichtung eines weiteren DNA-Stranges den Austausch beschédigter
DNA-Abschnitte durch intakte Regionen des homologen Stranges, was in Abbildung 15
dargestellt ist [99].

DNA-strand exchange
——

Abbildung 15: Beschichtung von DNA mit einem langen RecA-Filament (oben) sowie Reparatur
durch Strangaustausch mittels Bindung und Ausrichtung einer zweiten DNA (unten). Aus [99]

Die komplette Beschichtung eines DNA-Stranges mit einem polymeren RecA-Filament fiihrt
zu einem Anwachsen des effektiven Durchmessers auf etwa 7,5 nm [37], sowie zu einer
Zunahme der Konturlinge um 50% und der negativen Linienladungsdichte um 90%
[46,100,101].

Besonders fiir medizinische Anwendungen ist die Erforschung der Eigenschaften von RecA
oder analogen Proteinen interessant, da es fiir die DNA-Reparatur in vielen Bakterien
verantwortlich ist und eine Hemmung oder Beeinflussung seiner Funktion z.B. die
Wirksamkeit von Antibiotika erheblich erh6hen konnte [102].

EcoRI

Das Protein EcoRlI ist eine Endonuklease und wurde — dhnlich wie die meisten Nukleasen —
nach seiner urspriinglichen Entdeckung benannt: Es stammt es aus dem Bakterium
Escherichia coli des Stammes R und stellt die erste (I.) entdeckte Nuklease dieses Organismus
dar. Dem Bakterium dient es zur Abwehr und Entfernung von durch Phagen eingebrachter
Fremd-DNA. Im Gegensatz zu Exonukleasen, die an ein Strang-Ende von DNA binden und
dort den Abbau der DNA beginnen kdénnen, bindet EcoRI abseits der Enden und kann
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daraufthin einen internen Schnitt im DNA-Riickgrat induzieren. In seiner Funktion als
Restriktionsenzym bindet EcoRI dabei zundchst unspezifisch an den DNA-Strang, wandert
diesen durch Diffusion entlang, bis von der erkennenden Doméne des Proteins die
Basensequenz GAATTC auf der DNA festgestellt wird [103]. An diesem Ort erfolgt durch
Konformationsédnderung eine spezifische Bindung und das katalytische Zentrum der
Restriktionsdoméne des Proteins vollfithrt zwei Schnitte in unterschiedlichen Bereichen des
Riickgrats der beiden DNA-Einzelstringe, was in Abbildung 16 gezeigt ist. Nach dem
Schneiden kann es darauthin entweder vom Strang dissoziieren oder durch Diffusion zur
ndchsten Erkennungssequenz wandern.

5 _-GIAATTC =3 Durch den versetzten Schnitt wird ein Uberhang (,,sticky end*
« _ ¢ oder auch ,klebriges Ende*) von vier Basenpaaren am 5°-Ende
F-CTTAAIG-5 der DNA erzeugt, was ein besonders leichtes Zusammensetzen
ggggg:::gs:::uenz und mit Schnittstellen anderer Strdnge erlaubt. Dieser einfache und
Schnittpo;gitio?l (rot) von EcoRI gezielte Zusammenbau bekannter DNA-Abschnitte ist dabei
von so entscheidender Bedeutung fiir die Biotechnologie, dass
fiir die Entdeckung und Verwendung von Restriktionsenzymen wie EcoRI im Jahre 1978 der
Nobelpreis fiir Medizin verliechen wurde.

Der genaue Aufbau des Proteins ist in
Abbildung 17 dargestellt [104]: Es besteht
aus einem Homodimer, also zwei
identischen Untereinheiten, die jeweils aus
276 Aminoséduren mit einem
Molekulargewicht von 31 kDa
zusammengesetzt sind. Die aktiven
Zentren dieser globuldren Monomere
weisen sowohl a-Helizes als auch f-
Faltblatter auf, mit zwei Bindungsstellen
fir ~ Mg®"-lonen,  wihrend  eine
herausragende Schlaufe des

Peptidriickgrats sich um die DNA windet| Abbildung 17: Homodimer (pink und griin) von EcoRI
und so eine Bindung mit dieser vermittelt. |21 DNA-Doppelstrang (gelb und blau). Quelle: [104]

Es wird davon ausgegangen, dass die Schneidefunktion von den bindenden Magnesium-Ionen
aktiviert wird, wihrend z.B. die Bindung von Ca*"-Ionen zu einer spezifischen Bindung ohne
anschlieBendem Schneiden fiihren kann [105]. Ferner ist mittlerweile auch eine verminderte
Selektivitit fir die Erkennungssequenz beobachtet worden (,,Star-Aktivitéit™), bei welcher
unter bestimmten Bedingungen (wie zu hohem pH-Wert oder zu niedriger Ionenstirke der
Pufferlosung) auch ein festes Anbinden und/oder Schneiden abseits der spezifischen
Bindungsstellen erfolgt [106].
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Topoisomerase

Als Topoisomerasen bezeichnet man Enzyme, die in der Lage sind die rdumliche Struktur
(Topologie) von DNA zu beeinflussen, die atomare Zusammensetzung und Anzahl der
chemischen Bindungen der DNA jedoch dabei vollig unverdndert (isomer) zu belassen. Sie
dienen der DNA dazu Torsionsspannungen abzubauen.

Fir viele biologische Vorginge muss die DNA in bestimmten Regionen aus ihrer
Doppelhelix-Form entwunden werden — wie z.B. bei der Transkription, Rekombination und
Replikation — was zu einem Uberdrehen in anderen Bereichen und damit torsionaler
Spannung fiihrt. Wird diese zu grof3 konnen sich superspiralisierte Abschnitte bilden oder die
entwundenen Bereiche werden zuriickgedreht, was die am Prozess beteiligten Proteine in
threr Funktionserfiillung behindern kann, so dass die Torsionsspannung zunéchst durch
Topoisomerasen abgebaut werden muss. Besonders wéhrend Prozessen wie der Zellteilung
sind diese damit von erheblicher Relevanz, so dass viele medizinische Anwendungen auf die
Hemmung von Topoisomerasen abzielen (durch sogenannte Topoisomerase-Inhibitoren),
wenn die erhohte Zellteilung von Bakterien [107] oder z.B. Krebszellen durch eine
Chemotherapie [108,109] verhindert werden soll.

Topoisomerase (x\

e,

Abbildung 18: Topoisomerase IB bindet an einen superspiralisierten DNA-
Doppelstrang, durchtrennt einen Einzelstrang und ermdglicht dadurch eine
Entspannung und teilweise Aufhebung der Superspiralitit. Die Schnittstelle im
Phosphat-Riickgrat wird anschlieend wieder kovalent verkniipft. Quelle: [111]

Allgemein bindet, wie in Abbildung 18 gezeigt, ein globuldres Topoisomerase-Protein an
einen DNA-Doppelstrang, um dann — in einigen Féllen aktiviert durch Metall-lonen und/oder
ATP — das Phosphat-Riickgrat voriibergehend zu durchtrennen und ein Entwinden der {iber-
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oder unter-drehten DNA zu ermoglichen. Nach dieser Entspannung wird die Schnittstelle
erneut kovalent verbunden, so dass der chemische Ursprungszustand — bei nun veridnderter
Topologie — wieder hergestellt wird [110]. Klassifiziert werden die Topoisomerasen dabei in
zwei Haupt-Gruppen (I und II), je nachdem ob nur ein Einzelstrang der DNA durchtrennt
wird und das Entwinden um den intakten anderen Strang herum geschieht (Typ I) oder ob
beide Einzelstrainge der DNA durchbrochen werden (Typ II). Letzteres ermoglicht sowohl ein
Entwinden, als auch ein Passieren eventuell anderer Doppelstrang-Abschnitte durch die
erzeugte Schnittstelle und erlaubt damit eine komplexere Neuorganisation z.B. in
chromosomaler DNA oder das Entfernen von Superspiralisierung. Je nach Art der
Entspannung (z.B. Anzahl der Drehungen pro Zyklus, Drehrichtung usw.) und der dafiir
benotigten Bedingungen (Metall-lonen, ATP-Verbrauch) erfolgt hdufig auch eine Einteilung
in weitere Sub-Klassen, wie z.B. Topoisomerase Typ IB (kurz TopIB), die in dieser Arbeit
verwendet wird und keine Metall-lonen oder ATP benétigt um einen Einzelstrang der DNA
zu durchtrennen und nach dem Entwinden wieder zu verkniipfen [111].

Biotin-Streptavidin

Die beiden Biomolekiile Biotin und Streptavidin bilden die
starkste bekannte, nichtkovalente, spezifische Bindung
miteinander aus [112], so dass sie fiir sehr vielfiltige
Praparationen und biotechnologische = Anwendungen
eingesetzt werden konnen: iiberall da wo Biomolekiile an
Oberfldchen (oder aneinander) hochaffin immobilisiert
werden sollen. Die hohe Affinitit begriindet sich hierbei
aus der rdumlichen Struktur beider Molekiile: Ein Monomer
des Proteins Streptavidin besteht aus 159 Aminosduren
[113] die hauptsdchlich acht antiparallele, fassférmig
angeordnete [-Faltblitter formen und so eine perfekt
passende Bindungstasche fiir das viel kleinere Enzym
Biotin liefern. Verstarkt wird die Bindung noch durch eine
Schleife im Streptavidin-Riickgrat, die sich iiber das
gebundene Biotin legen kann, sowie der hdufig vorkommenden Zusammenlagerung von
Monomeren zu einem tetrameren Streptavidin-Komplex [114]. In diesem Komplex kénnen
bestimmte, nach auBlen zeigende Aminosdure-Seitenketten eines Monomers zur Bindung
eines Biotins in der Bindungstasche des benachbarten Monomers beitragen.

Abbildung 19: Streptavidin mit
gebundenem Biotin. Quelle [113]

In der Bindungstasche selbst tragen sowohl Wasserstoftbriickenbindungen, als auch van-der-
Waals- und hydrophobe Wechselwirkungen zur Bindung bei; stabilisiert und abgeschirmt
durch die beschriebene rdumliche Konformation. Die Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung ist
deswegen mit einer Dissoziationskonstante von 4 X 1071* mol/l nicht nur extrem stark,
sondern auch sehr robust gegeniiber dulleren Einfliissen wie z.B. chemischen Lésungsmitteln,
hoher Temperatur oder pH-Wert-Schwankungen, da ein Aufbrechen der Bindung zumeist erst
nach einer Denaturierung des Proteins geschehen kann. Es gibt jedoch auch Hinweise, dass
z.B. ein vorlibergehendes Erhitzen der wéssrigen Pufferlosung auf 70°C zu einem Abldsen
ohne Denaturierung fithren kann, woraufhin sich die Verbindung erneut ausbilden kann [112].
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2.3.3. Lipide

Neben den bereits beschriebenen Proteinen und Nukleinsduren bilden Lipide die dritte grof3e
Gruppe derjenigen Biomolekiile, die — abgesehen von Wasser — den hauptsidchlichen
Massenanteil von lebenden Organismen darstellen. Im Gegensatz zu jenen bilden Lipide
jedoch keine langkettigen, kovalent verkniipften Polymere aus, sondern lagern sich aufgrund
ihrer physikalischen Eigenschaften zu den verschiedenartigsten, flexiblen Molekiilverbanden
zusammen. Als hauptsidchliche Aufbaustoffe von biologischen Membranen, als Botenstoffe
sowie Energiespeicher libernehmen sie damit wichtige Aufgaben in der Strukturbildung und
im Metabolismus aller Lebewesen.

Lipidmolekiile sind hierbei zumeist amphiphiler Natur,
das heifit sie bestehen aus einer polaren, hydrophilen
Kopfgruppe, an die sich eine oder mehrere unpolare,
hydrophobe Kohlenwasserstoff-Ketten anschliefen.
Aufgrund dieser Eigenschaft neigen Lipidmolekiile in
polaren Losungsmitteln wie Wasser zur
Selbstorganisation, indem zwecks Entropiemaximierung
(bzw. Minimierung der freien Energie) die hydrophoben
Molekiilbereiche wechselwirken und Aggregate bilden,
die sie gegen das Losungsmittel abschirmen [115]. An
Grenzflichen (z.B. Wasser-Luft) konnen sich so
Lipidmonoschichten formen, in denen die polare
Kopfgruppe aller beteiligten Molekiile zur wéssrigen
Abbildung  20:  Unterschiedliche | Phase  hin  ausgerichtet ~ wird ~ (und  tber
Aggregate zu denen sich amphiphile | Wasserstoffbriicken und ggf. ionische Bindungen mit
Lipide (links) in wassriger Losung | dem wissrigen Medium wechselwirkt), wahrend die
anlagern konnen. Quelle [116,117] unpolaren Restgruppen den Molekiilverband iiber
hydrophobe Wechselwirkungen und van-der-Waals-Kridfte zusammenhalten. Ohne
Grenzflichen dagegen bilden, wie in Abbildung 20 gezeigt [116,117], die keilformigen
Lipidmolekiile (oft diejenigen mit nur einer Kohlenwasserstoff-Kette) kugelférmige Mizellen
aus, wihrend die zylinderformigen Lipidmolekiile (hdufig mit zwei Kohlenwasserstoffketten)
zur Ausbildung von planaren Lipid-Doppelschichten neigen, welche — wenn diese aufgrund
ausreichend hoher Lipidkonzentration vollstdndig in sich geschlossen werden kénnen — auch
Wasser einschlieBende Vesikel (wie z.B. Liposome im Falle von Phospholipiden) formen
konnen.

’1"..,')‘
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Besonders Lipiddoppelschichten und Liposome sind dabei von erheblicher Bedeutung fiir die
biophysikalische Forschung. Zum einen stellen sie ein einfaches (proteinfreies) Modellsystem
fiir Zellmembranen und die innerhalb von Zellen fiir Transportprozesse verwendeten Vesikel
dar, so dass z.B. deren Zusammensetzung, der Protein-Einbau und fluide Transport, das
Abschniiren und Passieren der Membran (Endo- und Exozytose), oder die Selbstorganisation
und Membranbildung selbst umfangreich studiert werden konnen. Zum anderen koénnen
kiinstlich hergestellte Vesikel dazu benutzt werden, Stoffe (wie z.B. Medikamente oder DNA)
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gezielt in Zellen hinein zu transferieren, unabhédngig davon, ob diese Substanzen wasser- oder
fettloslich sind, was eine langsamere Wirkstoffabgabe, bessere Biovertraglichkeit und gezielte
lokale Einschrankung der Behandlung oder biotechnologischen Anwendung (wie z.B. als
,,Bioreaktor*) erlaubt [118].

Auch in der Nanoporenforschung koénnen Lipidschichten vielfdltig verwendet werden, wie
z.B. zum Einbau von Proteinporen wie o-Hemolysin, zur Verdnderung der
Oberflacheneigenschaften von Festkorper-Nanoporen oder — aufgrund der fluiden, flexiblen
Eigenschaften — sogar zum gezielten und verlangsamten Transport von Proteinen durch die
Nanoporenregion, wobei die Lipiddoppelschicht als ,,Schiene* dient, auf welcher die zu
untersuchenden Molekiile verankert und transportiert werden [73].

Entsprechend ihrem Aufbau der Kopf- und Schwanz-Gruppen lassen sich Lipidmolekiile grob
in verschiedene Hauptgruppen einteilen, wie z.B.: Fettsduren (Carboxy-Kopfgruppe mit
einfachem Alkylschwanz), Glykolipide (Glycerol mit ein bis drei veresterten Fettsduren),
Phospholipide (phosphorhaltige Kopfgruppe mit zumeist zwei Kohlenwasserstoffschwinzen),
Sphingolipide (Sphingosin ist mit einer Fettsdure iiber eine Amid-Bindung verkniipft),
Saccharolipide (Fettsduren sind an ein Zucker-Riickgrat gebunden) usw.

Membranbildend sind hierbei in der Natur vor allem diejenigen Phospholipide, die entweder
Sphingosin oder Glycerol in der hydrophilen Kopfgruppe, sowie zwei hydrophobe
Alkylschwinze enthalten. Die Kopfgruppen entscheiden dabei hauptsdchlich {iber die
Eigenschaften der Membranoberfliche (Ladung, Rauigkeit, chemische Funktionalisierung,
Bindungsstellen fiir Rezeptormolekiile usw. [119]) und die Kohlenwasserstoffschwénze
(durch ihre Liange, rdumliche Konformation und den Séttigungsgrad, also Umfang an
Doppelbindungen) iiber die Hérte und Fliichtigkeit (Phasenverhalten) der Membran [120].

Konkret werden in dieser Arbeit die folgenden Lipide zur Herstellung von Vesikeln und
Lipiddoppelschichten verwendet, deren chemische und rdumliche Strukturen auch in
Abbildung 21 dargestellt sind [121]:

e POPC  (I-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)  besitzt  grof3e
Ahnlichkeit zum Gemisch von membranbildenden Phospholipiden in Sdugetieren
und wird deswegen am héufigsten als Modellsystem in biophysikalischen
Experimenten verwendet. Es besitzt eine geséttigte und eine ungeséttigte
Kohlenwasserstoffkette mit der Lénge von 16 bzw. 18 Kohlenstoffatomen.

e DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) unterscheidet sich von POPC
durch die erste Alkylkette, die hier langer ist (18 C-Atome) und dabei wie die
zweite Kette ebenfalls einfach ungesittigt vorliegt.

e Rhodamin-DOPE (/,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[lissamine
rhodamine B sulfonyl]) ist ein mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin B
markiertes Lipid. Da Lipidschichten und Vesikel in der Regel aufgrund ihrer
geringen Membrandicke mikroskopisch kaum zu beobachten sind, erlaubt eine
Einfarbung einen leichteren experimentellen Zugang. Die Maxima von Absorption
und Emission liegen bei einer Wellenldnge von 560 und 583 nm. Die Kettenldngen
und der Séttigungsgrad entsprechen denen von DOPC: Zwei Ketten zu 18
C-Atomen, jeweils einfach ungesattigt.
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e DOPG (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-1‘-rac-glycerol) weist ebenfalls zwei
ungesittigte Alkylketten von 18 C-Atomen Linge auf. Im Gegensatz zu den
anderen verwendeten Lipiden enthilt die Kopfgruppe jedoch einen Glycerol-
anstatt eines Cholin-Anteils, weshalb dieses Lipid anionisch (eine negative Ladung
pro Molekiil bei pH-Wert 7,6) anstatt elektrisch neutral (bzw. zwitterionisch) ist.

Rh-DOPE

DOPG

| Abbildung 21: Chemische und rdumliche Struktur der in dieser Arbeit verwendeten Lipide. Quelle: [121] |

Je nach Art und Eigenschaften der verwendeten Lipide kann man bei der Vesikelherstellung
unterschiedliche Gréfen und Formen erreichen. Vesikel mit nur einer Lipid-Doppelschicht als
Membran nennt man unilamellar, wéahrend mehrere Doppelschichten (z.B. Vesikel innerhalb
von grofleren Vesikeln) als multilamellar bezeichnet werden. Unilamellare Vesikel teilt man
dariiber hinaus ebenfalls nach ihrer GroB3e ein: in kleine (SUV — small unilamellar vesicles bis
100 nm), groBe (LUV — large unilamellar vesicles bis 1 pm) und riesige (GUV — giant
unilamellar vesicles groBBer 1 pm), von denen alle GréBen in dieser Arbeit auch verwendet
werden. Der Aufbau der Lipide hat dabei nicht nur Einfluss auf die VesikelgroBe, sondern
auch z.B. auf die Flexibilitiat, Durchldssigkeit und Stabilitit der Membran, sowie auf die
Polaritdt und elektrische Ladung der Vesikel, so dass je nach Anwendung ein neues optimales
Lipidgemisch gefunden werden muss.
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2.4. Zweikernige Metallkomplexe

Die in dieser Arbeit untersuchten, sogenannten zweikernigen Metallkomplexe (oder auch
engl.: dinuclear metal complexes, DNMC) gehoren zum aktuellen Forschungsgebiet der
Arbeitsgruppe ,,Anorganische Chemie I um Prof. Dr. Thorsten Glaser in der Fakultét fiir
Chemie der Universitit Bielefeld. Dort wurden sie von Dr. Thomas Jany synthetisiert und
charakterisiert [122]. Im Rahmen dieser vorliegenden Dissertation sollen nun ihre
verschiedenen Interaktionsmoglichkeiten mit DNA-Molekiilen erforscht werden. Die
Metallkomplexe entstammen dabei der Idee, DNA-bindende Molekiile von Grund auf
malzuschneidern und sie nach Moglichkeit mit verschiedenen, gewliinschten Funktionen
ausstatten zu konnen.

Da viele in der Natur vorkommende Restriktionsenzyme (wie z.B. Endonukleasen) in ihren
aktiven Zentren zwei oder drei, zumeist zweiwertige Metall-lonen enthalten, bot es sich an,
das Design mit zwei Metall-Ionen zu starten. Diese sollten aufgrund ihrer positiven Ladung
das DNA Riickgrat erkennen und eine permanente Bindung eingehen, und zudem in der Lage
sein durch ihren Lewis-Sdure-Charakter an Sauerstoff-Atome zu binden und die
Phosphodiester-Bindungen zwischen Phosphat und Zucker im DNA-Riickgrat kooperativ
hydrolytisch aufzubrechen (&dhnlich wie Restriktionsenzyme). Beide Funktionen (permanentes
Binden und/oder Schneiden) wiirden Polymerasen (und andere wichtige Biomolekiile) in
threm Funktionieren und damit die DNA-Replikation selbst insgesamt so stark behindern,
dass die Metallkomplexe vor allem als neue Methode in der Krebstherapie Anwendung finden
konnten. Bisherige in der Chemotherapie verwendete metallische Zytostatika — wie z.B.
cis-Platin — binden zumeist an die Basenpaare der DNA. Neue Funktionsmechanismen, wie
das hier vorgestellte Attackieren des DNA-Riickgrats, konnten also dabei helfen ein
umfangreicheres Spektrum an Tumorarten abzudecken, bisher ausgebildete Resistenzen zu

umgehen oder allgemein zu einer besseren Vertrdglichkeit der Chemotherapie selbst zu
fiihren.

. Sterische Hinderung
Riickgrat

Bindungsstellen flir
Phosphatgruppen

Abbildung 22: Design-Konzept zur Synthese der zweikernigen Metallkomplexe. Aus [122] |
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In Abbildung 22 ist der allgemeine strukturelle Aufbau dargestellt, nach welchem die
zweikernigen Metallkomplexe konzipiert wurden. Die zwei Metall-lonen (griin) werden durch
ein steifes Riickgrat (blau) genau im Abstand von zwei Phosphaten des DNA-Riickgrats (0,65
nm) stabil gehalten um dieses molekular erkennen und kooperativ attackieren zu kénnen. Um
das ungewollte unspezifische Binden an die Basenpaare der DNA oder an benachbarte
Metallkomplexe zu verhindern (und damit die spezifische Wirksamkeit zu erhéhen), miissen
die Komplexe dariiber hinaus durch eine Schutzgruppe (rot) groBrdumig abgeschirmt werden
um eine sterische Hinderung zu erzeugen.

Die drei verschiedenen, in dieser Arbeit verwendeten Metallkomplexe

e [(tom*™){Ni(OAC),}]" 13H,0 (1106,46 g/mol)
. [(t0m6'Me){C0(OAC)2}] -nH,O (872,74 g/mol — ohne Hydrat)
e [(tom*™){Cu(OAC),}] - 8,5H,0 (1035,12 g/mol)

enthalten entweder Nickel, Kobalt oder Kupfer und sind in Abbildung 23 gezeigt. Es ist dabei
davon auszugehen, dass die gezeigte (durch Rontgenstrukturanalyse aufgeklérte) elektrisch
neutrale Form nur fiir den kristallinen Aggregatzustand gilt und die Komplexe in wéssriger
Losung die inneren Acetat-Liganden verlieren und gegen Losungsmittelmolekiile
austauschen, und damit als zweifach positive lonen vorliegen konnen.
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| Abbildung 23: Chemische Struktur der drei verwendeten zweikernigen Metallkomplexe (Ni, Co, Cu). |

2.5. Carbon-Nanomembranen

Carbon-Nanomembranen sind kiinstlich hergestellte, organische, polymere Membranen von
wenigen Nanometern Dicke (ca. 1 bis 3 nm) und gehdren damit — neben Graphen (vgl.
folgendes Kapitel) — zu den diinnsten im Labor herstellbaren, freitragenden Strukturen. Sie
sind im Allgemeinen sehr stabil und gleichzeitig flexibel (und damit quasi ein
mikroskopisches Pendant zu makroskopischer ,,Plastikfolie®). Wesentlich diinner als Lipid-
Doppelschichten, und dabei nicht wie diese auf ein wissriges Medium beschrénkt, lassen sie
sich dariiber hinaus mit einer Vielzahl von modifizierbaren Eigenschaften versehen, die in
anderen Materialien kaum integriert werden konnten. Damit sind sie von besonderer
Bedeutung  fiir  zukiinftige  Entwicklungen im  Bereich der Biotechnologie,
Nanowissenschaften und neuartiger Elektronik.
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Die in dieser Arbeit verwendeten Carbon-Nanomembranen sollen als Membran fiir
Nanoporen-Translokationsexperimente dienen und wurden von der Arbeitsgruppe ,,Physik
Supramolekularer Systeme und Oberflachen® um Dr. Andrey Turchanin und Prof. Dr. Armin
Golzhduser der Fakultit fiir Physik an der Universitit Bielefeld hergestellt. Beide haben die
im Folgenden beschriebene Methode zur Herstellung der Membranen mit- und
weiterentwickelt [123,124], dargestellt in Abbildung 24.

(0
O‘O’@‘O

e:oloiol NN
- 0‘@%‘0

Liphenyl SANN

Elektronenbeschuss
oder EUV-Lithografie

Quervernetzung durch l

Auflesung des
Substrats

Abbildung 24: Herstellung von Carbon-Nanomembranen durch Quervernetzung von polyaromatischen, zur
Monoschicht selbstorganisierten Molekiilen (links) sowie Helium-lonen-Mikroskopie-Aufnahme so einer
freistehenden Carbon-Nanomembran (rechts). Aus [123]

Bei der Fabrikation wird der Effekt ausgenutzt, dass sich bestimmte organische Molekiile
(wie z.B. Thiole, Silane usw.), &hnlich zum Organisationsprinzip von Lipiden an
Grenzflichen, auch auf festen Substraten (wie z.B. Gold, Silber, Silizium usw.) durch
Adhésion anlagern und zu einer dicht gepackten Monoschicht selbst organisieren konnen.
Diese Schichten werden auch als SAMs (engl.: Self Assembled Monolayers) bezeichnet und
konnen nach der Oberflachenanlagerung durch hochenergetischen Elektronenbeschuss (oder
extreme UV-Bestrahlung) in ihren Bindungen quervernetzt werden. Nach dem Auflosen des
urspriinglichen Substrats erhdlt man so eine in sich stabile, freistehende Carbon-
Nanomembran, die auf die gewiinschten Oberfldchen transferiert werden kann.

Durch die Wahl der selbstorganisierenden Molekiile (und der Parameter bei der Bestrahlung)
hat man dabei groBen FEinfluss auf die Eigenschaften wund  weiteren
Verwendungsmoglichkeiten der hergestellten Membran: Die Linge und Packungsdichte der
Molekiile legt die Dicke und mechanische Stabilitét der fertigen Membran fest und die Art der
Molekiile die optischen und elektrischen Eigenschaften. So eignen sich besonders diinne
(1 nm) Membranen z.B. als Proben-Unterlage bei hochaufldsender Transmissions-Elektronen-
Mikroskopie, da sie nur wenig zur Streuung und damit Unschérfe beitragen.

Integriert man in den Molekiilen (abgesehen von den quervernetzenden aromatischen Ringen)
noch Kopfgruppen mit bestimmten chemischen Eigenschaften, so lassen sich beide
Membranoberflachen (im Prinzip unabhédngig voneinander) auch chemisch oder biologisch
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funktionalisieren. So ist es z.B. moglich Membranen herzustellen, die auf einer Seite
hydrophil und auf der anderen Seite hydrophob sind, oder Membranen, die Metalle,
Polymere, Fluorophore, organische oder weitere Biomolekiile enthalten, was besonders fiir
die Entwicklung von Biosensoren von grof3em Vorteil ist.

Durch Lithographie-Verfahren ist es dariiber hinaus auch moglich die fertigen Membranen
nach der Herstellung rdumlich weiter zu strukturieren und so z.B. auszudiinnen, zu
perforieren oder Poren einzubringen, so dass man Filter oder ,,Nanosiebe* erzeugen kann, mit
denen sich z.B. Molekiile, Polymere oder Proteine trennen lassen.

Ebenfalls wurde bereits gezeigt, dass ein extremes Auftheizen (Pyrolyse bei 1000 bis 3000 K)
zu einem stellenweisen Ubergang der Membranstruktur zu hochgeordneten, hexagonalen
Kohlenstoff-Anordnungen fiihrt, umgeben von amorphen Doménen. Im Prinzip ldsst sich so
also ein gradueller Ubergang zu Graphen erzeugen, wobei die elektrische Leitfihigkeit — je
nach Umfang der Transformation — ebenfalls graduell zwischen Isolator und metallischem
Leiter eingestellt werden kann [125]. Die so erzeugten Strukturen zeigen einen Feldeffekt und
konnten damit durch die groBe Kontrolle iiber die elektrischen Eigenschaften einmal in
neuartigen, extrem diinnen und schnellen 2D-Elektroniken (z.B. in auf Kohlenstoff
basierenden Transistoren) verwendet werden.

Ein weiterer Vorteil der Carbon-Nanomembranen ist schlieBlich die Mdoglichkeit, mehrere
Schichten (mit unterschiedlichen Eigenschaften) im Prinzip frei aufeinander zu stapeln und
damit neuartige hybride Materialien (z.B. alternierend leitfdhig und isolierend) oder gezielt
gewiinschte Schichtdicken herstellen zu kénnen [126].

2.6. Graphen

Graphen ist eine gitterférmige Monoschicht aus hexagonal (,,bienenwabenformig®)
angeordneten Kohlenstoffatomen. Es ist mit einer Schichtdicke von etwa 0,34 nm das diinnste
bisher bekannte stabile Material und soll deswegen in dieser Arbeit als Membran fiir
Nanoporenexperimente dienen. Theoretisch vorausgesagt, und in Simulationen untersucht,
wurde Graphen (als Grundbaustein fiir die in Abbildung 25 gezeigten anderen Allotrope des
Kohlenstoffs [127]) bereits viele Jahrzehnte vor seiner tatsdchlichen Entdeckung, da man
lange anzweifelte ob eine ein-atomige Lage in der Praxis thermodynamisch stabil existieren
konnte.

Erst 2004 konnten Konstantin Novoselov und Andre Geim eine relativ einfache Methode zur
Herstellung von Graphen realisieren, die es ihnen fortan erlaubte die Eigenschaften dieser
Schichten auch experimentell zu studieren, wofiir ihnen 2010 der Nobelpreis fiir Physik
verliehen wurde. Durch ihre Arbeit 10sten sie eine wahre Explosion in der Forschung mit
Graphen aus, mit allein iiber 11500 bisherigen Zitationen ihres in Science verdffentlichten
Artikels [128].
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Abbildung 25: Die Kohlenstoft-Allotrope Graphit (a), Diamant (b), Fulleren (c),
Kohlenstoffnanordhre (d) und Graphen (e). Aus [127]

Aufgrund der sehr starken, kovalenten Atombindungen in Graphen (6 C-C Bindungen und
drei delokalisierte Elektronen pro hexagonalem Ring, also dhnlich zu Benzol) und der rein
zweidimensionalen Struktur weist es auBergewOhnliche mechanische und iiberraschende
elektrische Eigenschaften auf und ist zudem leicht verfligbar, was es zu einem sehr
vielversprechenden neuen Material in den verschiedensten Forschungsbereichen und
zukiinftigen Industrien macht.

Graphen besitzt mit 130 GPa die hochste Zugfestigkeit die je in einem Material gemessen
wurde [129], bei gleichzeitig hoher Biegesteifigkeit und sehr geringer Dichte, es ist also leicht
und dennoch extrem stabil. Es weist ferner auch eine hohe Leitfdhigkeit fiir Warme und fiir
elektrischen Strom auf, wobei die freie Weglidnge der Elektronen fast nur von den eventuell
vorhandenen Defekten im Material begrenzt wird. Aufgrund der zweidimensionalen Struktur
verhilt es sich hierbei wie ein Halbleiter ohne Bandliicke und es kann z.B. der Quanten-Hall-
Effekt bereits bei Zimmertemperatur beobachtet werden. Die Ruhemasse der Elektronen wird
(quasi relativistisch) verschwindend gering, was zu hohen Geschwindigkeiten fiihrt und
Graphen damit (sowie aufgrund der sehr einfachen Miniaturisierungsmoglichkeiten und des
auftretenden Feldeffekts) zu einem Kandidaten als Material fiir zukiinftige hochfrequente
Transistoren macht. Auch in der Sensortechnik konnte es Anwendung finden, da sich
anlagernde Molekiile die elektrische Leitfdhigkeit stark beeinflussen kdnnen.

Der optische Transmissionsgrad T einer Monolage Graphen fiir elektromagnetische Strahlung
2
hingt nur von der Feinstrukturkonstanten a = % = 1/137 ab [130]:

1 -2
T=(143m-a) ~1-m-a~0977 7)

Dies bedeutet, Graphen ist im Prinzip ein transparenter Leiter und eine Monolage absorbiert
im gesamten sichtbaren und infraroten Spektrum rund 2,3% des einfallenden Lichts und ist
damit trotz ihrer ein-atomigen Dicke grundsitzlich bereits mit bloBem Auge zu erkennen. Erst
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unterhalb von 400 nm Wellenléinge steigt die Absorption stark an. Das optische
Transmissionsverhalten bietet also bereits eine sehr einfache Moglichkeit zwischen Mono-
und Multilagen zu unterscheiden; eine genauere Analyse der Schichtdicke und Anzahl der
enthaltenen Defekte ist dagegen z.B. mit Raman-Spektroskopie mdglich [131].

Trotz des hohen Bedarfs ist die industrielle Produktion von Graphen bisher sehr aufwendig
und teuer, es werden jedoch stets neue Verfahren entwickelt um dem entgegen zu wirken.
Nach der von Novoselov und Geim eingefiihrten Methode, die auch in dieser Arbeit
verwendet wird, kann Graphen mittels sogenannter mechanischer Exfoliation aus der
Aufspaltung von Graphitschichten hergestellt werden. Diese werden mit Klebeband so lange
voneinander abgezogen und dabei weiter ausgediinnt, bis stellenweise nur noch
Monoschichten {ibrig bleiben, die dann auf ein Substrat transferiert werden kénnen (,,Scotch-
Tape-Methode). Je nach Rauigkeit des verwendeten Bands und Qualitit des Graphits
(entscheidend sind hier die Korngrofen, in denen die Graphitschichten defekt- und knitterfrei
aufeinander gestapelt sind) lassen sich so Schichten mit Kantenldngen von mehreren Dutzend
Mikrometern erzeugen. Vorteil hierbei ist die gute Qualitdt der erzeugbaren Monolagen (die
in dieser Arbeit z.B. keine Defekte enthalten diirfen), der Nachteil ist die geringe Ausbeute
und der hohe Zeitaufwand zum Finden geeigneter Flocken.

Andere Verfahren benutzen z.B. das Aufdampfen auf Tridgermaterial durch chemische
Gasphasenabscheidung (CVD), das epitaktische Wachstum auf metallischen Substraten oder
Siliziumcarbid, die chemische, akustische oder photonische Aufspaltung von Graphit, die
Reduktion von Graphenoxid, die Pyrolyse von Carbon-Nanomembranen und viele weitere
Ansdtze [132]. Sie erlauben hiufig eine schnellere Produktion viel groBerer Schichten,
erreichen dabei bisher jedoch nicht die Qualitit monokristallinen Graphens wie es durch
Exfoliation gewonnen werden kann.

2.7. Kraft auf DNA in Nanoporen

Felektrlsch' DNA
In diesem letzten Kapitel der theoretischen Grundlagen q,}
dieser Arbeit sollen zur Vorbereitung des sich “tw»
anschlieBenden Experimentalteils noch einmal
zusammenfassend die Effekte betrachtet werden, die sich
auf die Kraftmessung mittels optischer Pinzette auswirken,
wenn ein DNA-Strang durch eine Nanopore gefadelt wird.

Hierfiir wird von der in Abbildung 26 gezeigten Situation
ausgegangen, wie sie in vielen Experimenten dieser Arbeit
vorliegt: Eine isolierende Membran trennt zwei
Fliissigkeitsreservoirs, die nur durch die in die Membran

gebohrte Nanopore verbunden sind. An einem | Abbildung 26: Messprinzip bei den

Mikrokiigelchen wird ein DNA-Strang immobilisiert und | Experimenten mit kontrollierten DNA-
Translokationen durch Nanoporen.
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mit Hilfe der Optischen Pinzette in die Néhe der Pore gebracht. Aufgrund der negativen
Ladung der DNA kann diese mittels einer angelegten Transmembranspannung in die Pore
eingefiadelt werden. Die elektrische Kraft auf die DNA wird darauthin von der Haltekraft der
Optischen Pinzette kompensiert und kann deswegen gemessen werden.

Geht man von einer typischen angelegten Spannung U=50 mV und einer Membrandicke
d=20 nm aus, so ergibt sich ein elektrisches Feld E von:

U 50 mV
E —_ - =
d 20nm

= 2.500.000 = (10)
m

welches aufgrund der isolierenden Eigenschaften der Membran allein in der Porenregion
abfillt. Die elektrische Kraft F = Q - E, welche auf den eingefddelten DNA-Strang wirkt,
ergibt sich nun aus der Netto-Ladung Q desjenigen DNA-Teilstlicks, welches sich in der
Porenregion befindet. Sie berechnet sich aufgrund der 2 negativen Elementarladungen e pro
DNA-Basenpaarabstand (von 0,34 nm) und der Porenldnge d von 20 nm zu:

Q=—'d_ 2-e”

= +20nm =117,65-e~ =1,88-10717C (11)
bp 0,34 nm

Mit dieser Ladung wirkt also theoretisch die elektrische Kraft

F=Q E=188-10"7C-25-10°- = 47107222 = 47 pN (12)

m

mit 47 pN auf die eingefdadelte DNA und miisste mit der Optischen Pinzette zu messen sein.

In der Realitdt kommt es jedoch zu einer Vielzahl von Effekten, die einen Einfluss auf die
experimentell bestimmbare Kraft haben, so dass diese nicht nur von der rein elektrostatischen
Kraft abhéngt.

In wissriger Pufferlosung weist sowohl die DNA eine elektrische Ladung auf, als auch die
Oberfldache der Nanopore. Der hauptsdchliche Grund dafiir ist, dass abhdngig vom pH-Wert
die oberflichennahen Silanolgruppen (-Si-OH) dissoziieren und dann protoniert oder
deprotoniert vorliegen konnen (-SiOH, " bzw. -Si-O"). Dariiber hinaus kénnen Partialladungen
im Material zur Adsorption von Ionen der Pufferlosung flihren, die Aminogruppen (-Si-NH,)
konnen ebenfalls dissoziieren (Si-NH;") usw. Das in dieser Arbeit verwendete Siliziumnitrid
(Si3Ny) ist dabei im Allgemeinen (abhédngig von der Priparationsmethode und damit dem
Verhiltnis von Si und N auf der Porenoberfldche) ab einem pH-Wert von etwa 5 negativ
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geladen, erst bei sehr sauren Pufferlosungen (pH < 4) stellt sich eine positive
Oberflichenladung ein [133].

Bibeiing Die negative Oberflichenladung fiihrt nun dazu,
dass sich positive Ionen aus der Pufferlosung an
@ @  der Oberfliche anlagern und, wie in Abbildung 27
@® dargestellt, eine elektrochemische Doppelschicht
© ausbilden, um die Ladungen abzuschirmen. Nahe
® ) der Oberfldache formt sich dabei eine starre Schicht
(Stern-Schicht), in der das elektrische Potential ¥,
® ) der Oberfliche linear abfillt, wihrend sich in
® groBeren Abstinden eine diffuse Schicht mit
@ exponentiellem Potential-Abfall bildet. Bewegte
sich nun die Fliissigkeit, so wiirde die diffuse
Schicht abgeschert werden. Das so erzeugte,
effektive Potential an dieser Scherebene wird als
_ Zeta-Potential () bezeichnet und ldsst sich aus
ff::ﬂ;ch e Experimenten berechnen. Ohne Bewegung kommt
es dagegen aufgrund der zusitzlichen diffusen
Schicht zu einer viel stirkeren Abschirmung des
Oberfldchenpotentials, bis dieses in einem
typischen Abstand Ap, bezeichnet als Debye-
Liange, fiir Elektrolyt-lonen effektiv nicht mehr zu spiiren ist und die Oberfldche als nahezu
elektrisch neutral erscheint. Diese Debye-Lénge

’ kpgT-
AD = ZezZZEc (13)

ist dabei abhédngig von der thermischen Energie kgT, der Dielektrizititskonstanten € in der
Doppelschicht, sowie der Ladung Z und Konzentration ¢ der Ionen, wobei e die
Elementarladung bezeichnet [134]. Je geringer also die Ionenstirke der Pufferlosung, desto
weiter ist das (reduzierte) Oberfldchenpotential zu spiiren, wobei typische Debye-Léngen im
Bereich von wenigen Nanometern liegen.

——
Ay Distanz

| Abbildung 27: Elektrolytische Doppelschicht |

Wird nun zusitzlich eine elektrische Spannung angelegt (wie im Experiment zum Einfadeln
der DNA), so bewirkt die positiv geladene, elektrochemische Doppelschicht durch
Impulsiibertrag auf das Losungsmittel eine effektive Stromung im selbigen, was als
elektroosmotischer Fluss (EOF) bezeichnet wird. Dieser ist dabei genau entgegengesetzt der
Richtung, in die sich freie DNA aufgrund der angelegten Spannung bewegen wiirde. Die
Geschwindigkeit v des elektroosmotischen Flusses

(14)
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ist abhdngig vom oben beschriebenen Zeta-Potential, der elektrischen Feldstirke E und der
Viskositit 1 der Pufferlosung. Sie nimmt deswegen indirekt mit sinkendem pH-Wert,
sinkender Temperatur und steigender lonenkonzentration der Ldsung ab, da die
Oberflachenladung bzw. die Ausdehnung der Doppelschicht dann geringer ist [135].

Der  elektroosmotische  Fluss sorgt  durch

hydrodynamische Reibungskrifte Fror an der DNA

dafiir, dass die mit der Optischen Pinzette gemessene : e
effektiv wirkende Kraft Fr im Vergleich zur rein 2 ool gl
elektrostatischen Kraft Fe stark reduziert ist: Fprr =
F, — Fror. Typische Werte reichen fiir grole Poren in
dieser Arbeit z.B. bis zu einer 90%-igen Reduzierung,

also % = 0,9. In Abbildung 28 ist dieser Grad der . ‘ |

Reduzierung fiir mehrere verschiedene Kl concemcation ()
Oberflichenladungsdichten S der Nanopore in | Abbildung 28: Fiop/F. in Abhingigkeit
Abhéngigkeit von der Salzkonzentration der | von der  Salzkonzentration  fiir
Pufferlosung theoretisch simuliert worden [136]. Fiir V?rschleden. stark geladene Oberflachen.

.. . .. Simuliert flir eine 5 nm breite Pore in
§tarkere nega‘uve Aqﬂadungen S der Porep-Oberﬂache einer 60 nm dicken Membran. Aus [136]
ist auch die Reduzierung der elektrostatischen Kraft
grofer, da hohere Oberflachenladungen zu einem stiarkeren elektroosmotischen Fluss fiihren.
Fiir hohe Salzkonzentrationen ist die Kraftreduzierung bei gegebener Oberflichenladung
nahezu konstant, flir sehr geringe Salzkonzentrationen nimmt sie dagegen nach diesem
Modell ab, da sich die Debye-Liangen von DNA und Porenwand bei dieser kleinen Pore
bereits zu iiberschneiden beginnen. Zu beachten ist auBerdem, dass selbst bei absolut
ungeladener Poren-Oberfliche noch immer eine Reduzierung der elektrostatischen Kraft
stattfindet, da die DNA ihre Ladung — und abschirmende Doppelschicht — behélt und sich so
noch immer ein elektroosmotischer Fluss (von etwas geringerer Stirke) ausbilden kann.

Bei der Ubertragung auf tatsiichliche Kraftmessungen muss man in diesem Modell jedoch
beachten, dass natiirlich auch die Oberflichenladung selbst — je nach Material mehr oder
weniger stark — von der Salzkonzentration (und dem pH-Wert) abhéngen kann. So besitzt z.B.
Siliziumdioxid bei hohen KCI-Salzkonzentrationen eine Oberflichenladung von
S =-60 mC/m” und bei niedrigen Salzkonzentrationen nur noch bis zu -4 mC/m’ [136]. An
Siliziumnitridporen konnte dagegen bisher keine Abhdngigkeit der effektiven Kraft von der
Salzkonzentration nachgewiesen werden [47], allerdings ist man aus experimentellen
Griinden (Vermeidung von Klebeeffekten usw.) zumeist an einen schmalen Bereich
moglicher pH-Werte gebunden. Es wurde jedoch bereits gezeigt, dass in Siliziumnitrid die
Oberfldchenladung stark vom Prozess des Bohrens der Nanopore abhingt, und z.B. durch
Beleuchtung der Pore mit sichtbarem Licht wihrend des Experiments zusitzliche negative
Ladungen induziert werden kdnnen, die dann den elektroosmotischen Fluss erhdhen [137].
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Der elektroosmotische Fluss ist ebenfalls der
\ Grund dafiir, dass die gemessene effektive Kraft
' nicht nur von der angelegten Spannung, und wie
0.30§ beschrieben von der Oberflichenladung abhéngt,
) sondern auch von der Porengeometrie selbst. So
fiihrt eine raue Poren-Innenseite zu einer
geringeren FlieBgeschwindigkeit des
elektroosmotischen Flusses und damit zu einer
hoheren gemessenen, effektiven Kraft. Auch die
Grofle der Pore wirkt sich auf die Kraft aus,
besonders wenn sich bei kleinen Poren die
elektrochemischen Doppelschichten von DNA und
Porenwand iiberlappen koénnen und so zu
geringerem elektroosmotischen Fluss und damit hoheren effektiven Kriften fiihren.
Abbildung 29 zeigt die normierten effektiven Krifte in Abhadngigkeit des Porenradius (fiir 60
nm Siliziumdioxid-Membranen), wie sie von van Dorp et al. bestimmt wurden [48], und als
Referenz fiir die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse verwendet werden. Im Schema sind
dabei die elektrischen Kréfte als Pfeil nach oben und die durch das elektroosmotische
Flussprofil entstehenden Reibkrifte fiir zwei unterschiedliche Porengrofen als Pfeile nach
unten dargestellt.

0.40

Foneen/AV (BN Y-

R (nm)

Abbildung 29: Normierte effektive Kraft F./U
in Abhéngigkeit vom Porenradius R. Aus [48]

In allen Féllen ist die gemessene effektive Kraft proportional zur angelegten Spannung, da
sich sowohl elektrostatische als auch elektroosmotische Reibkraft proportional zum
elektrischen Feld verhalten. Werden dagegen mehrere DNA-Stringe gleichzeitig in die Pore
gefidelt, so ist die Kraft nicht proportional zu ihrer Anzahl. So erzeugen zwei DNA-Stringe
z.B. nicht genau die doppelte, sondern eine leicht geringere messbare Kraft, da die
zusdtzlichen Abschirmschichten von mehreren Stringen in der Porenregion (besonders bei
geringen Salzkonzentrationen) hydrodynamisch wechselwirken und damit kooperativ den
elektroosmotischen Fluss weiter erh6hen konnen. Jedes zusitzliche DNA-Molekiil in der
Nanopore liefert damit (durch nun starkeren elektroosmotischen Fluss) einen leicht geringeren
Beitrag zur effektiven Kraft als sein jeweiliger Vorgéinger [138].
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3. Materialien und Methoden

In diesem Kapitel werden die verschiedenen Versuchsaufbauten und Messmethoden
vorgestellt, die zur Gewinnung der im nachfolgenden Kapitel aufgefiihrten Messergebnisse
zur Anwendung gebracht wurden. Darin eingeschlossen sind die bendtigten Materialien,
Chemikalien und die Priparationen der jeweiligen Proben. Zunéchst wird hierfiir auf die
Nanoporen-Experimente eingegangen, gefolgt von den DNA-Streckexperimenten, den
Rasterkraft-Mikroskopie-Aufnahmen sowie der Beschreibung der Magnetischen Pinzette.

3.1. Nanoporenexperimente

Beschrieben werden hier der Aufbau der Optischen Pinzette fiir die Nanoporenexperimente,
das allgemeine Layout der bei diesen Versuchen verwendeten Fliissigkeitszellen, sowie die
Herstellung und Verwendung der verschiedenen Membranen (Silizium-Nitrid, Graphen,
Carbon-Nanomembranen, Lipidmembranen und —beschichtungen) und die Priparation der
dazugehorigen DNA-Proben.

3.1.1. Versuchsaufbau

Der Aufbau der Optischen Pinzette fiir die Nanoporen-Experimente soll im Folgenden
einfiihrend kurz skizziert werden. Eine genauere Beschreibung (inkl. Herstellerangaben) des
Aufbaus mit riickgestreutem Licht I4sst sich dabei in den dazugehorigen Verdffentlichungen
[22,27] und die Weiterentwicklung zur Videoauswertung in [28] und [25] finden.

Optische Pinzette

Die Optische Pinzette ist in Abbildung 30 schematisch dargestellt. Das Kernstiick bildet ein
leistungsstarker Infrarot-Laser (Nd:YAG, 1000 mW, 1064 nm) der in ein inverses Mikroskop
eingespiegelt wird. Der linear P-polarisierte Strahl (durchgezogene Linie) passiert dort
zunéchst unverdndert einen polarisierenden Strahlteiler (polarizing beam splitter — PBS), wird
anschliefend aufgeweitet, von einer A/4-Platte rechts-zirkular polarisiert und mit einem
Wasserimmersions-Objektiv (60x) in die Probenkammer fokussiert um dort die Optische
Falle zu bilden. Das vom gefangenen Partikel zuriickgestreute Licht (gestrichelte Linie) wird
vom gleichen Objektiv aufgefangen und in einem parallelen, nun links-zirkular polarisierten
Strahl iiber den gleichen Strahlengang zuriickgeschickt. Nach dem Passieren der A/4-Platte
liegt dieses Licht linear S-polarisiert vor und wird deshalb vom Strahlteiler nun auf einen
Detektor ausgespiegelt. Wirkt eine Kraft (in axialer Strahlrichtung) auf das gefangene
Partikel, so wird dieses aus dem Strahlfokus ausgelenkt und die Intensitdt des riickgestreuten
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Lichts ist (nach vorheriger Kalibration) ein Mal fiir die wirkende Kraft. Um
Interferenzeffekte (zwischen dem reflektierten Licht vom Kiigelchen und von der Nanoporen-
Membran) auf dem Detektor zu verringern, sind zusitzlich eine Lochblende als konfokale
Filterung sowie ein Obstruktionsfilter in den Strahlengang eingebracht, welcher
achsenparalleles Licht (wie es hauptsidchlich von der Membran reflektiert wird) ausblendet
und konvergent riickgestreutes Licht vom Kiigelchen (welches in der Peripherie des
Strahlengangs zurlickgestreut wird) passieren ldsst. So formt sich ein ,,Doughnut-Profil* des
Fallenlasers, welches (aufgrund geringerer Streukréfte) die Fallenstirke in Strahlrichtung
noch einmal erhoht.
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Faraday-Kéfig
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Piezo-Tisch

Strahlaufweitung
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-
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== Lochblende

. P

Kahlblock I Detektor

Abbildung 30: Schematischer Aufbau der Optischen Pinzette mit Kraftmessung iiber riickgestreutes
Licht und Videoauswertung. Der Bildausschnitt links zeigt ein Abbild des gefangenen Kiigelchens, wie
es der CCD erscheint und von der Auswertungssoftware zur Berechnung der scheinbaren Kugelgrofle
(gelber Kreis) aus der Detektion der steigenden (griin) und fallenden (rot) Kontrast-Kanten entlang der
blau markierten Speichen verwendet wird.

Die Fliissigkeitszelle wird auf einem mechanischen xy-Tisch sowie einem darauf befindlichen
Piezo-Tisch montiert, so dass sich das gefangene Objekt relativ zur Probenkammer grob
ausrichten sowie mit Nanometer-Prazision bewegen ldsst. Eine Abschirmung mit einer
Metallbox wirkt als Faradayscher Kéfig und erlaubt so das storungsfreie Messen der winzigen
elektrischen Strome durch die Nanopore.

Uber das inverse Mikroskop kann die von oben beleuchtete Probenkammer zusétzlich mit
einem Okular betrachtet werden, wihrend eine 10x NachvergroBerung ein Bild des
gefangenen Kiigelchens auf einer CCD-Kamera erzeugt. Dies erlaubt zusédtzlich eine Echtzeit-
Kraftauswertung iiber das Videobild des gefangenen Kiigelchens, wofiir von einer Software
die Kanten im Bild detektiert werden und ein Kreis in das Bild vom Kiigelchen gefittet wird,
um schlieBlich die scheinbare Grofle des Partikels im Bild zu bestimmen [25,28]. Wird das
Kiigelchen aus dem Laserfokus durch eine Kraft (in axialer z-Richtung) ausgelenkt, so dndert
sich dieser scheinbare Kugelradius auf dem CCD-Chip und die GroBenénderung ist ein Maf}
fiir die wirkende Kraft. Eine Auslenkung in x- oder y-Richtung dagegen wiirde anstatt einer
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GroBendnderung eine Verschiebung des Kugel-Abbilds auf dem CCD-Chip hervorrufen und
ist somit ebenfalls leicht detektierbar.

Die gesamte Regelung und Messung (von Piezo-Tisch-Bewegung, Kraft, elektrischer
Spannung und Ionenstromstirke) wird in einer LabVIEW-Steuersoftware vorgenommen und
die Kalibrierung der Kraft erfolgt fiir beide Messmethoden (riickgestreutes Licht und
Videoauswertung) jeweils mit Hilfe der im Kapitel 2.1. beschriebenen Stokes-Reibung.

Flussigkeitszelle und elektrische Kontaktierung

Die verwendete Fliissigkeitszelle fiir die Nanoporen-Experimente ist in der folgenden
Abbildung 31 dargestellt.

Agarose Gel Salzbriicke Cyanoferrat
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Platindraht
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Deckglas
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2 mM K4[Fe’(CN)e], 2 mM K3[Fe[(CN)e]
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=
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Abbildung 31: Der Siliziumchip mit Siliziumnitrid-Membranfenster und darin befindlicher
Nanopore (oben links), sowie die Fliissigkeitszelle mit elektrischer Kontaktierung.

Die Grundplatte bildet ein diinnes Deckglidschen, iiber welches die dariiber befindliche
Fliissigkeitskammer durch das Mikroskop betrachtet werden kann, sowie das Einstrahlen des
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Fallenlasers ermoglicht wird. Auf dieses Glidschen wurde zuvor eine ca. 40 pm dicke Schicht
eines Polymers (PDMS — Polydimethylsiloxan) mittels Rotationsbeschichtung aufgetragen
und durch mehrstiindiges Erhitzen bei 80°C ausgehirtet. Aus diesem Polymer wurde
anschliefend mittig ein Kanal ausgeschnitten und mit einer weiteren 40 pm diinnen PDMS-
Lage vollstindig abgedeckt, so dass sich eine versiegelte Kammer von ca. | mm Breite, 26
mm Lénge und 40 um Hohe ergibt. Drei von oben gestanzte Locher erlauben einen Zugang zu
dieser Probenkammer, wobei die beiden duBleren mit groBeren Fliissigkeitsreservoirs aus
Acrylglas verbunden sind und auf das mittlere der Silizium-Chip mit Membranfenster und
Nanopore gelegt wird. Die Gegenseite des Chips wird ebenfalls mit einem PDMS-Ring
versiegelt und der gesamte Aufbau mit einem hohlen Acrylglas-Stempel fixiert, der damit das
dritte Fliissigkeitsreservoir bildet.

Damit sich die beiden PDMS-Schichten wasserdicht verbinden und der Kanal anschlieSend
luftblasenfrei mit zuvor entgastem Wasser fiillen ldsst, wird das PDMS direkt vor dem
Zusammenbau ca. 45 Sekunden mit Sauerstoff-Plasma behandelt und dadurch stark hydrophil
gemacht. Auch der Siliziumchip wird entweder durch Sauerstoffplasma oder (fiir noch
groflere Hydrophilie) mit Piranha-Sdure behandelt, um eine luftblasenfreie Benetzung mit
Wasser zu gewéhrleisten, da selbst kleinste Blasen die Pore verstopfen wiirden. In Fillen sehr
sensibler Membranen, die eine solche Behandlung nicht iiberstehen, muss dagegen der Chip
zundchst mit Ethanol komplett benetzt werden und der Einbau in die Fliissigkeitszelle danach
vollstédndig unter Wasser erfolgen.

Nach dem Zusammenbau der Zelle ldsst sich das entgaste, destillierte Milli-Q-Wasser iiber
die drei Flussigkeitsreservoirs durch die jeweils bendtigte salzhaltige Pufferlosung
austauschen und auch die Kiigelchen und DNA-Losungen lassen sich so einspiilen. In allen
Féllen muss jedoch darauf geachtet werden, dass der Kanal nicht austrocknet oder kleinste
Luftblasen eingebracht werden, da sich diese kaum mehr entfernen lassen und den Kanal oder
die Pore endgiiltig verstopfen wiirden.

Die elektrische Kontaktierung des ersten und dritten Reservoirs, zu beiden Seiten der
Nanopore, erfolgt iiber zwei Platindridhte. Diese befinden sich in einer Cyano-Ferrat-Losung
und sind iiber eine Agarose-Gel-Briicke mit den Reservoirs verbunden. Diese Art der
Kontaktierung sorgt dafiir, dass der Widerstand der Platindraht-Oberflache verringert wird
und durch einen langsameren Ubergang vom Oberflichen-Potential zu demjenigen der
Pufferlosung eine bessere Leitfahigkeit und schnellere Reaktion auf Spannungsdnderungen
gegeben ist [21]. Der Grund hierfiir ist die Reduzierung der elektrochemischen Doppelschicht
(vgl. Kapitel 2.7.), die sich ansonsten an den Elektroden wie ein Kondensator aufladen wiirde
sobald ein Potential angelegt wird.

Das Anlegen der Spannung und Messen der lonenstromstarke erfolgt mittels LabVIEW {iber
einen Axopatch Vestirker (Axopatch 200B, Molecular Devices, California, USA).
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3.1.2. Praparationen fiir Siliziumnitrid-Poren

Porenherstellung

Als Tragermedium fiir die Nanoporen dient ein 3 mm grof8er Siliziumchip aus der
Elektronenmikroskopie, mit einem quadratischen Membranfenster von typischerweise ca. 60
um Kantenldnge (vgl. Kapitel 2.2 und Abbildung 7). Dieses Fenster enthélt eine freistehende
Siliziumnitrid-Membran mit variablen Ausmallen, wobei in dieser Arbeit 10 nm (Norcada
Inc., Edmonton, Kanada) sowie 20 und 50 nm (Structure Probe Inc., Pennsylvania, USA)
diinne Membranen verwendet wurden.

In diese Siliziumnitrid-Membran wird mittig mit Hilfe eines Helium-Ionen-Mikroskops
(ORION Plus, Carl Zeiss AG) eine einzelne Nanopore mit dem jeweils gewiinschten
Durchmesser gebohrt. Gegeniiber dem zuvor verwendeten [139] Gallium-Ionen-Strahl bietet
diese Methode eine hohere erreichbare Auflosung (und damit kleinere mogliche Nanoporen-
Durchmesser), vermeidet die Aufladung der Oberfliche (da ein gleichzeitiger Beschuss mit
ladungskompensierenden Elektronen moglich ist) und ist generell durch einen sanfteren
Material-Abtrag gekennzeichnet. Damit kann z.B. der Porenradius allein {iber die Dauer der
Belichtung eingestellt werden und durch groBfldchiges Belichten wird auch ein gezieltes
weiteres Ausdiinnen der Membran moglich.

Vor dem Einbau in die Flissigkeitszelle wird der Chip entweder durch 45-sekiindige
Sauerstoff-Plasmabehandlung oder durch ein 30-miniitiges Bad in 80°C heifler Piranha-Saure
(Wasserstoffperoxid und Schwefelsdure im Verhéltnis 1:3) gereinigt und hydrophil gemacht,
sowie mit Milli-Q-Wasser abgespiilt.

Probenpréaparation

Samtliche Experimente wurden im ,,Nanoporenpuffer (20 mM KCI bzw. wenn angegeben
auch hohere Konzentration, 2 mM Tris/HCl und pH-Wert 8,0) durchgefiihrt, der durch
Unterdruck entgast und anschlieBend mikrogefiltert wurde. Fiir freie DNA-Translokationen
durch die Nanopore wurden 16,4 um lange A-DNA-Stringe (48502 Basenpaare, New England
Biolabs Inc., Massachusetts, USA oder auch Roche, bzw. Promega Corp., Wisconsin, USA)
verwendet.

Fiir die kontrollierten Translokationen mittels Optischer Pinzette wurden die A-DNA-Stringe
an mit Streptavidin beschichtete Mikrokiigelchen aus Polysterol (3,05 bzw. 3,28 um
Durchmesser, 0,5% w/v, Spherotech, Illinois, USA) immobilisiert.

Dafiir wurde die DNA wie folgt mit mehreren Biotin-Molekiilen an einem Ende markiert:
20 ul A-DNA (500 ng/ul) und 2 pl Oligos (5°-AGGTCGCCGCCC-3¢, 432 ng/ul, Metabion,
Miinchen) werden zusammen auf 75 °C aufgeheizt um die ringformig vorliegende DNA
(Plasmid) zu einem Strang mit 12 iiberstehenden Basenpaaren (sticky ends) auf jeder Seite
aufzubrechen. Ein anschlieendes langsames Abkiihlen (innerhalb von 80 Minuten auf 25 °C)
sorgt dafiir, dass sich die Oligos an die komplementiren iiberstehenden Basenpaare an einem
Ende der DNA anlagern und diese Enden damit abséttigen. Eventuelle Strangbriiche werden
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nun durch die Zugabe von 10 pl 2xQuickLigase Reaktionspuffer und 1 pl Quick T4 DNA
Ligase (beide New England Biolabs Inc.) und einer halbstiindigen Inkubation bei 25 °C
kovalent repariert. AnschlieBend wird die Ligase durch 20 ul EDTA (0,5 M Losung) und ein
Aufheizen fiir 10 Minuten auf 65 °C hitzedeaktiviert. Das jeweilige andere Ende der DNA-
Strange wird durch die Zugabe von 0,6 pl der mit 4 Biotin markierten Oligos (5°-
GGGCGGCGACCT-3¢, 543 ng/ul, Invitrogen™, California, USA) und einem langsamen
Abkiihlen (von 40 °C auf 25 °C in 60 Minuten) markiert. Zur Aufreinigung wird das
komplette Gemisch in einen Filter (Ultra-0,5 50 kDA Ultracel Filter, Amicon™) gegeben und
in mehreren Zentrifugations-Schritten (je 5000g fiir 7 Minuten) mit Pufferlésung (150 mM
NaCl, 10 mM Tris/HCI, pH-Wert 8,0) gewaschen. Nach einem anschlieBenden Verdiinnen
der abgefilterten DNA mit 180 pul des gleichen Puffers hat diese etwa eine Konzentration von
50 ng/pl.

Zum Immobilisieren der DNA an den Mikrokiigelchen wurden 0,5 pl der Kiigelchen-
Stammlosung und etwa 1 pl der zuvor beschriebenen DNA-Losung in 10 pul Nanoporenpuffer
gelost und direkt vor dem Experiment fiir etwa 30 Minuten im Kiihlschrank bei 6 °C belassen.

In den Experimenten mit Liganden wurde diese fertig priparierte DNA-Kiigelchen-Losung
noch zusétzlich mit den jeweiligen Proteinen inkubiert:

e Im Falle von RecA mit 20 pl Reaktionspuffer (1,1 M KCI, 16 mM MgCl,), 10 pl
ATPyS-Losung (860 uM, Roche Inc.) und 0,4 pl RecA (53 uM, New England Biolabs
Inc.) fir eine Stunde bei 37 °C und anschlieBendem Verdiinnen mit 1 ml
Nanoporenpuffer.

e Im Falle von EcoRI mit 20 ul CaCl,-Puffer (20 mM) und 0,7 pl EcoRI-Lésung (10
u/ul) fiir eine Stunde bei 37 °C und anschlieBendem Verdiinnen mit 1 ml
Nanoporenpuffer.

e Fir die Experimente ohne Liganden wurde die DNA-Kiigelchen-Losung dagegen
direkt mit 1 ml Nanoporenpuffer verdiinnt.

Bei allen Experimenten kann es dabei von Vorteil sein, das fertige Gemisch vor dem
Experiment noch einmal aufzureinigen, falls es zu unerwiinschtem Kleben der Kiigelchen an
Membran oder anderen Kiigelchen kommen sollte. Hierfiir wurde bei 10000g fiir 5 Minuten
abzentrifugiert, der Uberstand entnommen und das Gemisch erneut mit 1 ml Nanoporenpuffer
verdiinnt.
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3.1.3. Praparationen fiir Graphen-Poren

Die Arbeitsschritte zur Herstellung von Graphen-Nanoporen sind in der nachfolgenden
Abbildung 32 dargestellt. Nach der Methode der Exfoliation [128] wird eine Graphit-Flocke
(,,Graphenium®, 5-10 mm, NGS Naturgraphit GmbH) auf Adhéasions-Klebeband (Nitto Tape,
SPV 224P, FFT Handelsgesellschaft) gegeben (a) und durch mehrmaliges Zusammenfalten
und Abziehen immer weiter ausgediinnt (b), so dass sich neben den Graphitregionen auch
Stellen mit Graphen-Monolagen ergeben. Durch das Anpressen auf ein ausgeschnittenes
Teilstiick eines Siliziumwafers mit einer 90 nm dicken Siliziumdioxidschicht (P-type, B-
doped <100> Si Wafer, MTI Corp., California, USA) werden diese Regionen schlielich auf
den Wafer {ibertragen (c). Die Si0,-Schicht sorgt nun durch Interferenzeffekte dafiir, dass die
Graphen-Mono- und —Multilagen im Auflichtmikroskop sehr einfach anhand ihrer Farbe und
des Kontrastes unterschieden werden konnen (d), was es ermdoglicht gezielt nach ausreichend
groflen Monolagen (e) zu suchen und diese zu markieren.

Das Ubertragen des Graphens auf ein (fiir die Fliissigkeitszelle geeignetes) Membranfenster
erfolgt anschlieBend iiber die Methode des Wedging-Transfers [140]: Hierfiir wird das
Waferstiick in ein Cellulose-Polymer (0,3 g Cellulose Acetat Butyrat, 65000 g/mol, geldst in
10 ml Ethylacetat) getaucht und getrocknet (f). Die zuvor markierte Region mit der Graphen-
Monolage wird mit einem Skalpell ausgeschnitten und durch Eintauchen in Wasser (g) vom
Wafer gelost. Das ausgehirtete Polymer schwimmt nun auf der Wasseroberfldche (h) und
tragt das Graphen an seiner Unterseite, so dass es mit einem Mikromanipulator (i) durch zwei
Nadelspitzen sehr genau auf der Wasseroberfliche bewegt werden kann. Im Wasser wird nun
ein Siliziumchip (Ref: 11202125, Silson Ltd., England) mit einem Membranfenster (j) unter
dem schwimmenden Polymer mit dem Graphen positioniert. Im Gegensatz zu den anderen
Nanoporen-Experimenten besteht die Membran hier jedoch aus 400 nm dickem Siliziumnitrid
und enthilt ein 5-7 um groBes Loch (k), auf welches die Graphenlage abgelegt wird. Nach
dem vorsichtigen Absenken des Wasserspiegels trocknet der Chip und das Graphen samt
Polymer haftet fortan fest auf der Siliziumnitridmembran. Ein Eintauchen des Chips in
Ethylacetat 16st das Polymer vollstdndig auf und es verbleibt nur die Graphenmonolage auf
dem Chip (1), die das Loch in der Membran vollstindig bedeckt.

Im Gegensatz zum reinen Siliziumnitrid liefert Graphen dabei im Helium-Ionen-Mikroskop
einen hohen Kontrast (m) und das Bohren einer Nanopore kann sofort nach der dafiir nétigen
Bestrahlung mit Helium-Ionen auch abbildend kontrolliert werden (n).

Der Einbau in die Fliissigkeitszelle fiir die Experimente erfolgt analog zu Kapitel 3.1.1.,
wobei auf Sauerstoff-Plasma oder Piranha-Sdure aufgrund der sehr diinnen Graphen-
Membran allerdings verzichtet werden muss, und der Zusammenbau stattdessen nach dem
luftblasenfreien Benetzen mit Isopropanol komplett unter Wasser erfolgt.

Die fiir die Experimente verwendete freie A-DNA und die DNA-Kiigelchen-Lésung sind
ebenfalls identisch zu den Proben der anderen Nanoporen-Experimente mit Siliziumnitrid-
Poren (Kapitel 3.1.2.).
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Abbildung 32: (diese und vorige Seite)
Arbeitsschritte  zur  Herstellung  von
Nanoporen in einer Graphen-Membran
mittels Exfoliation, Wedging-Transfer und
Helium-Ionen-Mikroskop.  Erkldrung im
Text.
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3.14. Priaparationen fiir Carbon-Nanomembran-Poren

Die von der Arbeitsgruppe um Professor Dr. Armin Golzhduser hergestellten Carbon-
Nanomembranen liegen wie in Abbildung 33 gezeigt, fertig quervernetzt auf einer
Goldschicht vor, die wiederum auf ein diinnes Schichtsilikat (Glimmer bzw. Mica)
aufgetragen wurde. Um die Membran fiir die Experimente als freistehenden Triger fiir eine
Nanopore nutzen zu koénnen, muss sie auf einen fiir die Fliissigkeitszelle geeigneten
Siliziumchip mit Siliziumnitridmembran, bzw. auf das darin befindliche Loch (mit einem
Durchmesser von 7-12 pm) iibertragen werden.

Hierfiir wird eine dhnliche Methode verwendet wie beim Wedging-Transfer von Graphen.
Zundchst wird die Carbon-Nanomembran mit zwei diinnen Schichten eines Polymers
(PMMA) beschichtet [126], eine davon weich und flexibel um die Membran nicht zu
beschidigen und eine hirtere um die groBflachige Struktur der Schicht wéhrend des Transfers
zu erhalten. Das Auftragen geschieht jeweils per spin coating mit einem anschlieenden
Aushérten bei 90 °C fiir 5 Minuten. Danach erfolgt ein Einweichen in Kaliumiodid (KI/I,-
Atzlésung) fiir 3 Minuten sowie ein mehrmaliges abwechselndes Spiilen mit Wasser und
KI/Wasser-Losung. Bei einem erneuten Bad in KI/I2-Losung fiir 10 Minuten schwimmt das
Konstrukt auf der Wasseroberflaiche, das Gold 16st sich nun allméahlich auf und das sich
ablosende Mica sinkt zu Boden. Nun kann der Siliziumchip samt Mikrometerloch im Wasser
unterhalb der schwimmenden Carbon-Nanomembran platziert und der Wasserspiegel gesenkt
werden. Nach dem Eintrocknen (20 Minuten 90 °C) wird das PMMA auf der Oberseite mit
Aceton aufgelost und es ergibt sich eine freistehende Carbon-Nanomembran in die nun mit
dem Helium-Ionen-Mikroskop eine Nanopore gebohrt wird.

Im Gegensatz zu Graphen liefert die Carbon-Nanomembran jedoch kaum Kontrast wihrend
des Bohrens, so dass eine Kontrolle der Porengroe nur iiber das Abschétzen der
Bohrparameter und wihrend des Experiments iiber den elektrischen Widerstand der
Porenmembran erfolgen kann.

Sollten dickere Membranen hergestellt werden, so werden vor dem Bohren mehrere
Einzelschichten durch den beschriebenen Transferprozess aufeinandergestapelt.

Der Einbau in die Fliissigkeitszelle und die Probenpriparation (DNA + Kiigelchen) erfolgen
analog zu Graphen wie in den vorigen Kapiteln beschrieben.

\ PMMA

| S=s I |

Abbildung 33: Carbon-Nanomembran vor (links) und nach (rechts) dem Transfer auf das 7 pum gro3e Loch in
einer Siliziumnitrid-Membran. Zu erkennen ist vor allem der Faltenwurf der Carbon-Membran neben dem Loch.
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3.1.5. Praparationen fiir lipidbeschichtete Poren

Zur Beschichtung einer Siliziumnitrid-Nanopore mit einer Lipiddoppelschicht wird der
Nanoporenchip entsprechend Kapitel 3.1.2. mit Piranha-Losung gereinigt und in die
Fliissigkeitszelle eingebaut. Nun wird die Zelle mit Nanoporenpuffer hoher Salzkonzentration
(2M KCl) befiillt und als Referenz der elektrische Widerstand der Pore gemessen, um so ihren
Durchmesser abschdtzen zu konnen (vgl. Kapitel 4.1.1.). Die hohe Salzkonzentration ist
hierbei notig, da bei geringen lonenstirken die Oberfldchenladungen des Siliziumnitrids die
Leitfahigkeit der Pore dominieren wiirden und erst bei hohen Ionenstirken (1-2 M)
hauptsichlich die Poren-Geometrie fiir deren Widerstand ausschlaggebend ist.

Nach der Widerstandsmessung werden die Reservoirs der Fliissigkeitszelle zur Beseitigung
aller Salzreste mit destilliertem Wasser gespiilt und anschlieBend wieder mit Vesikelpuffer
(150 mM KCI, 10 mM HEPES, pH-Wert 7,5) befiillt. In das erste Reservoir werden nun
100 ul in Vesikelpuffer geloste kleine unilamellare Vesikel (SUV) in die Fliissigkeitszelle
gegeben und nach einer Einwirkzeit von 15 Minuten mit destilliertem Wasser wieder
hinausgespiilt. So wird sichergestellt, dass nur diejenigen Lipide in der Fliissigkeitszelle
verbleiben, die durch das Platzen der Vesikel an der hydrophilen Siliziumnitridmembran eine
Lipiddoppelschicht geformt haben und nun auch die Nanopore benetzen. Zur Kontrolle wird
nun erneut der Widerstand der Pore in hoher Salzkonzentration (2 M KCl) gemessen und mit
dem zuvor bestimmten Referenzwert der unbeschichteten Pore verglichen um auf eine
erfolgreiche Beschichtung (und damit verbundener Reduzierung des Porendurchmessers)
riickschlieBen zu konnen. Gleichzeitig wurden die Vesikel mit Rhodamin-B fluoreszent
markiert, so dass zeitgleich eine optische Kontrolle der Beschichtung mit dem
Fluoreszenzmikroskop (Filtersatz 20, Carl Zeiss, Anregung BP 546/12, Emission BP 575-
640) ermoglicht wird.

Angelehnt an [73] wurde die SUV-Losung nach der folgenden Methode hergestellt: 150 pl
POPC (Ref. 850457) und 10 pl Rhodamin-DOPE (Ref. 810150, beide Avanti Polar Lipids,
Alabama, USA) werden im Verhiltnis 99,2/0,8 Mol-% in 40 pl Chloroform geldst und in
einen Rundkolben gegeben. Dieser wird flir 20-30 Minuten im Rotationsverdampfer mit einer
Wasserstrahlpumpe evakuiert, so dass das Chloroform vollstindig verdampft. Anschlieend
werden 500 pl Vesikelpuffer (s.0.) in den Rundkolben pipettiert und so lang geschwenkt, bis
sich die Lipide vollstindig von der Wand geldst haben. Die Losung wird nun in ein Falcon
Tube gegeben, mit Eiswasser von auflen gekiihlt und mit einem Ultraschallfinger fiir ca. 15
Minuten mit Ultraschall (mit steigender Leistung) behandelt, bis sich die Lipide zu winzigen
Vesikeln umformen und die Losung damit klar und transparent wird.

Die Experimente mit DNA, Mikrokiigelchen und Optischer Pinzette erfolgen analog zu den
Experimenten an Siliziumnitrid-Nanoporen (Kapitel 3.1.2.).

Alternativ zu den SUV konnen auch riesige Lipidvesikel (GUV, mehrere Mikrometer
Durchmesser) verwendet und iiber der Pore zum Platzen gebracht werden. Dazu werden sie in
das obere (mit Nanoporenpuffer gefiillte) Reservoir 3 gegeben und wéhrend des Absinkens
wird der Ionenstrom durch die Pore gemessen und aufgezeichnet.
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Die Herstellung der GUV-Losung erfolgt hierbei iiber die Methode der Elektroformation
[141] (electroswelling): Es werden 31,32 ul DOPC (Ref. 850375), 0,793 ul DOPG (Ref.
840475) und 0,329 ul Rhodamin-DOPE (Ref. 810150, alle Avanti Polar Lipids, Alabama,
USA) in 467,75 pul Chloroform geldst (Verhéltnis 99 : 0,995 : 0,005 Mol-%). Zwischen zwei
mit Indium-Zinn-Oxid beschichteten Gliasern wird ein U-formig ausgeschnittenes Stiick
PDMS geklemmt, um so eine Reaktionskammer zu formen. Auf beide Kammerinnenseiten
werden je 15 pl der Lipidlosung pipettiert, groBflichig auf den Glisern verteilt und fiir 3
Stunden im Exsikkator unter Vakuum getrocknet. AnschlieBend werden die
Reaktionskammer mit Sucrose-Losung (0,3 M) gefiillt und die beiden ITO-Glaspldttchen mit
Elektroden {iiber Silberleitlack elektrisch kontaktiert. Jede Minute wird die angelegte 12 Hz
Sinus-Wechselspannung um 0,1 V bis auf insgesamt 1,6 V (effektiv) erhoht und dann fiir 2
bis 3 Stunden bei 1,6 V belassen, so dass sich die Vesikel zwischen den Glasplittchen formen
konnen. Ein leichteres Ablosen von den Oberflichen wird durch abschlieBendes Anlegen
einer 5 Hz Rechteck-Wechselspannung fiir 10 Minuten erreicht, woraufhin die Vesikel durch
das Ausspiilen der Reaktionskammer mit Sucrose-Losung entnommen werden kdnnen. Die
Sucrose-Fiillung der Vesikel sorgt dafiir, dass die GUVs im Experiment leichter zu Boden
sinken und dass sie (durch den osmotischen Druck) durch Anderung der umgebenden
Pufferlosung leichter zum Aufplatzen zu bringen sind.

3.2. DNA-Streckversuche

Neben den Experimenten an Nanoporen bilden die DNA-Streckversuche eine weitere
Moglichkeit Informationen iiber DNA-Ligand-Komplexe zu gewinnen. Da hierfiir die DNA
an beiden Enden zwischen zwei Kiigelchen immobilisiert werden muss, wird ein modifizierter
Versuchsaufbau der Optischen Pinzette benétigt, der im Folgenden beschrieben werden soll.

3.2.1. Versuchsaufbau

Der Aufbau der Optischen Pinzette fiir die DNA-Streckversuche ist in Abbildung 34
dargestellt, &hnelt in den wesentlichen Teilen dem in Kapitel 3.1.1. beschriebenen
Versuchsaufbau und funktioniert nach den dort beschriebenen Prinzipien. Da nun jedoch
Krifte in x-Richtung (senkrecht zur Laserstrahl-Achse) gemessen werden sollen, kommt ein
Lineardetektor zur Auswertung des riickgestreuten Lichts zum Einsatz. Eine Verschiebung
des Mikrokiigelchens aus dem Mittelpunkt der optischen Falle (aufgrund externer Krifte)
fiihrt ebenso zu einer Verschiebung des Strahlkegels des riickgestreuten Lichtes, und kann
nach einer Kalibration iiber die Stokes-Reibung vom Lineardetektor in eine Kraft iibersetzt
werden.
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Abbildung 34: Versuchsaufbau der Optischen Pinzette mit Zuleitungssystem fiir die Proben (oben),
Schema der Fliissigkeitszelle (links unten) sowie Bild der Mikrokiigelchen und Mikropipette wiahrend des
Experiments (rechts unten), wobei Laserfokus und DNA-Strang zur Veranschaulichung markiert wurden.

Auch die verwendete Fliissigkeitszelle muss an die verdnderte Messprozedur angepasst
werden. Sie besteht deshalb aus zwei Lagen Parafilm mit einem eingeschnittenen Kanal, die
sich zwischen zwei Deckgldschen befinden. Zwischen die beiden Lagen wird zudem eine
Mikropipette aus Glas (mit einem Spitzendurchmesser von 1-2 pm) geklemmt und {iber ein
Glasrohrchen und einen Teflonschlauch mit einer Spritze verbunden, um so einen leichten
Unterdruck an der Spitze erzeugen zu kénnen. Uber zwei Bohrungen im oberen Deckglischen
und zwei aufgeklebte Acrylglas-Verbindungen werden ein Zu- und Abfluss zur
Fliissigkeitszelle geschaffen, iiber welche sie mit fiinf verschlieBbaren Fliissigkeitsreservoirs
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verbunden wird. Diese erlauben das Einleiten (und Ausspiilen) der Mikrokiigelchen, der
DNA, der Liganden sowie der verwendeten Pufferlosung, wobei sich die
FlieBgeschwindigkeit in der Fliissigkeitszelle iiber den hydrostatischen Druck durch den
Hoéhenunterschied zwischen den Fliissigkeitsgefaflen an Zu- und Ablauf der Zelle, sowie iiber
die Auswahl der Kanalbreite regeln ldsst.

3.2.2. Probenpriparation

Fir die Experimente muss zunidchst ein A-DNA-Strang zwischen zwei Mikrokiigelchen
immobilisiert werden. Hierfiir werden zwei Mikrokiigelchen (3,05 pum Durchmesser,
Spherotech, Illinois, USA) mit der Optischen Pinzette gefangen, von denen eines in der Falle
verbleibt und eines durch leichten Unterdruck an der Spitze der Mikropipette fixiert wird.
Nach sorgféltigem Ausspiilen der iibrigen Kiigelchen mit Pufferlésung kann die DNA-Losung
eingeleitet werden, wihrend das Kraftsignal des gefangenen Kiigelchens aufgezeichnet wird.
Kommt es zu einem Anbinden eines Endes der mit Biotin markierten DNA-Stringe an das
mit Streptavidin beschichtete Kiigelchen in der Falle, so macht sich dies aufgrund der nun
hoheren Reibungskraft im Fliissigkeitsstrom durch kleine Kraftspriinge von wenigen pN
bemerkbar. Da die DNA-Stringe an beiden Enden mit Biotin markiert sind, darf der
Fliissigkeitsstrom nun (bei der Umstellung von DNA-L6sung auf Pufferlosung zum Spiilen)
keinesfalls unterbrochen werden, da sonst beide Enden eines Stranges am gleichen Kiigelchen
anbinden wiirden. Stattdessen wird darauf geachtet, dass der am Kiigelchen gebundene Strang
aufgrund der Stromung wie eine Fahne im Wind hinter dem gefangenen Kiigelchen ,,flattert™
und ausgestreckt bleibt, wihrend man sich mit diesem Kiigelchen langsam in Stromrichtung
dem zweiten Kiigelchen an der Mikropipette annédhert. Durch vorsichtiges Hin- und
Herbewegen des gefangenen Kiigelchens kann nun das Anbinden des zweiten Endes am
anderen Kiigelchen {iberpriift werden: Sollte beim Entfernen der beiden Kiigelchen ein starker
Kraftanstieg auftreten, so hat eine erfolgreiche Anbindung stattgefunden.

Aus diesem Ausgangszustand kann nun ein Streckexperiment durchgefiihrt werden, indem die
Kiigelchen langsam voneinander entfernt und zeitgleich der Abstand beider Kiigelchen
(berechnet aus der Position des Piezotisches) sowie die wirkende Kraft (berechnet aus der
Position des zuriickgestreuten Lichtkegels) aufgezeichnet werden. Auch die Liganden kénnen
nun in der gewiinschten Konzentration eingeleitet werden.

Als Pufferlosung zum Spiilen, sowie zum Verdiinnen der DNA (70 ul, 280 pM A-DNA auf
1,5 ml Puffer), der Kiigelchen (0,5 pl, 0,5% m/v Stammlésung auf 1,5 ml Puffer) und der
Liganden (verschiedene Konzentrationen) kommt in allen Féllen entgaster und gefilterter
PBS-Puffer (136 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na,POy, 1,5 mM KH,PO,, pH-Wert 7,4)
oder OT-Puffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI, pH-Wert 8,0) zum Einsatz. Zum Auflésen
der zweikernigen Metallkomplexe werden diese in der gewiinschten Konzentration in ca. 15
ml Puffer gegeben und fiir 10-20 Minuten im Ultraschallbad behandelt. Zur Vermeidung des
Ausfallens oder Ausflockens der Metallkomplexe ist es alternativ moglich, diese zundchst in
hoherer Konzentration in destilliertem Wasser zu l6sen und diese Losung langsam mit
Pufferlosung zur gewlinschten Konzentration zu verdiinnen.
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Zur beidseitigen Markierung der DNA mit mehreren Biotin-Molekiilen wird das nachfolgende
Protokoll verwendet: 40 ul A-DNA (250 pg/ml, Roche AG) oder 20 ul A-DNA (488 ug/ml,
New England Biolabs Inc.) werden in einem PCR-Tube fir 5 Minuten bei 65 °C
aufgeschmolzen und direkt im Anschluss auf Eis gekiihlt, so dass das urspriingliche Plasmid
nun als linearer DNA-Strang vorliegt. In einem zweiten Gefd3 wird wéhrenddessen der
Ansatz der Nukleotide in folgender Reihenfolge vorgenommen: In 180 ul destilliertem Milli-
Q-Wasser werden 20 pl 10xNEBuffer 2 gelost. Es folgen 1,25 pl Biotin-11-dCTP (5 mM),
sowie je 0,21 ul dATP, dGTP, dTTP (100 mM, Amersham Pharmacia) und 2 pl des
Polymerase I Fragments ,,Klenow 3° — 5° exo-“ (New England Biolabs). Dieser Ansatz wird
auf zwei PCR-Tubes aufgeteilt (je 102 pl) und mit je 20 pl (bzw. 10 ul bei NEB) der zuvor
aufgeschmolzenen DNA vermischt. Es folgt eine 2 stiindige Inkubation bei 37 °C, was die
iiberstehenden sticky ends der DNA kovalent mit den jeweils komplementidren Nukleotiden
auffiillt, wahrend an das Cytosin zusdtzlich Biotin gebunden ist. Die Polymerase-Funktion
wird anschlieBend durch Zugabe von jeweils 1,95 ul EDTA (0,5 M) und einem Autheizen fiir
5 Minuten auf 70 °C gestoppt. Zuletzt werden beide Ansétze in einen Filter gegeben (Ultra-
0,5 50 kDA Ultracel Filter, Amicon™) und in der Zentrifuge 5 mal fiir jeweils 10 Minuten bei
14000g mit jeweils 400 pul OT-Puffer gewaschen um die DNA von den restlichen Enzymen zu
trennen. Die mit Biotin markierte DNA kann nun aus dem Filter entnommen (1000g fiir 3
Minuten, mit umgedrehtem Filtereinsatz) und mit 180 ul OT-Puffer verdiinnt und bei -20 °C
zur Aufbewahrung eingefroren werden.

3.3. AFM-Abbildungen

3.3.1. Funktionsprinzip

Die Rasterkraftmikroskopie (engl.: atomic force microscopy — AFM) zdhlt zu den
Rastersonden-Mikroskopie-Techniken, bei denen eine Sonde in die Ndhe (oder in Kontakt
mit) einer Oberfldche gebracht und diese anschlieBend Punkt fiir Punkt abgerastert wird. Aus
der dabei gemessenen Wechselwirkung zwischen Sonde und Oberfldche in jedem Punkt kann
schlieBlich im Computer ein topografisches Bild rekonstruiert werden. So ldsst sich eine hohe
Auflosung — zumeist im Nanometer-Bereich — erreichen, also weit jenseits des Limits
herkdmmlicher optischer Mikroskopie-Techniken.

Beim AFM dient, wie in Abbildung 35 gezeigt [142], als Sonde ein Federbalken (Cantilever)
mit einer feinen Nadelspitze, die im Idealfall nur wenige Atome umfasst. Mittels
Piezoelektrik kann die Spitze in allen drei Raumdimensionen in Nanometerschritten iiber die
Probenoberfliche gerastert werden, wiahrend ihre mechanische Auslenkung durch einen auf
eine Quadrantendiode reflektierten Laserstrahl bestimmt wird.

Wihrend der Messung spiirt die Spitze dabei das sogenannte Lennard-Jones-Potential, mit
einer repulsiven, kurzreichweitigen Kraftwirkung (wenn sich Atomorbitale von Spitze und
Probe {iberlappen und aufgrund es Pauli-Prinzips abstof3en) und einer schwachen, attraktiven
Kraftwirkung bei etwas hoheren Abstinden, die aufgrund von van-der-Waals-
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Wechselwirkungen entstehen. Je nach Abstand der Spitze von der Probenoberflache kann das
AFM deswegen in verschiedenen Modi betrieben werden (contact mode, non-contact mode),
wobei in dieser Arbeit stets der tapping mode verwendet wurde. Dieser vereint das sehr
schonende Scannen des non-contact-mode mit der hohen erreichbaren Auflésung des contact-
mode, indem die Spitze in Schwingung versetzt wird und nur wihrend der Schwingamplitude
die Oberfliche kurz beriihrt. Uber einen Regelkreis wird der Abstand zwischen Spitze und
Probe wihrend des horizontalen Scannens so eingestellt, dass die Resonanzfrequenz des
Cantilevers konstant gehalten wird, so dass die dafiir bendtigte vertikale Ausgleichsbewegung
ein direktes Abbild der Probentopografie darstellt.

Detektor und ¢
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Abbildung 35: Funktionsprinzip des Rasterkraftmikroskops (links) und Lennard-Jones-
Potential als Funktion des Abstands zwischen Probe und Spitze (rechts). Quelle: [142]

Abgesehen vom Betriebsmodus und der Regelungstechnik ist die Auflosung hauptsichlich
von der Qualitit der verwendeten Nadelspitze abhédngig, da das rekonstruierte Bild
mathematisch eine Faltung zwischen Proben- und Spitzen-Geometrie darstellt. Besonders bei
der Bestimmung von Nanoporen-Durchmessern oder Liganden-Grof3en mit Hilfe des AFM
muss deswegen beachtet werden, dass der dabei auftretende Fehler (in horizontaler Richtung)
im Bereich des Kriimmungsradius der Spitze (z.B. 10 nm) liegen kann und dass auch
anderweitige Darstellungsfehler auftreten kdnnen. So z.B. wenn die Spitze aufgrund ihrer
eigenen Geometrie scharfe Konturen nicht exakt abfahren kann, Fremdmolekiile an ihr haften,
oder ihre Form nicht ideal ist (z.B. ,,Doppelspitze®).

3.3.2. Probenpriparation

Zur Darstellung der DNA-Ligand-Komplexe wird zunédchst ein kleines Mica-Pléttchen
(1 cm?) mehrmals mit Klebeband abgezogen, um eine saubere, atomar glatte Oberfliche als
Trager fiir die zu scannende Probe zu schaffen. Etwa 5 pl NiSO4-Losung (100 mM) werden
auf die Mica-Oberfldche gegeben und nach 10 Minuten Einwirkzeit mit Milli-Q-Wasser
abgespiilt. AnschlieBend werden etwa 10 ul der DNA-Ligand-Losung auf die Oberflache
pipettiert und fiir 15 Minuten einwirken gelassen. Nach dem sorgfiltigen Abspiilen der
iiberfliissigen Losung mit Milli-Q-Wasser und dem Abtrocknen unter einem Stickstoff-Strom
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kann das Scannen im AFM (Nanoscope V, Multimode, Bruker) mit monolithischen
Kraftsensoren (Tap300AI, NanoAndMore GmbH) im tapping mode erfolgen.

Die aufgebrachte DNA-Ligand-Lésung besteht hierbei

e fiir die Metallkomplexe aus: 260 pM A-DNA, 10 uM des jeweiligen zweikernigen
Metallkomplexes, 20 mM KCI, 2 mM Tris/HCI, pH-Wert 8,0

e fiir RecA-DNA-Komplexe aus: 10 pul A-DNA (240 pM), 10 ul RecA-Losung (760
nM) und 10 pl ATPyS-Losung (860 uM) in 30 ul Reaktionspuffer (1,1 M KCl, 16
mM MgCl,), die fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert wurden.

3.4. Magnetische Pinzette

Ahnlich zum Prinzip der Optischen Pinzette lassen sich auch mit der Magnetischen Pinzette
kleine Mikrokiigelchen fangen und manipulieren um Experimente an daran immobilisierten
Biomolekiilen, wie z.B. DNA, durchzufiihren. Da das Fangen hier jedoch nicht mit
Laserstrahlung sondern iiber magnetische Felder geschieht, er6ffnet sich durch das dafiir
notige magnetische Moment der Kiigelchen der grofle Vorteil, diese gezielt rotieren zu lassen
und damit auch Torsionskrifte auf daran immobilisierte DNA ausiiben (oder messen) zu
konnen. Biologische Einzelmolekiile lassen sich mit der Magnetischen Pinzette also sowohl
mit hoherer Kraftauflosung (aber geringerer maximaler Kraft) strecken, als auch in sich selbst
verdrehen.

3.4.1. Versuchsaufbau

Der schematische Versuchsaufbau
ist in Abbildung 36 gezeigt [143]. In Magnes / m
der Fliissigkeitszelle werden DNA- L& N~

Molekiile zwischen jeweils einem Capillary wbe with DNA

magnetischen Kiigelchen und dem - —-— ) <— Buffer flow

Boden der Kammer immobilisiert. s

Zwei iber der Fliissigkeitszelle =

installierte, drehbare Permanent- _1

Magnete ziehen die Mikrokiigelchen ! Inverted

in  z-Richtung nach oben und Microscope

erlauben so das Strecken des | ccpeamen |—

Molekiils. Die auszuiibende Streck- FC and frame grabber ‘

Kraft kann iiber die Entfernung und
die gewiinschte Torsion iiber die
Rotation der Magnete direkt beeinflusst werden. Unterhalb der Fliissigkeitszelle befindet sich
ein Olimmersions-Objektiv, iiber welches mit Hilfe einer CCD-Kamera im Computer das Bild

|Abbildung 36: Schema der Magnetischen Pinzette. Aus [143] |
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der Mikrokiigelchen aufgezeichnet werden kann. Analog zur Video-Auswertung bei der
Optischen Pinzette kann eine Software so die Position und Bewegung aller Mikrokiigelchen
im Blickfeld bestimmen: Die x- und y-Position iiber die Verschiebung im Bild und die z-
Position tliber den Grad der Unschérfe mit welchem die Kiigelchen erscheinen, indem das
aktuelle Bild mit einem zuvor aufgenommen Kalibrierungsbild (bei verschiedenen bekannten
z-Abstinden) verglichen wird. Wéhrend der Messung werden also der z-Abstand (zwischen
Kugel und Oberfliche), die Rotation und die auf das Molekiil wirkende Kraft (berechnet aus
den thermischen Ortsfluktuationen des Kiigelchens, die umso kleiner werden je straffer das
Molekiil bei hoheren Kriften gespannt wird) aufgezeichnet.

Die Fliissigkeitszelle muss sehr flach konstruiert

sein, um sowohl den Arbeitsabstand des

Objektivs nicht zu iiberschreiten, als auch die

STy - : Magnete so nah wie moglich an die Kiigelchen

anndhern zu konnen. Sie besteht deswegen aus

einem ausgeschnittenen Kanal in doppelseitigem

Klebeband. Den funktionalisierbaren Boden der

B Probenkammer bildet ein diinnes Deckgldschen,

welches auch den Kontakt zum Olimmersions-

Objektiv herstellt, und die Decke bildet eine

diinne Mylar-Folie mit zwei aufgeklebten

Fliissigkeitsreservoirs zu beiden Enden des

Abbildung 37: Verwendete Fliissigkeitszelle | <anals, durch welche die Proben eingeleitet
werden konnen.

3.4.2. Probenpriparationen

Als Biomolekiile fiir die Experimente standen 3,4 um lange DNA-Fragmente (PicoTwist,
Frankreich) zur Verfiigung, die an einem Ende mit Digoxigenin (DIG) und am anderen mit
Biotin markiert waren.

Der Boden der Fliissigkeitszelle muss deswegen mit dem entsprechenden Antikorper (Anti-
DIG) funktionalisiert werden. Hierfiir wird das Deckglédschen zunichst mit Aceton und
destilliertem Wasser gereinigt und fiir mehrere Minuten in Natronlauge (2 M) gegeben um
schiitzende Oberflachengruppen vom Glas zu entfernen. Nach einem Spiilen mit destilliertem
Wasser wird das Glaschen auf der Heizplatte getrocknet (150 °C, 30 Minuten) und mit einem
diinnen Film ,,Sigmacote* (Sigma-Aldrich Corp.) hydrophilisiert.

Nach dem Zusammenbau der Fliissigkeitszelle werden 70 pl Anti-DIG (200 pg/ml in PBS-
Puffer, Roche) in den Kanal gespiilt und fiir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Danach folgt ein
Spiilen mit Passivierungspuffer (PBS-Puffer mit 0,2% BSA, 0,1% TWEEN®20, 5 mM
EDTA, 10 mM Natriumazid), der 12 Stunden in der Zelle verbleibt um die unbeschichteten
Stellen der Glasoberfldche abzusittigen.
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Als Kiigelchen dienen 1 um grof3e, mit Strepatividin beschichtete ,,Dynabeads®‘ (MyOne™
Streptavidin C1, 10 mg/ml, Invitrogen Corp., Kalifornien, USA), von denen 5 ul mehrfach
mit 200 pl PBS-Puffer gewaschen werden (Verdiinnen in PBS, Absinken lassen mit Hilfe
eines Permanentmagnets, Uberstand abnehmen) um unspezifisches Kleben zu reduzieren.
Zuletzt erfolgt ein Losen in 5 pul PBS-Puffer.

1 pul der DNA-Losung und 5 pl der gewaschenen Kiigelchen-Losung werden zusammen in
90 ul PBS-Puffer gelost und wihrend der Einwirkzeit von 30 Minuten mehrmals vorsichtig
aufgeschiittelt. Anschlieend erfolgt wieder ein Waschen (3-4 mal) mit PBS-Puffer.

Abschlieend wird die Kiigelchen-DNA-Losung in die Fliissigkeitszelle gespiilt und fiir 15
Minuten ohne Magnetfeld einwirken gelassen, woraufhin sich die Kiigelchen am Boden
absetzen und sich das DIG-markierte Ende der DNA mit der Anti-DIG-Beschichtung der
Glasoberfliche verbinden kann. Die iiberschiissigen, ungebundenen Kiigelchen werden nun
herausgespiilt und die Magnete angendhert. Alle Kiigelchen die sich nun um wenige um vom
Boden abheben, besitzen eine erfolgreiche Immobilisierung der DNA zwischen Kugel und
Glasoberfliche und konnen fiir die Experimente verwendet werden. Auch die gewiinschten
Liganden kénnen nun eingeleitet werden.
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4. Ergebnisse und Auswertung

In diesem Kapitel werden die Experimente und Messergebnisse vorgestellt, ausgewertet und
diskutiert, die fiir diese Arbeit mit den im vorigen Kapitel beschriebenen Methoden gewonnen
wurden.

Dies beinhaltet zundchst eine ndhere Betrachtung der Effekte und Faktoren, welche die
Messungen an Nanoporen beeinflussen konnen, wie z.B. die PorengroBBe, das
Herstellungsverfahren, die Porengeometrie, die Beleuchtung usw.

Anschlieend erfolgt die Diskussion der DNA-Translokations-Experimente durch Nanoporen.
Diese Experimente gliedern sich auf in zunéchst freie Translokationen — in denen sich DNA-
Strange aufgrund der angelegten Transmembranspannung frei, und in hoher Anzahl, durch die
Nanoporen bewegen konnen — sowie kontrollierte Translokationen, fiir welche einzelne
DNA-Stringe an einem mit der Optischen Pinzette gefangenen Kiigelchen immobilisiert und
so in der Nanopore kontrolliert bewegt oder auch ortsfest gehalten werden konnen.

Hierauf folgen Experimente in denen die DNA zusitzlich mit Liganden versehen wurde,
sowie mehrere Fille, fiir welche das hédufig verwendete Silizium-Nitrid der Nanoporen-
Membran durch verschiedenartige, neue Materialien (wie z.B. Graphen, Carbon-Nanosheets,
Lipid-Doppelschichten) modifiziert bzw. génzlich ersetzt werden konnte.

Nach einer Zusammenfassung dieses ersten experimentellen Teils der Arbeit iber Nanoporen,
in welcher insbesondere der Einfluss der PorengroBe und des Porenmaterials auf die
gemessenen Kréfte noch einmal diskutiert wird, folgt schlieBlich der zweite Hauptteil,
welcher sich mit den zweikernigen Metallkomplexen beschéftigt. Die physikalischen,
chemischen und biologischen Eigenschaften dieser neuartigen, synthetisch hergestellten und
malgeschneiderten Molekiile waren bisher vollig unbekannt und sollen im Rahmen dieser
Arbeit nédher erforscht werden. Hierfiir wurde die Wechselwirkung dieser Metallkomplexe mit
DNA durch verschiedene Methoden untersucht — wie z.B. DNA-Streckungen mit der
Optischen Pinzette, Nanoporenexperimente, AFM-Aufnahmen und Versuche mit der
Magnetischen Pinzette — um so ein genaueres Bild von deren Eigenschaften zeichnen zu
konnen.
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4.1. Nanoporen-Experimente

4.1.1. Grofienbestimmung der Nanoporen

Eine sehr wichtige Kenngrofe fiir alle Experimente mit Nanoporen ist der Durchmesser der
Poren. Besonders bei sehr kleinen Nanoporen, mit Abmessungen von nur wenigen
Nanometern, fiihrt die Beschrankung auf solch kleinste Fliissigkeitsvolumina dazu, dass sich
die Physik dieser mikroskopischen (bzw. ,,nanoskopischen®) Systeme stark von der Physik an
grofleren betrachteten Systemen unterscheiden kann: Viele physikalische KenngroBBen (wie
z.B. Temperatur, Ladung, Viskositdt, Konzentrationen usw.) sind als makroskopische
Mittelwerte definiert. Die eigentlich zugrundeliegenden mikroskopischen Effekte (wie z.B.
exakte rdumliche Ladungsverteilungen und -abschirmungen, Molekiilpositionen und
Molekiilbewegungen, lokale chemische und physikalische Oberfldcheneigenschaften, usw.)
gewinnen somit bei Experimenten auf der Nanometerskala einen immer gréferen Einfluss, da
sie nicht mehr so einfach im Rahmen eines viel grofleren Systems herausgemittelt werden
konnen.

Die Dimensionen des betrachteten Systems sind also von erheblicher Relevanz fiir die zu
erwartenden Messergebnisse und eine moglichst genaue Bestimmung der Nanoporengrdfie
bietet daher einen ersten Anhaltspunkt bei der Auswertung der hier durchgefiihrten
Experimente. Fiir die Groenbestimmung gibt es mehrere Moglichkeiten, die im Rahmen
dieser Arbeit verwendet wurden und im Folgenden vorgestellt werden sollen.

Bei der Herstellung der Festkorper-Nanoporen durch Elektronen- bzw. lonen-Beschuss einer
Silizium-Nitrid-Membran (vgl. Kapitel 2.2. und 3.1.2.) entscheidet zumeist die Dauer der
Belichtung iiber den endgiiltigen Durchmesser der Pore. Eine lingere Belichtungszeit fiihrt
damit, wie in Abbildung 38 dargestellt, bei reproduzierbaren Strahleigenschaften zu einer
proportional groleren Nanopore. Aus Vergleichsmessungen, in denen der Porendurchmesser
(z.B. durch Elektronenmikroskopie, AFM-Aufnahmen oder auch durch das Abbilden mit dem
zum Bohren der Pore verwendeten Elektronen- oder Ionen-Mikroskop selbst) fiir eine feste
Belichtungszeit exakt bestimmt wurde, kann diese also direkt nach dem Bohren bereits in
einen Durchmesser umgerechnet werden. Der Fehler kann hier jedoch aufgrund der
moglichen unterschiedlichen Fokussierung und einstellbaren Strahlparameter bei mehreren
Nanometern liegen.

Eine viel exaktere Methode widre das Abbilden der Pore im direkten Anschluss an ihre
Herstellung mit dem zum Bohren verwendeten Ionen-Mikroskop. Allerdings fithren die hohen
Energien — die fiir einen ausreichend hohen Kontrast beim Abbilden derart durchlédssiger
Membranen bendtigt werden — zu einem weiteren Anwachsen (oder Zuschmelzen) der Pore,
sowie zu unerwiinschten Ablagerungen (von z.B. Kohlenstoffresten oder Membranmaterial)
in der Porenregion, die das eigentliche Experiment erheblich storen. So muss genau dieses
Abscannen in den meisten Fillen ausdriicklich vermieden werden. Aus diesem Grund bildet
der ,,Umweg" iiber die Belichtungszeit als MaB fiir die Porengréfe eine praktischere und sehr
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schonende erste Abschédtzung, welche die Qualitdt der fertig gebohrten Pore nicht

beeintrachtigt.

Abbildung 38: Eine hohere Belichtungszeit wahrend des Bohrens der Nanoporen durch Ionen-Beschuss
fithrt reproduzierbar zu proportional groferen Porendurchmessern.

Eine zweite, ebenfalls schonende, zugleich jedoch sehr zeitaufwendige Moglichkeit der
GroBenbestimmung der Nanopore direkt nach dem Bohren ist das Abbilden mit dem
Rasterkraftmikroskop (AFM). Abbildung 39 zeigt so einen Scan der Siliziumnitridmembran

mit einer gebohrten Nanopore.
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Abbildung 39: AFM-Scan einer Nanopore in einer Siliziumnitrid-Membran (links) sowie exemplarisches
Hoéhenprofil (in x- und y-Richtung) der Pore (rechts) aus welchem sich der Porendurchmesser ablesen lasst.
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Die Siliziumnitridmembran erstreckt sich hierbei iiber den gesamten Scan-Bereich, wihrend
die Pore als schwarzer Punkt in der Bildmitte zentriert zu erkennen ist. Das umgebende
quadratische Fenster ist ein Bereich in dem die Membran aufgrund des kurzzeitigen
Abbildens mit dem Helium-Ionen-Mikroskop nach dem eigentlichen Bohren um 0,3 bis 1 nm
ausgediinnt wurde. Dies verdeutlicht zum einen das bereits angesprochene, nachtrigliche
Beeinflussen der Nanoporenumgebung durch das Abbilden mit Elektronen- oder Ionen-
Mikroskopen, welches bei Poren, die fiir anschlieBende Experimente weiter verwendet
werden sollen, aus genau diesem Grund vermieden werden muss. Zum anderen dient dieser
quadratische Bereich in diesem Fall als Markierung, um die Nanopore mit dem AFM leichter
auffinden zu konnen. Aus dem AFM-Hoéhenprofil durch die Nanopore kann nun ihr
Durchmesser abgelesen werden: Im gezeigten Fall ist die Pore eher elliptisch mit einer Grof3e
von ca. 30x20 nm. Beachtet werden muss hierbei jedoch, dass die Schirfe der AFM-Spitze
einen FEinfluss auf den gemessenen Durchmesser besitzt. Bei einem Spitzenradius von
typischen 10 nm kann der Fehler bei der GréBenbestimmung der Nanoporen also in einer
vergleichbaren GroBenordnung liegen und erlaubt damit ebenfalls nur eine ungefdhre
Abschdtzung der tatsdchlichen Nanoporengrofe. Vermutlich werden die tatsdchlichen
Durchmesser der Poren eher groBer sein als die vom AFM gemessenen, da die Cantilever-
Spitze aufgrund ihrer eigenen horizontalen Ausdehnung zunichst die Kontur der Pore
abfahren muss, bevor sie in die Pore eindringen und ein Héhensignal liefern kann. Poren mit
kleineren Durchmessern als der Spitzenradius sind aus diesem Grund auch nicht mehr mit
dem AFM bestimmbar.
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| Abbildung 40: AFM-Scan einer Nanopore mit storenden Ablagerungen (,,Nanovulkan®) in der Porenregion. |

Die bereits genannten, storenden Ablagerungen in der Porenregion aus Kohlenstoff- oder
Membran-Resten, die gehduft auftreten, wenn die Pore direkt nach dem Bohren per Ionen-
Mikroskop abgebildet wird, sind in Abbildung 40 gezeigt. Diese ,,Nanovulkane* ergeben sich
vermutlich aus lokalen Aufladungen wihrend des Abbildens (oder teilweise auch wihrend
des Bohrens) mit anschlieBender Materialablagerung. Sie lassen sich auch nachtréglich (z.B.
durch eine Behandlung mit O,-Plasma oder Piranha-Siure) nicht mehr entfernen. Fiir DNA-
Translokations-Experimente oder Versuche mit der Optischen Pinzette konnen solche Poren
deswegen meistens nicht mehr verwendet werden, weshalb die Gréfenbestimmung nur mit
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schonenderen Methoden, oder alternativ erst nach dem eigentlichen Experiment geschehen
kann.

Eine dritte Moglichkeit der GroBenbestimmung — schnell durchfiihrbar und ohne die Pore zu
beeinflussen — greift auf deren elektrischen Widerstand zuriick: Da die Membrandicke und
experimentellen Parameter bei verschiedenen Poren sehr gut bekannt und reproduzierbar
einstellbar sind, hdngt der elektrische Widerstand einer Nanopore (nach dem Einbau in die
mit Pufferlosung gefiillte Fliissigkeitszelle) nur von deren Grofle ab. Kleinere Widerstinde
stehen also offensichtlich fiir groBere Poren und umgekehrt. Geht man davon aus, dass
aufgrund der isolierenden Eigenschaften des Siliziumnitrids das elektrische Potential nach
dem Anlegen einer Spannung allein innerhalb der Pore (und in kleinen Bereichen zu beiden
Seiten davon) abfillt [73], so lasst sich der Widerstand berechnen zu:

R=RP+2RA

Hierbei ist R der Gesamtwiderstand des Systems, der sich experimentell durch das Anlegen
einer Spannung U und dem gleichzeitigem Messen des lonenstroms I durch die Pore
bestimmen ldsst. Rp ist der Widerstand des zylindrischen Porenvolumens und R, der
,Access“~-Widerstand, der daher riihrt, dass das elektrische Feld zu beiden Seiten der Pore
(hier in 2 Halbkugel-Volumen) etwas aus dem eigentlichen Porenvolumen herausragt, bevor
es abseits davon schlieBlich auf null abfallt. Hieraus folgt:

plp p
R="2 4 O
nr?  2r

Mit dem Porenradius r, der Porenlidnge (bzw. Membrandicke) 1, und dem spezifischen
Widerstand p der Pufferlosung, der abhdngig von Temperatur und Ionenstérke ist. Ein
Umstellen nach dem Porenradius r liefert schlieBlich:

r=Lpt |22l (15)
4U 16U 10

Im Experiment wird die Fliissigkeitszelle mit einer Pufferlosung hoher Ionenstirke befiillt
(z.B. 2M KCl, spezifischer Widerstand p = 0,0467 (0m), da bei niedrigen lonenstdrken
eventuelle Oberfldchenaufladungen die Leitfahigkeit der Pore noch dominieren wiirden.
Anhand der angelegten Spannung U, der dabei gemessenen lonenstromstidrke I und der
bekannten Membrandicke Ip (typischerweise 10 oder 20 nm) kann somit der effektive
Porenradius r berechnet werden.

Die Form des elektrischen Feldes in der Porenregion wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Lukas
Bogunovic auch theoretisch simuliert und ist in Abbildung 41 fiir verschiedene Porengré3en
und Membrandicken gezeigt. Die linke Spalte entspricht einer Membrandicke von 20 nm und
die rechte Spalte zeigt Membranen mit 10 nm Dicke. Von oben nach unten sind dabei jeweils
Poren mit einem Durchmesser von 60, 20 und 7 nm berechnet worden. Gut zu erkennen ist,
dass in der Tat der groBte Teil des elektrischen Potentials nur in der unmittelbaren
Porenregion abfillt. Das elektrische Feld ist dort also am stirksten und nimmt ferner bei
kleineren Porendurchmessern ebenfalls zu. Bei groBBeren Poren erstreckt sich auch der Bereich
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des Potentialabfalls weiter iiber die Grenzen des eigentlichen Porenvolumens hinaus. Die
Annahme zweier halbkugelformiger Bereiche mit Access-Widerstand R, (zu beiden Seiten
der Pore) fiir Formel 15 erscheint damit realistisch — insbesondere auch fiir Poren die nicht
viel breiter als lang sind.
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Abbildung 41: Theoretische Simulation des Potentialabfalls in verschieden grolen Nanoporen mit 60 nm (oben), 20
nm (Mitte) und 7 nm Durchmesser (unten) fiir eine 20 nm (links) und 10 nm (rechts) dicke Siliziumnitridmembran.

Aus Vergleichsmessungen mit anderen Methoden (wie Elektronen-Mikroskopie und AFM-
Aufnahmen) zeigte sich, dass die GroBenbestimmung der Nanoporen aus der
Widerstandsberechnung nach Formel 15 sehr zuverldssig, reproduzierbar und mit einem
Fehler von maximal 5 nm auch relativ genau funktioniert. In den meisten Féllen wird
wihrend des Experiments mit der Nanopore zudem sowieso eine angelegte Spannung
bendtigt, so dass die GroBenbestimmung auch nachtridglich anhand der im Experiment
aufgezeichneten Stromwerte geschehen kann. Allerdings miissen hierbei die Einflussfaktoren
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des Experimentierens auf die Widerstandsmessung beachtet werden: Wie in der Messung in
Abbildung 42 gezeigt ist, haben sowohl die Beleuchtung (die fiir die Videoauswertung
bendtigt wird) als auch der Fallenlaser der Optischen Pinzette einen nicht unerheblichen
Einfluss auf die gemessenen Stromstérken.
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| Abbildung 42: Einfluss des Lasers (links) und der Kaltlichtlampe (rechts) auf die gemessene Stromstérke. |

Hierfiir wurde der Laser wéhrend einer Strommessung langsam heruntergefahren bzw. die
Beleuchtung an- und ausgeschaltet. Im Mittel kann der gemessene Strom dabei vom Laser um
bis zu 40% und von der Kaltlichtlampe um bis zu 10% erh6ht werden, was jedoch auch stark
von eventuellen Verschmutzungen nahe der Pore abhidngen kann. Grund fiir die
Stromzunahme ist also vermutlich eine Autheizung der Flissigkeitszelle bzw. der
Nanoporenregion und eine Beeinflussung der elektrochemischen Doppelschicht an den
Platinkontakten (vgl. Kapitel 2.7.) bzw. den noch lichtempfindlicheren Silberchlorid-
Kontakten. Fiir eine GroBenbestimmung der Nanopore aus dem elektrischen Widerstand
sollte also eine Messung bei Zimmertemperatur und mit komplett abgeschalteter Beleuchtung
verwendet werden.

Neben der Belichtungszeit beim Bohren, dem AFM-Abbilden und der -elektrischen
Widerstandsmessung  kann als  vierte = Moglichkeit auch ein  Transmissions-
Elektronenmikroskop (TEM) zur GroBenbestimmung der Nanoporen verwendet werden. Im
Gegensatz zum Helium-Ionen-Mikroskop liefert dieses, aufgrund des Durchlicht-Verfahrens,
einen guten Kontrast der Nanoporen in den diinnen Siliziumnitrid-Membranen, erfordert
hierfiir jedoch ebenfalls hohe eingestrahlte Energien. Um die Poren fiir die Experimente also
nicht zu gefidhrden (und die besprochenen Ablagerungen zu vermeiden) kann dieses
Verfahren erst nach den eigentlichen Experimenten durchgefiihrt werden. Deswegen ist es mit
einem hohen Aufwand verbunden: Die Poren miissen den Einbau in die Fliissigkeitszelle, das
Experiment, den Ausbau und das Trocknen verschmutzungsfrei iiberstehen. Auch das
Auffinden der Poren ist aufgrund der hohen Vergréf3erung des TEM sehr zeitintensiv.
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Abbildung 43 zeigt zwei Nanoporen von 6 und 11 nm Durchmesser, die mit Hilfe des TEM
abgebildet wurden. Neben der sehr genauen Grdéfenbestimmung ist ebenso ein auftretendes
Problem zu erkennen, wenn die Scan-Dauer wihrend des Suchens nach der Pore zu lang und
die bendtigte Energien fiir die TEM-Aufldsung zu hoch sind: Im Verlauf einer Messung fiihrt
das vom Elektronenstrahl verfliissigte Material am Porenrand nach und nach zu einem
Zuschmelzen der Nanopore, so dass eine korrekte GroBBenbestimmung mit zunehmender Zeit
erschwert und eine Wiederverwendung der Pore verhindert wird. Mit theoretischer Sub-
Nanometer-Auflosung ist das TEM jedoch auch die genaueste Methode, wenn die
Durchmesser der Nanoporen sehr genau bekannt sein miissen, und es wurde fiir diese Arbeit
deswegen mehrfach verwendet.

s

Abbildung 43: GroBenbestimmung der Nanoporen (hier 6 und 11 nm) durch TEM-Abbildung. Lange
Belichtungszeiten bei hoher Auflosung fiihren zu einem fortschreitenden Zuschmelzen der Poren (rechts).
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4.1.2. DNA-Translokationen durch Nanoporen

Freie Translokation

Nach dem Einbau einer Nanopore in die Fliissigkeitszelle und dem Befiillen mit
Nanoporenpuffer konnen die DNA-Translokationsexperimente begonnen werden, von denen
die einfachste Version in Abbildung 44 dargestellt ist. Fiir diesen (auch als ,,Coulter-Counter*
bekannten) Aufbau der freien DNA-Translokation wird die DNA-LOsung in das untere
Fliissigkeitsreservoir gegeben und eine positive Transmembran-Spannung angelegt um die
DNA-Stringe aufgrund ihrer stark negativen Ladung durch die Nanopore zu ziehen. Eine
gleichzeitige Messung des Ionenstromes durch die Pore erlaubt nun das Detektieren der
einzelnen Translokationsereignisse, da die DNA-Stringe wéhrend des Durchtritts sowohl
zusdtzliche Ladungen in die Porenregion bringen, als auch einen gewissen Teil des
Porenvolumens blockieren.

o b

Abbildung 44: Prinzip des ,,Coulter-Counter“-Aufbaus, bei dem eine Transmembranspannung die negativ
geladenen DNA-Stringe durch die Nanopore zieht und gleichzeitig der lonenstrom durch die Pore
aufgezeichnet wird. Die Translokation kann dabei in verschiedenen Konformationen erfolgen.

Prinzipiell stehen der DNA dabei — je nach Porengrofle — mehrere Konformationen zur
Verfiigung, in denen sie die Pore passieren kann, die sich entsprechend des unterschiedlich
blockierten Porenvolumens auch im aufgezeichneten Ionenstromsignal unterscheiden lassen
sollten.

In der nachfolgenden Abbildung 45 ist so eine Coulter-Counter-Messreihe mit verschiedenen
angelegten Spannungen durchgeflihrt worden. Zur besseren Vergleichbarkeit sind zudem alle
Grafiken mit derselben Skalierung dargestellt. Das Experiment wurde in Nanoporenpuffer mit
einer Konzentration von 20 mM KCI an einer 10 nm dicken Siliziumnitrid-Membran mit
einer ca. 25 nm groB3en Nanopore durchgefiihrt.

Vor der Zugabe der DNA (Grafik Mitte links) sind — vom Grundrauschen der Strommessung
abgesehen — keinerlei Peaks beim Anlegen einer Spannung gemessen worden. Gezeigt sind
hier beispielhafte +50 mV, doch auch hohere und negative Spannungen zeigten das gleiche
Verhalten. Es kann also von einer funktionstiichtigen Nanopore ohne Ablagerungen sowie
von einer verschmutzungsfreien Pufferlosung ausgegangen werden, was zu diesem zeitlich
stabilen Stromsignal fiihrt.
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Abbildung 45: Freie DNA-Translokationen nach dem Coulter-Counter-Prinzip
gemessen bei verschiedenen Spannungen.
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Nach der Zugabe von A-DNA zeigen sich deutlich erkennbare Strompeaks, die bei positiven
Spannungen (obere Bildreihe) nach oben und bei negativen Spannungen (untere Bildreihe)
nach unten gerichtet sind. Beim Abschalten der Spannung (Bild Mitte rechts) verschwinden
sie dagegen ganz. Diese Signale sind damit der Translokation einzelner DNA-Stringe
zuzuordnen, welche die Pore — je nach Vorzeichen der Spannung — in unterschiedlicher
Richtung durchqueren. Dass der Betrag des Stroms beim Passieren einer DNA zu- anstatt
abnimmt, ist hierbei der niedrigen Ladungstriger-Konzentration (20 mM) der Pufferlosung
zuzuschreiben. Es werden also durch eine passierende DNA, aufgrund ihrer negativen Ladung
und dem Anziehen einer abschirmenden Ionenwolke, mehr Ladungstridger in die Nanopore
gebracht, woraufthin der Strom ansteigt. Bei hohen Salzkonzentrationen jenseits von 400 mM
wiirde dagegen der Effekt der Volumenblockierung iiberwiegen, da die DNA ein Hindernis
fir den Stromfluss darstellt, worauthin der Strom wéihrend einer Translokation abnimmt
[144].

Auftillig ist dariiber hinaus die hohe Haufigkeit an Translokations-Ereignissen. Diese lésst
sich kaum durch die Variation der Spannung beeinflussen und rithrt demnach vermutlich
hauptsdchlich aus der Konzentration an hinzugegebener DNA sowie der Geometrie der
verwendeten Fliissigkeitszelle her. In mehreren Experimenten wurde beobachtet, dass eine
gewisse Schwellenspannung (z.B. 50 mV) zundchst iiberschritten werden muss, damit
tiberhaupt Ereignisse auftreten, und eine hdhere Spannung dann aber keine messbare
Erhohung der Translokations-Haufigkeit mehr mit sich bringt.

Eine zweite Auffilligkeit ist die Hohe der einzelnen Peaks. Diese ist bei doppelter Spannung
zwar geringfiigig groBer, jedoch keinesfalls doppelt so hoch. Abhédngig ist sie hauptsichlich
von der GroBe der Nanopore, wobei groflere Poren (aufgrund der niedrigeren elektrischen
Feldstidrke) langsamere Translokationen und (aufgrund der prozentual geringeren
Volumenblockierung einer einzelnen DNA) weniger ausgeprigte Signale liefern [145].
Dennoch sollte eine Erhéhung der Spannung zu einer deutlicheren Erhdhung der Peaks
fiihren. Eventuell liegen bei solch niedrigen Salzkonzentrationen also Aufladungseffekte der
Porenwand vor, welche das Signal mit beeinflussen konnen. Dafiir spricht auch die
Asymmetrie der Peaks: Fiir negative Spannungen scheinen diese etwas niedriger auszufallen.

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit wéren ein verzdgertes Ansprechen der Stromkontakte
und eine zu hohe Datenmittelung wihrend der Strommessung, so dass die eigentlichen
Peakhohen aufgrund zu niedriger Abtastraten des Signals nicht mehr vollstindig erfasst
werden konnen. VergroBert man aus dem Stromverlauf, wie in Abbildung 46 gezeigt, eine
einzelne DNA-Translokation heraus, so zeigt sich dieses Problem deutlicher. Die von der
Auswertungssoftware verwendeten 125 Hz zur gemittelten Datenaufzeichnung (linkes Bild)
reichen bei weitem nicht aus, um die eigentliche DNA-Translokation abzubilden. Der
aufgezeichnete Peak besteht hierbei sogar oft nur aus einem einzelnen Punkt. Fiir eine bessere
Auswertung wurden darauthin die ungemittelten Daten mit einer Abtastrate von 66 kHz
aufgezeichnet (rechtes Bild), doch auch hier erhohte sich die Auflosung der Ereignisse nicht
nennenswert. Wéhrend einer typischen DNA-Translokationszeit von z.B. 10 ms besitzt das
Signal trotz der hohen Datenrate noch immer eine ansteigende und absteigende Flanke die
einen scharfen Peak begrenzen. Es muss deswegen davon ausgegangen werden, dass die
Platin-Kontakte der Strommessung zu langsam reagieren um die sich kurzfristig verdndernde
Ionenstromstédrke fehlerfrei abzubilden. Sie konnen somit nicht schnell genug auf den
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verdnderten Strom reagieren, so dass die DNA schon vor der Anpassung an die
Maximalstromstérke die Pore wieder verlassen hat.
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Abbildung 46: Eine einzelne DNA-Translokation jeweils mit Platinkontakten gemessen, bei einer
Datenrate von 125 Hz (links) und 66 kHz (rechts).

Fiir weitere Coulter-Counter-Experimente wurden aus diesem Grund Silberchlorid-Kontakte
verwendet. Diese sind empfindlicher als Platin-Kontakte und es kann auf die Gel-Briicke (vgl.
Abbildung 32) verzichtet werden. Entsprechend erhoht sich allerdings auch das
Grundrauschen der Messung und die Lichtempfindlichkeit des Aufbaus fdllt deutlich hoher
aus.
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Abbildung 47: Einzelne DNA-Translokations-Ereignisse mit Silberchlorid-
Kontakten gemessen. Nachtriagliche Datenmittelung von 66 kHz auf 5 kHz.
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In Abbildung 47 sind mehrere typische DNA-Translokations-Ereignisse gezeigt, die aus den
Experimenten mit Silberchlorid-Kontakten stammen. Die Tiefe der Peaks ist nun (unterstiitzt
durch die nun auch verwendete hohe Salzkonzentration von 1M KCIl) reproduzierbar und es
lassen sich verschiedene Konformationen der DNA beim Porendurchtritt erkennen. Wéhrend
das rote und blaue Signal die gleiche Tiefe von 2 nS und Translokationszeit von ca. 2,3 ms
besitzen, zeigt der Anfang des schwarzen Signals zunédchst einen vergleichbar tiefen
Einbruch, der sich jedoch im weiteren Verlauf auf die Hélfte von 1 nS reduziert. Die
Translokationszeit ist mit 4,2 ms bei diesem Ereignis auch knapp doppelt so lang wie bei den
anderen beiden. Man kann daraus schlussfolgern, dass die schwarze Kurve der ersten
Konformation aus Abbildung 44 entspricht, in dem die DNA zum Teil gefaltet, jedoch mit
unterschiedlich langen Enden durch die Pore tritt. Das tiefste Stromniveau entspricht somit
zwei DNA-Doppelstrangen die sich zeitgleich in der Pore aufhalten, so dass die beiden
anderen Ereignisse der dritten Konformation aus Abbildung 44 entsprechen miissen, bei
welcher die DNA vermutlich als Ring vorliegt. Da die hier verwendete A-DNA (wenn sie
keine Bruchstellen aufweist) urspriinglich als Plasmid auftritt, ist dies zugleich auch die
wahrscheinlichste Konformation und sollte bei den Messungen am hdufigsten zu beobachten
sein.
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Signale und germges Rauschen sollt.en die Abbildung 48: DNA-Translokation an einer
Nanoporen bei Coulter-Counter-Experimenten | sehr grofen Nanopore.

also so klein wie moglich sein. Allerdings
reduziert sich bei kleinen Poren auch die Wahrscheinlichkeit erfolgreicher DNA-
Translokationen, da der Einflussbereich des elektrischen Feldes weniger weit in den Raum
abseits der Pore herausragt, so dass mit sehr hohen Konzentrationen gearbeitet oder ein
Kompromiss zwischen Signalqualitdt und Translokationshiufigkeit gefunden werden muss.

Allgemein fiihrte eine hohere Salzkonzentration (1M KCI) zu hiufigeren Ereignissen und
deutlicher ausgepriagten Peaks als eine niedrige Konzentration (20 mM KCIl), was vermutlich
auf die bessere Abschirmung von Oberflichenladungen sowie die (aufgrund der hoheren
Leitfahigkeit) niedrigeren benutzten Spannungen zuriickzufiihren ist. Wie Abbildung 49 zeigt,
eignen sich die Silberchlorid-Kontakte jedoch sehr gut fiir alle Konzentrationen, da sie sehr
schnell auf Stroménderungen reagieren konnen und ein entsprechend deutliches Signal
liefern.
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| Abbildung 49: Translokations-Ereignisse bei hoher (links) und niedriger (rechts) Salzkonzentration. |

Auch die Richtungsabhéngigkeit der Signale von der Salzkonzentration ist hier noch einmal
erkennbar: Bei 1M KCI zeigen sich Einbriiche im Stromsignal, da die DNA als physisches
Hindernis den Stromfluss blockiert. Bei 20 mM KCIl zeigt sich dagegen eine Stromzunahme
wihrend der Translokation, da zusétzliche Ladungstrdger in die Porenregion gebracht werden.

Kontrollierte Translokation

Mit Hinblick auf die Nanoporen-Sequenzierung — bei der die Basensequenz einer DNA mit
dem Ionenstrom oder einem anderen Informationskanal wihrend einer Nanoporen-
Translokation ausgelesen werden soll — bestehen sehr hohe experimentelle Anforderungen.
Um die verschiedenen Basenpaare einer doppelstringigen DNA (oder alternativ die Basen
einer einzelstrangigen DNA) voneinander unterscheiden zu konnen muss die rdumliche und
zeitliche Auflosung des entsprechenden Messsignals ausreichend hoch sein. Der Durchmesser
der Nanopore sollte also moglichst klein und im Idealfall nur wenig grofer als der
Durchmesser der DNA sein. Auch die Membran muss sehr diinn und die angelegte Spannung
hoch sein, so dass sich nur wenige Basen gleichzeitig in der Pore authalten und ein
differenziertes Signal ausgebildet werden kann. Alle diese Anforderungen fiihren jedoch zu
einer beschleunigten Translokation, die fiir eine Sequenzierung viele GroBBenordnungen zu
schnell erfolgt. So miissten bei einer Translokationszeit von einer Millisekunde wéhrend des
Durchtritts einer A-DNA (mit 48502 Basenpaaren) durch eine Nanopore bereits 48,5
Millionen Basen pro Sekunde aufgelost werden, was weder die Stromkontakte noch eine
Auswertungselektronik mit ausreichender Prizision zur Zeit leisten konnen. Fiir eine
zuverldssige Sequenzierung muss also die Translokationszeit um mehrere GréBenordnungen
verringert werden.

Neben chemischen Prédparationen der Nanoporenoberflichen, tempordren Bindungen mit
Liganden in der Porenregion oder einer chemischen oder biologischen Markierung der DNA
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selbst, bietet die physikalische Fixierung mit Hilfe der Optischen Pinzette die direkteste
Moglichzeit die Translokation und deren Geschwindigkeit zu kontrollieren.

z-Abstand

Kraft F

gemessene

Abbildung 50: Prinzip der Kombination
von Nanoporentranslokation und Optischer
Pinzette

Nach dem in Abbildung 50 dargestellten Prinzip wird
hierfiir die DNA an einem kleinen Mikrokiigelchen
fixiert, welches mit der Optischen Pinzette
eingefangen werden kann. Durch die angelegte
Transmembranspannung wird die DNA durch die
Pore gezogen, wobei die Anbindung am Kiigelchen
nun jedoch, durch die Riickstellkraft der Optischen
Pinzette, eine vollstdndige Translokation verhindert.
Das gewiinschte Teilstiick der DNA, welches sich in
der Pore befinden soll, kann so mit Hilfe der Piezo-
Elektronik der Optischen Pinzette prinzipiell
nanometergenau eingestellt und fixiert werden. Dies
erlaubt ein beliebig langsames, beliebig hiufiges und
hoch prizises Abscannen der gewiinschten DNA-
Bereiche, wobei die gemessene Kraft hier — neben
dem Ionenstrom — auch noch eine weitere zentrale
MessgroBle  zum  Informationsgewinn  bietet.
Gleichzeitig wird der zuvor kalibrierte z-Abstand
zwischen der Kiigelchen-Oberkante und der

Nanoporenmembran aufgezeichnet, aus dem sich spéter Riickschliisse auf die exakte Mess-
Position entlang der DNA-Konturldnge ziehen lassen.

Der typische Verlauf einer solchen, von der Optischen Pinzette kontrollierten, DNA-
Translokation ist in Abbildung 51 anhand von zwei Beispielmessungen gezeigt.
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Abbildung 51: Zwei Standardmessungen von je einer DNA-Translokation durch eine Nanopore
kontrolliert mit der Optischen Pinzette

Zunéchst ist die Kraft hierbei Null, wihrend der z-Abstand langsam verkleinert und die DNA
damit in die Ndhe der Porenregion gebracht wird. Je nach Gyrationsradius der DNA kann ein
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Einfadeln dabei bei einem Abstand von typischerweise 3-5 um geschehen. Sofort nachdem
die DNA in die Pore gezogen wurde, springt das Kraftsignal auf einen hoheren Wert, da die
angelegte Spannung an der DNA und diese wiederum am Kiigelchen zieht, und selbiges damit
leicht aus seiner Gleichgewichtslage auslenkt. Wahrend einer nun erfolgenden Vergrof3erung
des z-Abstands, bei welcher die DNA langsam aus der Pore ausgefddelt wird, bleibt der
Kraftwert relativ konstant, da sich zwar immer ein anderer, aber stets gleichartiger Teil des
DNA-Strangs in der Porenregion befindet. Nachdem das Ende des DNA-Stranges erreicht
wurde, wird diese nun komplett ausgefadelt und die gemessene Kraft fillt auf null zurtick.

Die gemessene Kraft, wihrend sich eine DNA in der Pore befindet, ist hierbei abhéngig vom
Durchmesser der Pore (vgl. Kapitel 4.1.8) und linear abhédngig von der angelegten Spannung.
Wihrend der Experimente zeigte sie sich dagegen unabhingig von der Salzkonzentration der
Pufferlosung und der Dicke der Nanoporenmembran.

Der z-Abstand, bei welchem die DNA komplett ausgefddelt wird da ihre End-zu-End-Distanz
erreicht ist, bildet ein indirektes, kraftabhingiges Mal} fiir deren Konturlinge. Beachtet
werden muss hierbei ndmlich, dass die DNA aufgrund ihrer elastischen Eigenschaften stets
etwas kiirzer vorliegt als ihre eigentliche Konturldnge. Nach dem WLC-Modell (vgl. Kapitel
2.3.1.) betragt die Lange einer DNA unter der angelegten Kraft von 7 pN z.B. nur 94,57%
ihrer Konturldnge. Eine eigentlich 16,4 um lange A-DNA wiirde damit unter einer Kraft von
7 pN bereits bei einem z-Abstand von 15,51 um ausgefadelt werden. Ein zweiter Effekt hat
hierbei jedoch ebenfalls einen Einfluss auf die Messung: So wird das Kiigelchen
kraftabhiangig leicht aus seiner Gleichgewichtsposition zur Membran hin ausgelenkt, so dass
der DNA im Experiment etwas weniger Abstand zur Verfligung steht, als der (aus der Piezo-
Position des Fallenfokus bestimmte) z-Abstand angibt. Bei einer Kraft von 7 pN und einer
Fallenstirke von typischerweise 50 pN/um betrdgt diese Auslenkung des Kiigelchens bereits
etwa 0,14 um. Zusammenfassend bewirkt eine 16,4 um lange A-DNA, unter der Kraft von
7 pN, aufgrund der zwei beschriebenen Effekte einen maximal messbaren z-Abstand von
(16,4 pm)*0,9457 + 0,14 um = 15,65 um. Sollte der Abstand also — bei gleicher Kraft —
geringer ausfallen, so hatte die DNA nicht ihre volle Linge, was auf Beschddigungen oder ein
teilweises Kleben am Kiigelchen zuriickzufiihren sein kann.

Analog zur Konturldnge ldsst sich so natiirlich auch jede andere beliebige Position auf der A-
DNA aus dem dazugehorigen z-Abstand berechnen, wenn die DNA-Elastizitit nach dem
WLC-Modell und die Auslenkung des Mikrokiigelchens kraftabhéngig beachtet werden.

Aus dem Vergleich der zwei Messungen ldsst sich gut erkennen, dass in manchen Féllen das
Kraftsignal wihrend des Ausfadelns einer DNA von einem Interferenzsignal iiberlagert zu
sein scheint (links), dieser Effekt in anderen Messungen (rechts) dagegen iiberhaupt nicht
auftritt. Bisher [139] wurde davon ausgegangen, dass die Ursache in der Messung des
rickgestreuten Lichts liegt, da vom Kiigelchen und von der Membran zuriickgestreute
Strahlung auf dem Detektor interferieren kann. Nach der Einflihrung der Kraftmessung per
Videoauswertung zeigte sich zwar noch immer ein gehéduftes Auftreten dieser Interferenzen
wihrend der Kraftmessung per riickgestreutem Licht, doch traten sie vereinzelt auch wéhrend
der Videoauswertung auf. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die Interferenzen zu
einer realen Verschiebung des gefangenen Kiigelchens in der Optischen Falle fiihren,
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wihrend sich dieses relativ zur Membran bewegt, und der Effekt nicht erst auf dem Detektor
auftritt. Die Videoauswertung ist schlieBlich vom riickgestreuten Licht vollig unabhéingig
durchfiihrbar und zeichnet die reale Bewegung des Kiigelchens relativ zum Kamerafokus auf.
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Abbildung 52: Der Abstand zweier Interferenzminima wéhrend der Kraftmessung betrigt 409 nm
und gentigt damit gut der Interferenzbedingung der verwendeten Laserstrahlung in wéssriger Losung.

Es kann also davon ausgegangen werden, dass sich eine stehende Welle zwischen Membran
und Kiigelchen ausbildet, da beide Oberflichen wie die Spiegel in einem Resonator wirken,
was die Position der Optischen Falle schlielich leicht verschieben kann. Dafiir spricht auch
der Abstand zwischen zwei Interferenzminima, der in Abbildung 52 zu 409 nm bestimmt
wurde. Hierfiir wurde ein Kiigelchen ohne DNA sehr langsam der Membranoberfliche
angendhert und die Interferenz des Kraftsignals aufgezeichnet. Sie wird mit kleinerem
Abstand, dickeren Membranen und héherer Laserleistung grofer. Der Abstand zweier
Minima entspricht mit 409 nm sehr gut der Interferenzbedingung der verwendeten Infrarot-
Laserstrahlung mit Wellenlinge A im wéssrigen Medium mit Brechungsindex n von
A2n =403 nm.

Dass die Interferenzeffekte wiahrend der Experimente unterschiedlich stark ausgeprigt sind,
muss mit den Eigenschaften des Resonators zusammenhingen. Da zudem die verwendeten
Membranen stets gleich, die Kiigelchen jedoch verschieden waren, besteht die Vermutung,
dass sich die Kiigelchen stark in ihrer Reflektivitit unterscheiden konnen. Dieser
Zusammenhang wurde in Abbildung 53 ndher untersucht, indem die Reflektivitit eines
Kiigelchens in Abhingigkeit seiner Grofle gemessen wurde. Da eine genaue Bestimmung der
KugelgroBe schwierig ist, wurde hierfiir der scheinbare Kugelradius auf der Kamera-CCD der
Videoauswertung herangezogen, welcher zwar mit der realen Gréfe korreliert, aber
vermutlich nicht linear in diese umgerechnet werden kann. Als MaB fiir die Reflektivitit der
Kiigelchen wurde die Intensitdt des riickgestreuten Lichts auf dem Detektor verwendet, der
sonst zur Kraftauswertung per riickgestreutem Licht dient. Insgesamt lassen sich damit zwar
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keine absolut quantitativen Aussagen treffen, jedoch zeichnet sich auch so ein qualitativ
eindeutiges Bild ab:
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Abbildung 53: Menge des riickgestreuten Lichts in Abhdngig von der Kiigelchen-Grof3e, sowie Vergleich
von Kraftauswertung per Videoauswertung und per riickgestreutem Licht fiir zwei hdufig verwendete
Kiigelchengrofen.

Die unterschiedlich groflen Kiigelchen besitzen — vermutlich aufgrund von Interferenzeffekten
des an ihrer Vorder- und Riickseite reflektierten Laserlichtes — eine stark unterschiedlich
ausgeprigte Reflektivitdt. Diese hdngt periodisch von der Kugelgrofle ab, so dass z.B. die
meisten Kiigelchen aus der Charge mit einem Nominal-Durchmesser von 3,05 um fast gar
kein Licht und die meisten Kiigelchen mit einem vom Hersteller angegebenen Durchmesser
von 3,28 um sehr viel Licht reflektieren. Dies erkldrt zudem, warum die Interferenzeffekte
gehduft bei der Auswertung per riickgestreutem Licht auftreten, da hierfliir nur stark
reflektierende Kiigelchen (von 3,28 um Durchmesser) in Frage kommen. In diesem
GroBenbereich erzeugen beide Messmethoden einen deutlichen Interferenzeffekt (Bild rechts
oben), sind jedoch in der Signalqualitit beide gleichwertig verwendbar. Bei der Verwendung
von Kiigelchen mit 3,05 um GroBe dagegen (wie fiir den groBten Teil dieser Arbeit) treten
zwar auch vereinzelt grof3ere oder kleinere Kiigelchen in der Probe auf, die Hauptanzahl liegt
jedoch in einem Bereich mit minimaler Reflektivitit. Sie sind damit besonders gut fiir die
Videoauswertung zu gebrauchen, da sie keinen Resonator ausbilden konnen und damit keine
Interferenzeffekte erzeugen (Bild rechts unten). Eine Kraftauswertung per riickgestreutem
Licht ist fiir diese Kiigelchengrofle damit jedoch nicht mehr moglich, da das Signal extrem
verstirkt werden muss und Rauschen und Rest-Interferenz damit viel zu grof3 werden.
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Mit diesen Erkenntnissen kann bereits vor dem Experiment sehr schnell eine Entscheidung
getroffen und das fiir die geplanten Messungen jeweils optimale Kiigelchen ausgewihlt
werden, da nur der scheinbare Radius per Videoauswertung einmalig bestimmt werden muss.
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Abbildung 54: Kraft und Stromsignal wihrend des Ausfidelns mehrerer
DNA-Strénge unterschiedlicher Lénge.

Neben den beschriebenen zwei Methoden der Kraftmessung kann auch das lonenstromsignal
als Messgrofle zur Auswertung des Experiments verwendet werden. Wie in Abbildung 54
gezeigt ist, folgt dieses — bei den typischerweise niedrigen Salzkonzentrationen — qualitativ
genau dem Kraftsignal. Befindet sich eine DNA in der Pore, so nimmt der Strom (analog zu
den Messungen wihrend der freien Translokation) zu, da sich mehr Ladungstréger in der
Porenregion befinden. Allerdings ist das Stromsignal weniger deutlich ausgeprigt und mit
hoherem Rauschen behaftet als das korrespondierende Kraftsignal, so dass in den meisten
Féllen auf eine Auswertung des Stroms verzichtet werden kann. Das Kraftsignal ist zudem
weniger anfillig flir eine Beeinflussung durch die Beleuchtung, fehlerhafte Abschirmung oder
Verschmutzung der Pore.

Abbildung 54 ldsst auch noch einen weiteren Unterschied zwischen Kraft- und Stromsignal
erkennen: Befinden sich mehrere DNA-Stringe gleichzeitig in der Pore, so nimmt der Strom
proportional mit der DNA-Anzahl zu, zumindest im Rahmen der hier erreichbaren Auflésung.
Fiir das Kraftsignal gilt dies jedoch nicht und so erzeugen zwei DNA-Stringe nicht den
doppelten und drei DNA-Stringe nicht den dreifachen Wert der Haltekraft einer DNA.
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Vielmehr wird die Kraft anteilig immer stirker reduziert, je mehr DNA-Strange sich in der
Pore befinden. Dies kann zu einem kleinen Teil vermutlich der Unlinearitdt der Optischen
Falle und des Detektors zugeschrieben werden, wenn bei hohen Kriften Kugelauslenkung und
Menge des riickgestreuten Lichts nicht mehr proportional zur anliegenden Kraft reagieren.
Zum grofiten Teil spielen hier jedoch kooperative Effekte zwischen den DNA-Strangen und
thren elektrochemischen Abschirmschichten eine Rolle. Diese erzeugen aufgrund ihrer
starken negativen Ladungen zwischen sich einen viel stirkeren elektroosmotischen Fluss, als
dies zwischen einer DNA und der Porenwand geschieht, so dass die Abschwéchung durch den
elektroosmotischen Fluss umso stérker ausfallt, je mehr DNA-Stringe gleichzeitig eingefadelt
sind. Dieser Effekt ist auch in theoretischen Simulationen bereits beobachtet worden [138].
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Abbildung 55: Lineare Abhdngigkeit der gemessenen Kraft von der angelegten
Transmembranspannung fiir eine 8 nm grofle Pore bei 20 mM KCl Pufferlosung.

In der Regel reagiert die gemessene Kraft — wie in Abbildung 55 gezeigt — proportional auf
die angelegte Spannung, welche die DNA durch die Pore zieht. Neben der elektrostatischen
Kraft, die natiirlich linear vom elektrischen Feld und damit von der Spannung abhingt,
scheint damit auch der kraftreduzierende elektroosmotische Fluss proportional von der
Spannung abhingig zu sein. So ergibt sich insgesamt iiber einen groen Spannungsverlauf ein
deutlich lineares Verhalten der gemessenen Kraft (rechtes Bild).

In einigen Experimenten wurde jedoch eine Abweichung von diesem Verhalten festgestellt,
besonders bei sehr kurzen DNA-Fragmenten. Eine solche Messung ist in Abbildung 56
gezeigt. Wihrend sich bei niedrigen Spannungen noch immer ein linearer Zusammenhang
ausbildet, so steigt die Abweichung davon bei hoheren Spannungen immer weiter an. Das
Kiigelchen wird somit bei hohen Spannungen immer stérker zur Membran hin ausgelenkt.
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Abbildung 56: Unlineare Abhédngigkeit der Kraft von der angelegten Spannung, wie sie in einigen
Experimenten mit niedrigen z-Absténden auftritt.

Aufgrund der kurzen z-Abstinde in diesen Experimenten wurde deswegen die Vermutung
aufgestellt, dass die Kiigelchen selbst — auch ohne DNA — vom elektrischen Feld in der
Porenregion beeinflusst werden, letztlich also aufgrund der steigenden Kréfte eine negative
Ladung aufweisen miissen. Zu diesem Zweck wurde, wie in Abbildung 57 gezeigt, ein
Kontrollexperiment, génzlich ohne anhaftende DNA durchgefiihrt. Wahrend das Kiigelchen
bei verschiedenen z-Abstinden in der Néhe der Pore gehalten wird, wurde die Spannung
variiert und die Kraft auf das Kiigelchen gemessen.
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| Abbildung 57: Kontrollexperiment zur Untersuchung der Kraft auf Kiigelchen ohne anhaftende DNA. |

Es zeigt sich, dass die Kiigelchen in der Tat — auch ohne daran immobilisierte DNA — von der
elektrischen Spannung angezogen bzw. abgestolen werden. Sie miissen damit eine negative
Netto-Ladung aufweisen, die sich vermutlich aus einer Oberfldchenladung des Polysterols bei
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den gegebenen Salzkonzentrationen und pH-Werten ergibt. Auch eine Polarisation der
Ladungen innerhalb des Kiigelchens ist denkbar. Der Effekt ist hierbei umso groBer, je kleiner
der z-Abstand zwischen Kugeloberfliche und Nanopore ausfillt. Bei kleineren z-Abstinden
muss er deswegen bei der Auswertung der Experimente stets beachtet werden, erst jenseits
von 2 pum féllt er nicht mehr ins Gewicht. Damit sind ldngere DNA-Stringe fiir die
Messungen an Nanoporen von Vorteil.

Auffillig ist zudem der leichte Knick in den Kurven beim Umpolen der Spannung: Die
Anziehung bei positiven Spannungen fillt betragsmiBig anscheinend geringer aus, als die
AbstoBung des Kiigelchens bei negativen Spannungen. Ein Grund dafiir konnte auch hier der
elektroosmotische Fluss sein, der durch die Pore flieBt und dann auf das Kiigelchen trifft. Bei
positiven Spannungen flieBt er von oben nach unten und driickt dann direkt auf das
angezogene Kiigelchen um die Auslenkung in Membranrichtung damit etwas abzuschwichen.
Bei negativen Spannungen dagegen wird das Kiigelchen sowieso schon von der Membran
weggedriickt und der von unten nach oben fliefende elektroosmotische Fluss hat mehr Raum
zur Ausbildung zur Verfiigung, in dem er nicht mit der Kugel in Kontakt gerit und kann
zudem auch aus den seitlichen Bereichen der Porenregion stammen. Die Abschwichung der
Kraft fallt damit aufgrund der geringeren Reibung am Kiigelchen kleiner aus.
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4.1.3. DNA-Ligand-Komplexe in Nanoporen

Aufgrund der hohen experimentellen Anforderungen an die Nanoporen-Sequenzierung
besteht ein zundchst einfacherer Schritt darin, groBere Strukturen (als die Basenpaare) an
einem DNA-Strang mit Hilfe der Nanoporen-Translokation nachzuweisen und exakt zu
lokalisieren. Da das Riickgrat der DNA — wie bei den zuvor durchgefiihrten Messungen mit
der Optischen Pinzette festgestellt — ein homogenes Kraftsignal auf seiner gesamten Lénge
bewirkt, wurden fiir die nachfolgenden Messungen verschiedene DNA-bindende Liganden an
der DNA angebracht. Diese Experimente mit (zum Teil anderen) Liganden wurden bereits
wihrend der Diplomarbeit des Autors [139] begonnen, so dass sich an dortiger Stelle auch
zahlreichere und vertiefendere Messungen befinden. Fiir die vorliegende Arbeit sollen
deswegen die Ergebnisse nur exemplarisch vorgestellt, nun jedoch auch in einem
theoretischen Zusammenhang ausfiihrlicher ausgewertet werden.

2,00
nm

DNA+RecA -~ SRS

0,00

0,00

| Abbildung 58: AFM-Aufnahme des Proteins RecA, welches an DNA lange Filamente bildet. |

Als Ligand kam hierbei zunidchst RecA zum Einsatz (vgl. Kapitel 2.3.2.), welches, wie in
Abbildung 58 gezeigt, zur Bildung von langen Filamenten entlang eines DNA-Stranges neigt
und dabei sowohl dessen Durchmesser als auch dessen negative Linienladungsdichte deutlich
erhoht.

Abbildung 59 zeigt das Ergebnis, wenn ein derart priparierter DNA-Strang mit Hilfe der
Optischen Pinzette durch eine Nanopore gezogen wird. Es ergeben sich sehr deutliche
Kraftsignale, die sich je nach Form des Filaments unterscheiden konnen.
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| Abbildung 59: Nanoporen-Messungen mit der Optischen Pinzette fiir zwei verschiedene RecA-DNA-Komplexe. |

Die obere Messung zeigt hierbei ein sehr langes RecA-Filament, welches bei 50 mV durch
eine 40 nm grofle Pore gezogen wurde, und die untere Messung ein sehr kurzes Filament bei
20 mV und einer 45 nm groBen Nanopore.

In beiden Fillen zeigt sich zundchst bei kleinen z-Abstinden der iibliche, homogene
Kraftverlauf, da sich hier nur pure DNA, ohne jegliche Liganden, in der Pore befindet. Sobald
wiahrend des weiteren, langsamen Ausfddelns jedoch der Anfang des jeweiligen RecA-
Filaments erreicht wird, steigt die Kraft kontinuierlich auf einen etwa 2,5-fach hoheren Wert
an.

Im Falle des langen RecA-Filaments verbleibt die Kraft nun wéahrend des weiteren Ausfidelns
auf diesem hoheren Wert und auch eine Umkehr der Scan-Richtung (so dass nun ein sehr
langsames Einfiddeln des DNA-Stranges stattfindet) kann diesen Kraftverlauf sehr exakt
reproduzieren. Es kann daraus geschlussfolgert werden, dass sich das RecA-Filament fest mit
der DNA verbunden hat und seine relative Position darauthin nicht mehr dndern kann.

Im Falle des sehr kurzen RecA-Filaments sinkt die Kraft sofort nach dem Erreichen des um
den Faktor 2,5 erhohten Kraftwerts abrupt auf ihren Ursprungswert zuriick. Das Filament
wurde hier also bereits komplett durch die Pore gezogen und es befindet sich wieder pure,
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unbeschichtete DNA in der Pore. Diese wird nach dem Erreichen ihrer vollstindigen Linge
ebenfalls aus der Pore gezogen, so dass die Kraft dann auf null absinkt. Im gezeigten Fall
geschieht dies bei einem z-Abstand von 6,05 um, was nach der kraftabhéngigen Korrektur der
Kugelauslenkung und und DNA-Ausdehnung nach dem WLC-Modell einer Konturldnge von
knapp 6,5 um entspricht.

AuBlerdem ist in der oberen Messung zu erkennen, dass der lonenstrom wie bei den
vorhergehenden Kraftmessungen qualitativ dasselbe Verhalten zeigt und gleichzeitig mit
ansteigt, hierbei jedoch ebenfalls nur eine geringere Auflosung im Vergleich zum Kraftsignal
zu erzielen ist.
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Abbildung 60: Nanoporen-Messung mit der Optischen Pinzette fiir ein einzelnes (oben) und fiir
zwei aufeinanderfolgende (unten) DNA-gebundene EcoRI-Proteine.

Ein &hnliches, jedoch scheinbar spiegelverkehrtes Verhalten des Kraftsignals ergibt sich,
wenn das gleiche Experiment, wie in Abbildung 60 gezeigt, mit positiv geladenen EcoRI-
Proteinen anstatt mit negativ geladenem RecA durchgefiihrt wird. Hier findet ein abrupter
Krafteinbruch statt, sobald die Position des Liganden wéhrend des Scannens der DNA
erreicht wird, gefolgt von einem kontinuierlichen Anstieg zuriick auf den urspriinglichen
Wert. Auch hier spiegelt der Ionenstrom das Verhalten des Kraftsignals exakt wider.
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Zur genauen Kldrung des Verhaltens der verschiedenen Liganden, sowie der dabei
auftretenden (jeweils asymmetrischen) Formen der Kraftanstiege und —einbriiche wurde in
Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Peter Reimann und Dr. Sebastian Getfert eine theoretische
Beschreibung entwickelt und die DNA-Translokation der DNA-Ligand-Komplexe auch
theoretisch simuliert [50]. Es wird dabei von vier verschiedenen, wirkenden Potentialen
ausgegangen, deren Summe nach der gesuchten Kraft (bzw. den dazugehorigen
Bewegungsgleichungen) abgeleitet werden kann. Dabei beriicksichtigt werden:

- das harmonische Potential der Optischen Falle (in dem sich das Mikrokiigelchen je
nach Kraftwirkung bewegen kann)

- das elektrostatische Nanoporen-Potential (welches sich aus der angelegten
Spannung und deren Wirkung auf die Ladung der DNA ergibt)

- das Wormlike-Chain-Potential (welches die Elastizitit der DNA und ihre Antwort
auf externe Kréifte beschreibt)

- das elektrostatische Potential des Liganden (welches sich aus dessen Ladung,
sowie dem elektrischen Nanoporen-Potential ergibt und die Wirkung des
elektroosmotischen Flusses beinhaltet, wenn statt der realen ecine effektive
Liganden-Ladung verwendet wird)

Anstatt der Newtonschen Bewegungsgleichungen werden hier zudem Langevin-Gleichungen
verwendet um die Bewegung der beteiligten Komponenten zu beschreiben. Diese beinhalten
zusitzlich  eine  stochastische = Dynamik, welche aufgrund der Brownschen
Molekularbewegung und anderer Fluktuationen und Dissipationen in den verwendeten
GroBenskalen zu erwarten ist.

Die Simulation fiihrt nun zu einem veridnderten Bild der DNA-Ligand-Translokation, welche
in Abbildung 61 anschaulich dargestellt ist.
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Abbildung 61: Ergebnis der theoretischen Simulation, nach welcher der Ligand abrupt von
einem Zustand 1 diesseits der Pore zu einem Zustand 2 jenseits der Pore springt.
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Demnach findet der Durchtritt der Liganden durch die Nanopore hochdynamisch statt: Sobald
ein positiver Ligand in die Porenregion gezogen wird, so stellt dieser aufgrund seiner
verringerten Ladung einen geringeren Widerstand dar als die pure DNA und springt abrupt
(mitsamt des angebundenen DNA-Teilstiicks) in einen zweiten Zustand jenseits der Pore. Da
die DNA nun aufgrund dieses Sprungs weniger stark gespannt ist, hat dies einen abrupten
Krafteinbruch zur Folge. Um nun auch das homogene Stiick DNA hinter dem Liganden
weiter durch die Pore zu ziehen, muss nun zundchst die urspriingliche mechanische Spannung
des DNA-Stranges wiederhergestellt werden, so dass sich der charakteristische, graduelle
Kraftanstieg zurlick auf den Ausgangswert ergibt.

Fiir einen negativ geladenen Liganden ergibt sich eine dhnliche Erklarung: Sobald der Ligand
(bzw. das Ligand-Filament) in den Bereich der Pore kommt, in dem das elektrische Feld zu
wirken beginnt, so stellt dieser nun aufgrund seiner erh6hten negativen Ladung einen héheren
Widerstand dar als die pure DNA. Es muss also mehr Kraft aufgewendet werden um den
Liganden weiter in die Pore zu ziehen, was zu dem beobachteten charakteristischen,
graduellen Kraftanstieg flihrt. Sobald das Ende des Filaments erreicht wird, fehlt der
zusdtzliche Widerstand jedoch und der DNA-Strang springt abrupt soweit durch die Pore, bis
die urspriingliche mechanische Spannung fiir die Translokation purer DNA wiederhergestellt
ist.

Wie der Vergleich zwischen theoretischen und experimentellen Messwerten in Abbildung 61
(links) und Abbildung 59 (rechts unten) zeigt, kann die theoretische Simulation sehr gut die
Form, Position und das Rauschen des Kraftsignals beschreiben, sowohl fiir positiv als auch
negativ geladene Liganden. Die effektive Ladung der Liganden ist zudem ein Fit-Parameter,
so dass sich aus den Messungen damit auch zusétzliche Informationen gewinnen lassen. Im
vorliegenden Fall wiére die effektive Ladung der DNA gleich -1,23e/nm, eines einzelnen
EcoRI-Proteins gleich +59,5¢ und eines einzelnen RecA-Monomers gleich -14e, jeweils
angegeben in Elementarladungen e. Zudem kann die Position des Liganden auf der DNA,
trotz des vergleichsweise sehr breiten Signals, sehr genau berechnet werden.

Der Grund fiir das Springen der Liganden wird deutlicher, wenn man die Summe aller
Potentiale betrachtet, welcher der DNA-gebundene Ligand ausgesetzt ist. In Abbildung 62 ist
hierfiir die Form des Potentials fiir verschiedene z-Abstdnde aufgetragen, wenn der Ligand
weit abseits der Pore oder in direkter Porennéhe positioniert wird. Fiir Bereiche zu beiden
Seiten, weit abseits der Pore (Bereich a und Bereich e) besitzt das Potential ein eindeutiges
Minimum. Von entsprechenden, thermischen Fluktuationen abgesehen folgt der Ligand damit
genau der Bewegung, die durch das Ziehen mit der Optischen Pinzette am Kiigelchen (und
damit an der DNA) vorgegeben wird. Néhert sich nun der Ligand von einer Seite dem
elektrischen Feld in der Porenregion (Bereich b und Bereich d), so besitzt die aktuelle
Ligandenposition zwar immer noch ein eindeutiges Potentialminimum, jedoch bildet sich auf
der jeweils anderen Seite der Pore langsam ein zweites, jedoch zundchst hoher liegendes,
Potentialminimum aus, in welches der Ligand mit geringer Wahrscheinlichkeit springen kann.
In der exakten Porenmitte sind diese beiden Minima schlieB3lich gleich tief.
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Abbildung 62: Form der Potentialsumme fiir verschiedene z-Absténde zur Pore. Im Bereich c befénde sich der
Ligand genau mittig in der Pore, es bilden sich jedoch zwei Potentialminima zu beiden Seiten der Pore aus.

Diese Form der Potentiale (und die
Hohe der Barriere zwischen den beiden
Minima) sagt theoretisch auch eine
leichte Hysterese zwischen dem Ein-
und Ausfideln des DNA-Ligand-
Komplexes voraus: Beim Ausfideln
besteht eine héhere Wahrscheinlichkeit
fiir den Weg a-d-e, wihrend beim
Wieder-Einfddeln der Weg e—-b-a
bevorzugt wird. Diese Hysterese konnte
nach dieser Voraussage bei sehr
schnellen, genauen Messungen auch
experimentell bestdtigt werden, was in
der nebenstehenden Abbildung 63
gezeigt ist. Der Unterschied der
Sprungposition zwischen Hin- und
Riickweg betrdgt hierbei nur etwa
20 nm.
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Abbildung 63: Versatz der Sprungposition des
Liganden beim Ein- und Ausfédeln aus der Nanopore.
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Neben der Ladung und Form des Liganden sollte die angelegte Spannung einen erheblichen
Einfluss auf die Form des Kraftsignals liefern. So erzeugt eine hohere Spannung ebenso eine
hohere Kraft auf die DNA, was zu einer hoheren mechanischen Spannung und
Langs-Ausdehnung, sowie einer stirkeren Auslenkung des Kiigelchens aus der Optischen
Falle fiihrt. Insgesamt miisste sich damit aufgrund des stdrkeren elektrischen Feldes sowohl
die Tiefe als auch die Position des Krafteinbruchs deutlich dndern.
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| Abbildung 64: Spannungsabhéngigkeit der Tiefe und Position der Krafteinbriiche eines EcoRI-Proteins. |

Abbildung 64 zeigt so eine Messung, bei welcher der Krafteinbruch eines einzelnen EcoRI-
Proteins fiir verschiedene elektrische Spannungen aufgezeichnet wurde. Wie erwartet
verschiebt sich dabei die Position des Kraftabfalls beim Erhéhen der Spannung zu gréferen
z-Abstinden. Dariiber hinaus fillt der Krafteinbruch fiir hohere Spannungen deutlich tiefer
aus. Da in den Experimenten der Ligand bei sehr hohen Spannungen jedoch teilweise von der
DNA abgerissen wurde, ist hier stets ein Kompromiss zwischen Signalqualitdt und Schonung
der Ligand-Bindung zu suchen. Sowohl das Verschieben der Sprungposition als auch die
Verdnderung der Tiefe der Krafteinbriiche werden von der theoretischen Simulation sehr gut
reproduziert, so dass damit alle experimentell beobachteten Effekte sehr gut erkldart werden
konnen.

Zur sehr genauen Untersuchung des Springens des Liganden durch die Pore, und zum
experimentellen Ausmessen der beiden dabei theoretisch vorausgesagten Potentialminima,
wurde der Ligand in einem, in Abbildung 65 gezeigten, Experiment extrem langsam durch die
Porenregion bewegt und dabei fiir einige Zeit in festen Positionen gehalten. Die Messung
erfolgte bei 100 mV und einer rund 37 nm groBen Nanopore. Der Ligand wurde hierfiir knapp
oberhalb der Pore positioniert (Bereich a), so dass sich dieser im Zustand 1 befand.
Anschlieend wurde der Ligand um 10 nm weitergezogen (Bereich b), worauthin sich dieser
noch immer bevorzugt im Zustand 1 aufhielt, jedoch mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit
(von hier 3,4%) bereits durch die Pore in den Zustand 2 springen konnte. Weitere Schritte von
jeweils 10 nm bevorzugten nun mit zunehmender Wahrscheinlichkeit den zweiten Zustand,
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bis im Bereich d schlieBlich der Ligand komplett durch die Pore gezogen wurde und
vollstdndig im Zustand 2 verblieb. Da zwischen Bereich ¢l und ¢2 ein Umschlagen der
Aufenthaltswahrscheinlichkeit auch ohne ein Weiterbewegen des Liganden stattfand, muss
davon ausgegangen werden, dass es hier vielleicht zu einem leichten Driften des Piezotisches
oder der Fliissigkeitszelle kam.
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Abbildung 65: Zeitweises Fixieren des z-Abstandes an verschiedenen Positionen des Liganden
beim Durchtritt durch die Nanopore. Der Ligand springt, je nach Halteposition, unterschiedlich
héufig zwischen den zwei theoretisch vorausgesagten Zustdnden hin und her.

Aus der Messung ist erkennbar, dass der Ligand keinesfalls in einem statischen, einmaligen
Prozess die Pore durchquert, sondern — wie theoretisch vorausgesagt — hochdynamisch von
einem Zustand diesseits der Pore in einen Zustand jenseits der Pore springt. Ferner kann
ebenfalls ein Sprung zuriick in den Ursprungszustand erfolgen, wenn der Ligand nicht extern
durch die Optische Pinzette weiter aus der Pore herausgezogen wird. Je nach der exakten
Position, in welche der Ligand gezogen wird, findet eine Bevorzugung fiir einen der beiden
Zustinde (und damit eines der beiden Potentialminima) statt. Die in der Abbildung
angegebenen Aufenthaltswahrscheinlichkeiten fiir den Zustand 2 an den verschiedenen
Positionen sind dabei aus den Histogrammen (Abbildung 66) des jeweiligen Bereichs
berechnet worden, welche die Haufigkeit der gemessenen Kraftwerte angeben. Aus diesen
Histogrammen lésst sich ebenfalls erkennen, wie ein langsames Weiterbewegen des Liganden
zu einer immer hoheren Aufenthaltswahrscheinlichkeit im Zustand 2 fiihrt. Interessanterweise
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ist das Histogramm des Zustands 2 im Bereich d deutlich schmaler als das Histogramm des
Zustands 1 im Bereich a. Das Kraftrauschen fillt also merklich geringer aus, sobald der

Ligand durch die Pore in Richtung der Optischen Falle, und damit in den Bereich niedrigerer
Krifte gesprungen ist.
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Experiments aus Abbildung 65.
10 1" 12 13 1‘4 1‘5 16

Kraft [pN]



4.  Ergebnisse und Auswertung 90

Abgesehen von der Position des Liganden, die extern durch die Optische Pinzette vorgegeben
wird, besitzt auch die angelegte elektrische Spannung einen Einfluss auf die Form und
Position der beiden Potentialminima und damit auf die Aufenthaltswahrscheinlichkeit des
Liganden in je einem der beiden Zustinde zu beiden Seiten der Pore. Abbildung 67 zeigt eine
Messung, in welcher der Ligand exakt in der 50%-Position, und damit genau in der Pore
gehalten wurde. Der Ligand halt sich hier also mit gleicher Wahrscheinlichkeit in je einem der
beiden Zustinde auf und die Potentialminima besitzen die gleiche Tiefe.
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Abbildung 67: Das Fixieren des Liganden im Porenzentrum (50/50-Position) erlaubt das Bestimmen
der spannungsabhédngigen mittleren Besetzungszeit der beiden Zustdnde.

Eine Erh6hung der Spannung fiihrt hierbei zu einer ldngeren mittleren Besetzungszeit eines
gegebenen Zustands. Ein Umspringen ist demnach umso wahrscheinlicher, je niedriger die
angelegte elektrische Spannung ausfillt, und — wie im vorigen Abschnitt gesehen — je dichter
der Ligand am Porenzentrum positioniert ist.
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Abbildung 68: Distanz- und Spannungs-Abhdngigkeit der Besetzungswahrscheinlichkeit des Zustands 1.
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Wie noch einmal in Abbildung 68 gezeigt, konnen schon sehr wenige Nanometer Abstand zur
Porenmitte das Verhéltnis der beiden Zustinde erheblich verschieben. Modelliert man zudem
die mittlere Besetzungszeit 1 eines Zustands entsprechend der Kramers-Theorie mit
T = 19exp(AE /kgT), so berechnet sich aus diesen Ergebnissen die Hohe der Energiebarriere
AE zwischen den beiden Potentialminima bei typischerweise angelegten 50 mV zu rund dem
Vierfachen der thermischen Energie (4kgT) mit dem Vorfaktor 19 = 4ms.

Zusammenfassend haben diese Nanoporen-Experimente mit Ligand-DNA-Komplexen
erstmalig gezeigt, dass der Nachweis und die genaue Lokalisation von Liganden mit hoher
Prizision mdglich sind. Auch Aussagen iiber die effektive Ladung oder die
Potentiallandschaft in der Nanoporenregion koénnen mit Hilfe der entwickelten Theorie
getroffen werden und die Ergebnisse decken sich sehr gut mit den experimentellen
Messwerten. Die Translokation im Nanometermalstab erfolgt dabei jedoch keinesfalls so
statisch und geordnet wie man es aus makroskopischen Uberlegungen zunichst annehmen
wiirde. ~ Thermische  Energie, = Brownsche = Molekularbewegung und  kleinste
Positionsverdnderungen fiihren zu deutlich messbaren Unterschieden im hochdynamischen,
stochastisch verteilten Translokationsverhalten. Gerade im Hinblick auf eine Sequenzierung
der DNA mit Hilfe von Nanoporen, miissen diese Fluktuationen und dynamischen Prozesse
stets beachtet und z.B. von einer Auswertungssoftware statistisch herausgerechnet werden.
Dies fiihrt zu einem weit hoheren Aufwand, nicht nur bei der experimentellen Messtechnik
sondern auch bei der Auswertung der gewonnenen Daten. Gleichzeitig konnte diese
besondere Sensitivitit der Messungen auf kleinste Storgrofen jedoch zukiinftig auch zu einem
Vorteil verwandelt werden, um die zeitliche und rdumliche Auflosung dieser Experimente
z.B. durch statistische Auswertungsprozeduren stark zu erhéhen.

Prinzipiell sind die Nanoporen-Experimente, trotz sehr aufschlussreicher Ergebnisse, noch
immer mit starken Einschrinkungen behaftet, so dass neue Materialien und Techniken
benotigt werden. Die Membranen miissen diinner, die Poren kleiner und die Oberflidchen
leichter zu modifizieren und funktionalisieren sein, um so z.B. Salzkonzentrationen und pH-
Werte freier wihlen zu konnen, Klebe-Effekte der DNA an den Oberflachen zu verhindern
und Translokationen (auch anderer Stoffe als DNA, wie z.B. von Proteinen) gezielter steuern
und viel genauer messen zu konnen.

Der weitere Verlauf dieser Arbeit beschéftigt sich deswegen mit Experimenten an neuartigen
Materialien, die zur Herstellung von zukiinftigen Nanoporen-Sensoren dienen konnten.
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4.1.4. Graphen-Poren

Graphen ist das diinnste bekannte Material und sollte sich aufgrund dessen am besten fiir die
Nanoporensequenzierung eignen. Zwar ragt das elektrische Feld zu beiden Seiten der Pore
aus dem eigentlichen Porenvolumen heraus, doch selbst dann sollten sich nur sehr wenige
Basenpaare gleichzeitig im Einflussbereich des Feldes befinden und ein Signal generieren.

DNA
500 nm Si;N,-Membran

mit 10 pm Loch

11 I

\Graphen mit Nanopore

Abbildung 69: Prinzip der Versuche mit Graphen: Die Graphen-Flocke wird auf einem dickeren
Si3N,4-Substrat aufgebracht, welches ein Mikrometer-Loch enthélt, und ist dann dort freistehend.

Das Ziel der ersten Versuche mit Graphen sollte demnach zunichst darin bestehen, wie in
Abbildung 69 dargestellt, eine freistehende Graphen-Membran auf einem Loch in einem
Siliziumnitrid-Substrat zu immobilisieren. Das Loch muss hierfiir mehrere Mikrometer grof3
sein, damit sich diesem spéter mit dem Kiigelchen der Optischen Pinzette gendhert werden
kann, ohne dass die Beugungseffekte des Lochrandes zu unerwiinschten Stérungen im
Kraftsignal fiihren konnen. Die Substrat-Membran muss zudem ausreichend stabil sein um
dieses Loch zu beherbergen, ohne sich dabei zu verbiegen, und wurde deswegen mit einer
Dicke von 500 nm verwendet. Die per Wedging-Transfer (vgl. Kapitel 3.1.3.) aufgebrachte
Graphen-Lage muss des Weiteren moglichst weit {iber die Rédnder dieses Loches hinausragen,
da nur so ein wasserdichter (und stromdichter) Kontakt hergestellt werden kann. Die
elektrische Isolation ist hierbei essenziell, denn fiir eine erfolgreiche DNA-Translokation darf
das elektrische Feld nur innerhalb der spéter hineingebohrten Nanopore abfallen und nicht in
etwaig undichten Randbereichen zwischen Graphen und dem Substrat.

Die Ausbeute bei der Herstellung von ausreichend groBen Graphen-Monolagen per
Exfoliation ist sehr gering und die Prozedur sehr zeitaufwendig, jedoch zugleich unabdingbar,
da andere Methoden bisher noch keine defektfreien Monolagen erzeugen kénnen. Um
dennoch regelmiBige Experimente durchfiihren zu konnen, wurden deshalb zum Teil auch
Graphen-Multilagen mit unterschiedlicher Schichtdicke verwendet. Abbildung 70 zeigt einige
von diesen Graphenlagen, die erfolgreich auf das Loch der Siliziumnitrid-Membran
transferiert werden konnten. Die Bandbreite reicht hier von sehr dicken Lagen (links) {iber
wenige Einfach-Lagen (Mitte) bis hin zu (sehr seltenen) Monolagen (rechts) die iiber das
Loch gelegt werden kdnnen.
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| Abbildung 70: Mechrere erfolgreich praparierte Graphenflocken unterschiedlicher Schichtdicke.

Die sehr gute Sichtbarkeit der Graphenflocken im
Durchlichtmikroskop, selbst von Monolagen mit einer
Dicke von weniger als einem Nanometer, bestdtigt hier
noch einmal die theoretische Voraussage, dass eine
Monolage rund 2,3% des transmittierenden Lichts
absorbiert. Genau aus diesem Grund bestand der erste Test
nach einem erfolgreichen Transfer darin, zu kliren ob das
Graphen die fiir die Optische Pinzette bendtigten hohen
Laserleistungen iiberhaupt tiberstehen wiirde. Eine direkte
Bestrahlung dickerer Graphen-Lagen zeigte hier sehr
eindeutig, dass diese die Energie absorbieren, sich
autheizen und im Bereich der Bestrahlung kaputtgehen. So
lieBen sich groBe Lécher per Lailser. in das Graphen o o dung 71: Bestrahlung mit dem
brennen, was in Abbildung 71 gezeigt ist. Auch Versuche | aser brennt Locher in das Graphen.
mit diinneren Schichten deuteten bereits an, dass die
Experimente im absoluten Grenzbereich erfolgen miissten: Erst ab einer Graphendicke von
ein bis zwei Lagen und einer Reduktion der Laserleistung auf etwa 400 mW (bei welcher die
Optische Falle gerade noch stark genug ist um wirkende Krifte bis zu 15 pN zu messen)
konnte sich der Membran geniigend weit angendhert werden, um eventuelle DNA-
Experimente durchzufiihren ohne die Graphenschicht dabei zu beschddigen. Die Experimente
miissten also stets mit duBerster Vorsicht durchgefiihrt werden, wiren aber dennoch
theoretisch moglich.

Fiir die folgenden Experimente musste deswegen — trotz des hohen Zeitaufwands — jeweils
eine Graphenmono- oder Doppel-Lage prapariert werden. Unter anderem wurde dabei nach
einer Mdoglichkeit gesucht, auch dickere Lagen gezielt weiter auszudiinnen und damit
ausreichend diinne Lagen herstellen zu konnen. Abbildung 72 zeigt, wie eine Behandlung mit
Sauerstoff-Plasma fiir mehrere Minuten zu einem immer weiteren Ausdiinnen der Multi-
Lagen fiihrt. Diese Methode konnte also dazu dienen, eine hohere Ausbeute bei der
Préaparation per Exfoliation zu erreichen. Hier zeigte sich im Anschluss an das Ausdiinnen
jedoch das Problem, dass die mit Plasma behandelten Graphen-Flocken nicht mehr per
Wedging-Transfer vom Siliziumnitrid-Substrat abgelost werden konnten, sondern zu stark
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anhafteten. In Zukunft konnte dieses Problem vielleicht einmal durch eine
Oberfldchenbeschichtung des Substrats oder die Wahl eines anderen Untergrunds umgangen
werden, fiir die hier gezeigten Experimente wurde jedoch aus Zeitgriinden wieder auf die
herkémmliche Priaparation zuriickgegriffen (vgl. Kapitel 3.1.3.).

20 [

20

20 [

- .

20 (i

Abbildung 72: Durch eine Behandlung mit Sauerstoff-Plasma konnen dickere Graphen-Lagen nach
und nach langsam ausgediinnt werden.

Nach einer erfolgreichen Préparation einer Graphen-Monolage auf dem Loch in der
Siliziumnitrid-Membran sollte zunichst stets eine Messung des elektrischen Widerstands
erfolgen. So kann gewihrleistet werden, dass das Graphen das Loch ausreichend dicht
versiegelt, was eine Voraussetzung fiir die DNA-Translokation ist. Erst danach kann die
Probe wieder aus der Fliissigkeitszelle ausgebaut werden, um im Helium-Ionen-Mikroskop
eine Nanopore in das Graphen zu bohren.

Abbildung 73 zeigt die Strom-Spannungs-Kennlinie einer Graphen-Monolage vor (links) und
nach (rechts) dem Bohren einer etwa 20 nm groflen Nanopore. Ohne Pore versiegelt das
Graphen das Loch in ausreichend hohem Mal} und der elektrische Widerstand bei einer
Salzkonzentration von 20 mM KCI betrigt hier rund 29 GQ, sie eignet sich also sehr gut fiir
ein Translokationsexperiment. Nach dem Bohren der Pore wurde die Kennlinie bei einer
Salzkonzentration von 1M KCIl aufgenommen, um eventuelle Oberflichenladungseffekte
auszuschlieBen, und es zeigt sich (abgesehen von der hoheren Leitfdhigkeit aufgrund der
Pufferlosung) eine deutliche Abnahme des -elektrischen Widerstands aufgrund der
eingebrachten Nanopore. Die leichte Abweichung bei hohen Spannungen riithrt vermutlich
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dennoch von restlichen Oberflichenladungen her, oder aber hohe Spannungen beeinflussen
die Graphen-Membran an sich. So wurden bei z.B. bei sehr hohen angelegten Spannungen
(um die 1V) — besonders bei Multi-Lagen — Interferenzeffekte in der Graphenschicht
beobachtet. Es kann damit vermutet werden, dass hohe Spannungen die Graphenmembran
noch dichter auf das Siliziumnitrid-Substrat ziehen (oder es abstolen) und so ein
asymmetrisches Strom-Spannungs-Verhalten auftreten kann. Fiir Translokations-Experimente
dagegen reichen im Allgemeinen auch niedrigere Spannungen, so dass diese Effekte keine
Rolle spielen sollten.
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Abbildung 73: Strom-Spannungs-Kennlinie einer Graphen-Monolage vor
(links) und nach (rechts) dem Einbringen einer 20 nm gro3en Nanopore.

Freie Translokation

Mit einer gebohrten Nanopore in der Graphen-Membran kann nun getestet werden, ob — trotz
der nur einatomigen Dicke — das elektrische Feld die notige rdumliche Ausdehnung besitzt
um DNA durch die Nanopore ziehen zu konnen. Hierfiir wurde, wie bei der freien
Translokation in Siliziumnitrid-Nanoporen, frele A-DNA in ein Fliissigkeitsreservoir gegeben,
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Abbildung 74: Freie DNA-Translokation durch eine
50 nm grofle Graphen-Pore bei 100 mV und 1M KCL

eine  Spannung angelegt und der
Ionenstrom  aufgezeichnet um  die
Translokationsereignisse detektieren zu
konnen. Es zeigten sich viel weniger
Ereignisse als bei den Experimenten mit
Siliziumnitrid-Poren. Vermutlich klebte
die DNA also verstirkt am Graphen, so
dass es nur zu vereinzelten
Translokationen kommen konnte, und die
geringe Membrandicke filihrte zu einem
sehr eingegrenzten Wirkungsbereich des
elektrischen Feldes. In Abbildung 74 sind
solche Translokationsereignisse an einer
rund 50 nm groBen Pore gezeigt, da diese
an grofleren Poren viel hdufiger auftraten.



lonenstrom [pA]

4.  Ergebnisse und Auswertung 96

9660 B

9640 —

9620 —

9600 —

DNA

@~ |
_ 4 / T Graphen W

D

Analog zu den Versuchen an Siliziumnitrid-
Nanoporen sind auch  hier die
Stromeinbriiche  deutlicher  ausgeprigt,
wenn die Pore kleiner ausfillt und eine
— genauere Betrachtung einzelner
Translokationsereignisse  ldsst  ebenfalls
einen Aufschluss iiber die Konformation
der DNA zu. In Abbildung 75 sind zwei
Ereignisse von einer 20 nm grof3en Pore bei
140 mV und 1M KCI gezeigt. Das erste
Ereignis ist mit einer Translokationszeit von
10 ms und einem Einbruch der Leitfahigkeit
von 0,2 nS ziemlich genau doppelt so lang
und halb so tief wie das zweite Ereignis (10
ms und 0,4 nS). Im ersten Fall ist die DNA
damit vermutlich in gestrecktem Zustand
s 12200 und im zweiten Fall als Plasmid durch die
Zeit [ms] Pore gezogen worden.

s

|

20 nm Nanopore in Graphene
Lambda-DNA in 1M KCI
U=140 mV
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Abbildung 75: Zwei DNA-Translokationen durch eine| Ins gesamt konnten diese Experimente damit
Graphen—Ngnopore mit jeweils unterschiedlichen zeigen, dass die DNA-Translokation auch
Konformationen des DNA-Stranges. durch  Graphen-Nanoporen rinzipiell
1Y P p P
moglich ist und dabei analoge Ergebnisse zu den Versuchen mit Siliziumnitrid-Nanoporen an
viel dickeren Membranen liefert. Auch hier ergeben sich deutlich ausgeprigte Muster im
Ionenstromsignal wihrend einer Translokation, die zudem die unterschiedlichen DNA-
Konformationen erkennen lassen. Auch eine Kombination mit der Optischen Pinzette im
Zuge einer kontrollierten Translokation sollte deswegen prinzipiell moglich sein.

Kontrollierte Translokation

Fiir die kontrollierte Translokation wurde, wie bei den Siliziumnitrid-Poren, ein DNA-Strang
an einem Mikrokiigelchen immobilisiert und mit Hilfe der Optischen Pinzette in die Néhe der
Graphen-Nanopore manovriert. Hierbei zeigte sich jedoch ein vollig unerwarteter und stets
reproduzierbarer Effekt: Sobald das Kiigelchen unterhalb der freistehenden Graphen-
Membran angekommen war, begann es in der Optischen Falle zu zappeln und seine
Oberflache zeigte eine deutliche Blasenbildung die es schlieflich zum irreversiblen
Verschrumpeln brachte. Wurde das Mikrokiigelchen dagegen unterhalb des Siliziumnitrid-
Substrats oder unterhalb der Region bewegt, in welcher das Graphen auf dem Substrat
aufliegt (und damit nicht freistehend ist), trat dieser Effekt nicht auf. Abbildung 76
verdeutlicht dies, wobei sich das Kiigelchen stets im Laserfokus befindet und die Graphen-
Monolage als schwacher Schatten iiber dem Loch in der Siliziumnitrid-Membran erkennbar
ist. Das Kiigelchen wird mit der Optischen Pinzette unterhalb der Membranen (im Bild von
links nach rechts) in den Bereich des freistehenden Graphens geschoben, worauthin es seine
Form unwiederbringlich verdndert und fiir Kraftmessungen deswegen nicht mehr verwendet
werden kann.
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sobald es in den Bereich unterhalb des freistehenden Graphens bewegt wird.

Abbildung 76: Das Polysterol-Mikrokiigelchen in der Optischen Falle wird zerstort,

Genauere Untersuchungen ergaben dabei eine eindeutige Abhéngigkeit dieses Effekts von der
verwendeten Laserleistung: je geringer diese gewahlt wurde, desto ndher konnte man sich mit

dem Kiigelchen der Graphen-Membran annéhern.

Laserleistung | z-Abstand beim Aufschmelzen
800 mW 4 um
700 mW 3 um
500 mW 2 um

Aufgrund des Zappelns des Kiigelchens, der Abhédngigkeit von der Laserleistung und der
Formverdanderung, die einem Aufschmelzen gleicht, muss von einem Autfheizen des
Kiigelchens durch den Laser ausgegangen werden. In welcher Form dies geschieht, und
warum nur unterhalb der freistehenden Graphen-Membran, ist jedoch nach wie vor vollig
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ungeklért. Ein Entfernen des Infrarot-Filters vor der Kamera im Mikroskop der Optischen
Pinzette lie keine zusidtzlichen Strahlenquellen (z.B. transversale Moden am Rand des
Lochs), kein Streulicht und keine aufgeheizten Stellen erkennen, aufler dem direkten
Laserfokus, dem das Kiigelchen jedoch auch bei anderen Experimenten zerstorungsfrei
ausgesetzt ist. Die Aufheizung scheint zudem sehr lokal im Kiigelchen selbst stattzufinden, da
weder Konvektionsstromungen noch Luftblasen in der umgebenden Pufferlosung beobachtet
werden konnten.

Da Polysterol bereits ab etwa 70°C langsam in den amorphen Zustand libergeht und auch die
Biotin-Streptavidin-Bindung der immobilisierten DNA in diesem Temperaturbereich
aufzubrechen beginnt, ist eine kontrollierte Translokation nur sehr schwer moglich, sollte es
sich tatsdchlich um thermische, lokale Aufheizungen des Kiigelchens handeln. Zwar ist ein
erfolgreiches Experiment theoretisch noch immer denkbar, wenn ein grofler Abstand zur
Membran und eine geringe Laserleistung eingehalten werden, doch ist dies aufgrund der
vielen gliicklichen Zufidlle die dafiir zeitgleich zusammentreffen miissen (defekt- und
verschmutzungsfreie Monolage des Graphens; DNA-Strang maximaler Léinge; Pore der
richtigen Grof3e etc.), bisher leider noch nicht gelungen. Lokale Temperaturmessungen — wie
z.B. iliber temperatursensitive Farbstoffe oder Berechnungen aus dem temperaturabhingigen
Zappeln des Kiigelchens in der Optischen Falle — konnten hier in Zukunft mehr Aufschluss
bringen um den Ursprung des Aufschmelzens weiter zu ergriinden.

Trotz dieser Schwierigkeiten ware Graphen das ideale Material fiir eine mogliche Nanoporen-
Sequenzierung und verwandte sensorische Anwendungen. Es erlaubt nicht nur die
Herstellung der diinnsten denkbaren Membran und damit eine hohe Auflosung in den
Messsignalen, sondern eréffnet aufgrund seiner mechanischen Robustheit und der besonderen
elektrischen Eigenschaften einen vollig neuen Kosmos an moglichen Experimenten. Graphen
ist — wie fiir DNA-Translokationen unabdingbar — senkrecht zu seiner Schichtebene stark
hydrophob und elektrisch isolierend, gleichzeitig jedoch in der Ebene selbst hoch leitfahig.
Wie in der Illustration in Abbildung 77 gezeigt [146], konnte so z.B. auch der transversale
Tunnelstrom als weitere Messgréf3e bei der Sequenzierung von DNA genutzt werden.

Abbildung 77: Elektrisch kontaktiertes Graphen konnte einmal zur DNA-
Sequenzierung dienen, indem der transversale Tunnelstrom gemessen wird. [146]
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4.1.5. Carbon-Nanomembran-Poren

Zwar sind Carbon-Nanomembranen mit 1-3 nm um einiges dicker als eine Graphen-
Monolage, doch konnen auch sie — durch ein Aushirten bei hohen Temperaturen — mit
vergleichbaren mechanischen und elektrischen Eigenschaften versehen werden. Aufgrund der
unvorhergesehenen Probleme bei der kontrollierten Translokation durch Graphen-Membranen
sollten deswegen auch Carbon-Nanomembranen als Alternative fiir eine moglichst diinne
Nanoporen-Membran verwendet werden.

500 nm Siz;N,-Membran
mit 3-10 pm Loch

o

| Abbildung 78: Freistehendes Carbon-Nanosheet (CNS) auf einem Mikrometer-Loch im SizN,-Substrat. |

Hierfiir wurden die von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Armin Goélzhduser hergestellten
Membranen, analog zu den Pridparationen mit Graphen, auf ein (mehrere Mikrometer grof3es)
Loch in einer 500 nm dicken Siliziumnitrid-Membran transferiert. Abbildung 78 zeigt diesen
Aufbau schematisch, wihrend im Durchlicht-Mikroskop das Membranfenster mit Loch sehr
gut zu erkennen ist. Der Teil der Carbon-Nanomembran, der sich freistehend {iber dem Loch
befindet, ist dagegen im Unterschied zu Graphen nahezu unsichtbar. Erst weiter rechts im
Bild, in einem Bereich in dem es zu einer Faltenbildung dieser Carbon-Nanomembranen
(auch CNS: ,,Carbon-Nanosheets*) kam, kann man diese anhand eines schwachen Kontrasts
erahnen.

Begonnen wurden die Versuche mit Membranen die aus Stickstoff-markierten Bi-phenyl-
Thiolen (NBPT) hergestellt wurden (vgl. Abbildung 33). Hier zeigten erste
Widerstandsmessungen nach dem erfolgreichen Transfer — welche die notwendige Dichtigkeit
fiir Translokationsversuche sicherstellen sollten — dass diese Membranen leider einen sehr
geringen elektrischen Widerstand aufweisen. Wie in Abbildung 79 gezeigt ist, wird der
Ionenstrom (im Vergleich zu einem Mikrometerloch ganz ohne abdeckende Membran) nur
rund um den Faktor 2 reduziert. Dies ist so weit von einer benétigten Versiegelung im Giga-
Ohm-Bereich entfernt, dass diese Membranen fiir Translokations-Experimente iiberhaupt
nicht verwendet werden konnen. Zwar bieten Carbon-Nanosheets den Vorteil, dass sie frei
aufeinander gestapelt werden konnen, doch auch mehrere Sheets iibereinander erzeugten
keine signifikante Zunahme des elektrischen Widerstands. Als Grund fiir diese gute
Leitfahigkeit senkrecht zur Schichtebene kdnnen hierbei vermutlich Defekte, Locher und eine
unzureichende Quervernetzung der aromatischen Biomolekiile angenommen werden.
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Abbildung 79: Strom-Spannungs-Kennlinie des freien und mit einem NBPT-Carbon-Nanosheet
abgedeckten Mikrometer-Lochs (links). Die Streuung der Punkte ergibt sich aus einem starken zeitlichen
Driften des Ionenstroms (rechts) auch ohne Spannungsénderungen.

Auch ein weiterer Effekt ist bei den Strommessungen beobachtet worden und in der
Abbildung zu erkennen: Wird die Spannung erhoht und wieder verringert, so liegen die
aufeinanderfolgenden Messpunkte flir ein und dieselbe Spannung nicht mehr {ibereinander.
Der Ionenstrom driftet mit der Zeit (wie in der Abbildung rechts dargestellt), auch ohne
Spannungsénderung, dem Nullpunkt entgegen. Vermutlich findet also — ausgeldst durch die
angelegte Spannung — ein unerwiinschter, sukzessiver Einbau von weiteren Ladungen in die
Carbon-Nanomembran statt, was den lonenstrom verdndert und ein weiteres Argument fiir
eine sehr I6chrige Membran darstellt.

(“.

Abbildung 80: Etwa 1 nm diinnes NBPT-Carbon-Nanosheet (links) und ,,missgliicktes* etwa 3 nm dickes
BPT-Carbon-Nanosheet (rechts), welches im Auflichtmikroskop viel deutlicher zu erkennen ist.
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Andere verwendete Priakursor-Molekiile bei der Carbon-Nanosheet-Herstellung, wie z.B. BPT
anstatt NBPT (vgl. Abbildung 25) zeigten in den Messungen des elektrischen Widerstands ein
dhnliches Verhalten. Erst durch einen gliicklichen ,,Unfall* bei der Préparation wurde eine
Charge von Membranen hergestellt, die sich fiir die hier vorliegenden Anforderungen viel
besser eignen. Bereits im Auflichtmikroskop zeigte sich, wie in Abbildung 80 dargestellt,
dass diese Membranen etwas dicker ausgefallen waren als alle davor hergestellten. Genauere
Messungen in der Arbeitsgruppe von Prof. Golzhéduser bestitigten schlieBlich eine Dicke von
etwa 3 nm. Vermutlich sind hier bereits vor der Quervernetzung durch Elektronenbeschuss
bereits mehrere aromatische Molekiil-Lagen iibereinander gestapelt gewesen, die im néchsten
Arbeitsschritt dann auch senkrecht zur Ebene miteinander vernetzt wurden und eine viel
dichtere Membran erzeugten.
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Abbildung 81: Strom-Spannungs-Kennlinie des geschlossenen Carbon-Nanosheets (links)
sowie nach dem Bohren einer 60 nm gro3en Nanopore (rechts), jeweils bei 20 mM KCI.

Die Abbildung 81 (links) zeigt eine Strom-Spannungs-Kennlinie einer solchen dickeren
Carbon-Nanomembran, die sich sehr linear verhilt und bei einer Salzkonzentration von
20 mM KCI einen typischen Widerstand von etwa 4 GQ besitzt. Die Membran versiegelt das
darunter liegende Loch also ausreichend dicht und eignet sich deswegen ideal fiir DNA-
Translokations-Experimente. In die Membran wurde darauthin mit Hilfe des Helium-Ionen-
Mikroskops eine etwa 60 nm grole Pore gebohrt und der elektrische Widerstand erneut
gemessen (rechts). Ahnlich wie bei den durchlissigeren NBPT-Membranen verlduft die
Kennlinie auch hier mit leichten Abweichungen von der Linearitit bei hoheren Spannungen.
Der Einbau von weiteren Oberflaichenladungen oder die mechanische Verformungen durch
das starke elektrische Feld konnen also auch hier nicht génzlich ausgeschlossen werden.

Da die Carbon-Nanomembranen sehr lichtdurchldssig sind, sollten sie nicht durch den Laser
der Optischen Pinzette beschddigt werden, so dass nun die Messungen der kontrollierten
DNA-Translokation erfolgen konnten. Ein solcher erfolgreicher Versuch ist in Abbildung 82
gezeigt. Zwei DNA-Strange unterschiedlicher Lange wurden durch das Anlegen von 50 mV
in die Carbon-Nanosheet-Nanopore eingefadelt und langsam wieder herausgezogen, wihrend
die dabei wirkende Kraft auf das Mikrokiigelchen aufgezeichnet wurde.
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| Abbildung 82: Kontrollierte Translokation zweier DNA-Stringe durch eine Carbon-Nanosheet-Pore. |

Der Ionenstrom durch die Pore ist hier aufgrund seines groen Rauschens nicht mit
aufgetragen, doch dhnlich zu den vorigen Messungen driftete er im Verlauf der Messung zum
Teil stark in Richtung des Nullpunkts. Auch hier kam es deswegen vermutlich zu
Aufladungen der Membran, die auch ein Grund dafiir sein konnten, warum das Kraftsignal
des lingeren DNA-Strangs wihrend des langsamen Ausfddelns nicht konstant bleibt und das
Signal der kiirzeren DNA stark verrauscht erscheint. Die auf eine DNA wirkende Kraft von 7
bis 8 pN ist dennoch vergleichbar mit den typischen Kraftwerten bei Siliziumnitrid-
Nanoporen in dickeren Membranen.

Dieser Erfolg zeigt nicht nur, dass die kontrollierte Translokation an diesen Carbon-
Nanosheets moglich ist, sondern gibt zugleich auch neue Hoffnung fiir die Experimente mit
Graphen, da die FEigenschaften der beiden Materialien vergleichbar sind. Zwar ist die
Membran mit 3 nm nicht mehr so diinn wie zuvor gewiinscht, doch die zukiinftige Aufklarung
des Herstellungsprozesses dieser dichten Carbon-Nanosheets und weitere Experimente mit
Graphen fithren mit Sicherheit zu noch diinneren erreichbaren Membranen, die in
Kombination mit der Optischen Pinzette vielleicht einmal fiir Sensoren und zur DNA-
Sequenzierung benutzt werden kdnnten.
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4.1.6. Lipidbeschichtete Nanoporen

Neben der Verkleinerung der Poren und dem Verwenden diinnerer Membranen ist auch eine
Oberflachenfunktionalisierung von entscheidender Bedeutung fiir die Verbesserung und
gezielte Beeinflussung von Nanoporen-Translokationen. Allzu hdufig kommt es bei den
bisherigen Experimenten zu negativen Einfliissen aufgrund von unerwiinschten
Oberfldchenladungen, Verschmutzungen oder dem Kleben der DNA an den Substraten. All
dies konnte durch eine bessere Kontrolle iiber die Oberflicheneigenschaften verhindert oder
sogar gezielt genutzt werden.

Ein Schritt in diese Richtung wurde, im Rahmen dieser Arbeit, durch die Beschichtung von
Festkorper-Nanoporen mit einer Lipid-Doppelschicht gegangen. Die Kopfgruppen der
einzelnen Lipid-Molekiile lassen sich prinzipiell mit vielen gewiinschten Stoffen,
funktionellen Gruppen und Eigenschaften maBigeschneidert ergidnzen, so dass dieser Ansatz
ein solides Grundgeriist fiir die Weiterentwicklung von zukiinftigen Experimenten darstellt.

20 nm Si;N,-Membran
mit Nanopore

Abbildung 83: Prinzip der Beschichtung einer hydrophilen Nanopore mit einer
Lipid-Doppelschicht durch die Verwendung kleiner unilamellarer Vesikel.

Zur Beschichtung wurden, wie in Abbildung 83 schematisch gezeigt, kleine unilamellare
Vesikel (SUV) auf die Nanoporenmembran gegeben, welche zuvor durch die Behandlung mit
Piranha-Saure stark hydrophil gemacht wurde. Aufgrund der kleinen Durchmesser der
Vesikel (von weniger als 50 nm), und der daraus resultierenden starken
Oberfldchenspannung, platzen diese an der Siliziumnitrid-Membran auf und die hydrophilen
Kopfgruppen lagern sich an die stark hydrophile Membran an. Die hydrophoben Gruppen der
Lipidmolekiile dagegen werden nun durch die Anlagerung einer weiteren, umgekehrt
orientierten Lipidschicht gegen die wissrige Pufferlosung abgeschirmt, so dass sich insgesamt
eine Lipid-Doppelschicht ausbildet, welche die Nanoporenmembran iiberzieht.

Die Kontrolle, ob nicht nur die Membranoberfliche sondern auch die Innenseite der
Nanopore selbst beschichtet wurde, kann hierbei aufgrund der geringen Gréf3e der Pore nur
indirekt geschehen. Hierfliir wurden die Lipide fluoreszent markiert und die Membran im
Fluoreszenzmikroskop beobachtet. Bei einer erfolgreichen Beschichtung kriecht die
Grenzflache des Lipidfilms durch die Pore und bildet auch auf der Gegenseite der Membran
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eine rdumlich begrenzte Lipid-Doppelschicht aus. Dieses Verhalten ist in Abbildung 84
gezeigt. Im Bereich, in welchem die Membran nun von beiden Seiten beschichtet ist, liegen in
der Draufsicht also zwei Lipid-Doppelschichten iibereinander, weshalb er unter dem
Mikroskop als hellerer Fleck auf der ansonsten gleichméBig fluoreszierenden Membran zu
erkennen ist. Je nach Lipidmenge und Einwirkdauer kann dieser zweite Fleck
unterschiedliche Grofen aufweisen (jedoch nie groBer als das Membranfenster selbst) und ein
Ausbleiben desselbigen ist stets ein Zeichen fiir eine unzureichende Beschichtung oder gar ein
Verstopfen der Pore.

Abbildung 84: Kontrolle der erfolgreichen Poren-Beschichtung iiber die Fluoreszenz des
zweiten Lipidflecks auf der abgewandten Membranseite.

Eine zweite indirekte Kontrollmdglichkeit ist die Uberpriifung des elektrischen Widerstands.
Wiéhrend einer erfolgreichen Beschichtung mit einer Lipid-Doppelschicht nimmt der
Durchmesser der Nanopore um die Dicke zweier Lipidfilme, und damit rund 7,0 bis 9,6 nm
ab [73]. Auch der Ionenstrom durch die Pore sollte damit abnehmen.

Pore Durchmesser[nm] | Iy, [NA] | Lnach [NA] Verkleinerung [nm]
TEM Pore 1 | 95 160 130 (90 nach 12h) | 8
Chip 1 29 33 26 1
Chip 3 33 40 5 22
Chip 3 30 35 27 1
Chip 8 25 27 11 8
Chip 9 30 35 27 1
Chip 9 34 41 26 6
Chip 11 30 34 17 8
Chip 11 27 30 8 13
Chip 12 12 8 6 1
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Die obenstehende Tabelle zeigt den lonenstrom einiger Nanoporen (bei 100 mV und 2 M
KCl) sowohl vor als auch nach einer Beschichtung mit Lipiden. Der Durchmesser der Pore
und die effektive Verkleinerung desselbigen durch die Lipidbeschichtung sind hierbei mit
Formel 15 aus Kapitel 4.1.1. aus den gemessenen lonenstromen berechnet worden. Ebenfalls
wurde hier bereits beachtet, dass wihrend einer Beschichtung nicht nur der Durchmesser
abnimmt, sondern die Membrandicke auch im gleichen Mafle zunimmt.

Es zeigt sich, dass in einigen Fillen die effektive Abnahme des Porendurchmessers sehr nah
an den erwarteten 9,6 nm liegt, in anderen Fillen jedoch deutlich groBer oder kleiner ausfillt.
Da nur der Ionenstrom durch die Pore als Messgroe zur Verfiigung steht, sind mehrere
Ursachen dafiir denkbar, wie z.B. inhomogene Beschichtungen, Verschmutzungen,
Oberflichenaufladungen, asymmetrische Porengeometrien, Messfehler usw. Diese
Abschédtzung {iber den elektrischen Widerstand ist dennoch ein erster guter Anhaltspunkt fiir
eine erfolgreiche Beschichtung und lisst zudem erkennen, dass die Beschichtung dynamisch
und fiir jede Pore verschieden erfolgt, der Lipidfilm also nicht starr auf der Membran aufliegt
sondern stets fluide verbleibt.

Abbildung 85: Die gesamte Lipidbeschichtung ldsst sich mittels hoher Spannungen durch die
Pore ziehen bzw. zuriickdriicken, woraufhin der sichtbare Lipid-Fleck wichst bzw. schrumpft.
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Bestitigt wird diese Annahme auBerdem durch die mikroskopische Beobachtung bei hohen
angelegten Spannungen (Abbildung 85): Hier ist — je nach Polaritdt der Spannung — ein
Wachsen oder Schrumpfen des Lipidflecks zu beobachten. Die Spannung zieht (oder driickt)
also die gesamte Lipid-Doppelschicht entlang der Membran-Oberfliche durch die Pore,
wobei der Lipidfilm sich dabei so verhilt, als wire er elektrisch positiv geladen. Da die
verwendeten Lipide zwar zwitterionisch, doch netto elektrisch neutral sind, erfolgt diese
Bewegung deswegen vermutlich aufgrund des elektroosmotischen Flusses durch die Pore,
welcher an der Lipidschicht reibt und diese mitzieht. Da dieser Effekt jedoch erst bei sehr
hohen Spannungen (von mehreren Volt) auftritt, sollte er fiir die normale DNA-Translokation
keine Rolle spielen und die Lipidschicht kann in diesen Féllen als stabil angesehen werden.

1 258nm  °°

500 nm
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Abbildung 86: AFM-Scan einer Lipid-Doppelschicht auf Mica mit nicht aufgeplatzten Vesikeln (links)
sowie Oberflachenprofil eines Bereichs mit (rechts oben) und ohne (unten rechts) Lipidbeschichtung.

Um sicher zu gehen, dass die kleinen Vesikel auf der Oberfliche tatsdchlich aufplatzen und
eine Lipid-Doppelschicht formen, anstatt sich nur (evtl. mobil) anzulagern, wurde zusitzlich
noch eine Kontrolle mit dem Rasterkraft-Mikroskop vorgenommen. Hierfiir wurden die SUV
auf eine Mica-Oberfliche gegeben, fiir 15 Minuten einwirken gelassen und dann mit
destilliertem Wasser abgespiilt. Ein Scan zeigte hierbei, wie in Abbildung 86 dargestellt,
kleine ,,Doughnut“-férmige Gebilde auf der gesamten Oberflache. Diese etwa 50 nm groB3en
Vesikel waren demnach zu grofl um aufzuplatzen und legten sich flach auf die Oberfliche,
wobei ihr Mittelteil ,,durchhingt™ und so zu diesem sichtbaren Ringprofil fiihrt. Eine Analyse
des Oberflachenrauschens im Bereich der Vesikel (oben rechts) bzw. in einem Mica-Bereich
ohne Vesikel-Behandlung (unten rechts) zeigt jedoch ein etwa doppelt so hohes Rauschen fiir
Bereiche in denen Vesikel einwirken konnten. Dies deutet stark darauf hin, dass auf der
Oberfldche tatsdchlich eine geschlossene Lipid-Doppelschicht vorliegt, die sich aus dem
Platzen von Vesikeln kleinerer Grofle gebildet hat und nun mit dem AFM nicht mehr
strukturell aufgelost werden kann.
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Mit diesen Ergebnissen kann eine erfolgreich beschichtete Nanopore zur kontrollierten DNA-
Translokation verwendet werden. Abbildung 87 zeigt die Strom-Spannungs-Kennlinie einer
ca. 41 nm groflen Pore. Aufgrund der Préparation mit SUVs (vgl. Kapitel 3.1.5.) muss die
Salzkonzentration der Pufferlosung im Verlauf des Experiments mehrmals gewechselt
werden. Hier hingt der lonenstrom (&hnlich wie bei allen anderen Experimenten dieser
Arbeit) bei niedrigen Ladungstriger-Konzentrationen nicht linear von der Salzkonzentration
ab. So ist der Strom bei einer Konzentration von 2M KCI z.B. nicht 100 mal so hoch wie bei
20 mM KCl, sondern nur etwa 60 mal. Bei hohen Konzentrationen dagegen ist das lineare
Verhalten meistens wieder hergestellt, und beim Wechsel von 1M KCl zu 2M KCI zeigt sich
in fast allen Experimenten ein doppelt so hoher Ionenstrom. Dies bestitigt die Vermutung,
dass bei niedrigen Salzkonzentrationen die Oberflachenladungen der Pore einen deutlichen
Einfluss auf die Leitfdhigkeit haben konnen.
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Abbildung 87:

Strom-Spannungs-Kennlinie

der

41 nm groflen

Nanopore

bei verschiedenen

Salzkonzentrationen (links) sowie nach der erfolgreichen Beschichtung mit einer Lipid-Doppelschicht (rechts).

Wihrend der Beschichtung mit einer Lipid-Doppelschicht in einer 2M KCI-Pufferlosung
nahm der Ionenstrom um 40%, von 50 nA (blau) auf 30 nA (griin) ab, was einer effektiven
Reduzierung des Nanoporendurchmessers um etwa 10 nm entspricht und damit sehr gut zu
den vorausgesagten 9,6 nm einer kompletten Beschichtung passt. Nach dem Wechsel auf
Nanoporen-Puffer (20 mM KCl) zeigte sich eine lineare Strom-Spannungs-Kennlinie (rechts),
die erst bei stark negativen Spannungen leichte Abweichungen aufwies. Der Grund hierfiir ist
vermutlich die Fluiditit des Lipidfilms und ein Hinweis darauf, dass hohe Spannungen im
Experiment vermieden werden sollten um die noch immer dynamische Beschichtung der Pore
nicht zu gefahrden.

Das Ergebnis der erfolgreichen kontrollierten Translokation mit der Optischen Pinzette ist in
Abbildung 88 gezeigt. Ein einzelner DNA-Strang (mit berechneter Konturldnge von 15,1 pm)
wurde hierfiir bei 50 mV komplett aus der vollstindig lipidisierten Nanopore ausgefadelt,
wobei sich eine Kraft von 16 pN ergab. Diese Kraft liegt sehr deutlich liber den Werten, die
sich an vergleichbaren Poren ohne Lipidbeschichtung ergeben (vgl. Kapitel 4.1.8.). Es kann
also geschlussfolgert werden, dass der elektrisch neutrale Lipidfilm einen groen Teil der
Oberfldchenladungen des negativ geladenen Siliziumnitrids abschirmt, und damit zu einem
geringeren elektroosmotischen Fluss und einer geringeren Reduzierung der elektrostatischen
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Kraft fiihrt, so dass sich hohere messbare Krifte ergeben. Durch eine gezielte Wahl der
Lipide, deren Ladung und anderer Eigenschaften, konnte so in Zukunft einmal der
elektroosmotische Fluss bewusst kontrolliert und je nach Anwendungsgebiet reduziert oder
verstarkt werden. So ist mit den Lipiden nicht nur ein Einfluss auf die gemessene Kraft bei
der kontrollierten Translokation (und auf die Translokationszeit bei der freien Translokation)

denkbar, sondern auch eine dariiber hinaus

Oberfldcheneigenschaften der Porenwand.

gehende Kontrolle der chemischen
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Abbildung 88: Kontrollierte DNA-Translokation, bei 50 mV und 20 mM KCl,
durch eine Nanopore, die zuvor mit einer Lipid-Doppelschicht beschichtet wurde.

20 nm Si;N,-Membran
mit Nanopore

Eine weitere Moglichkeit der
Porenbeschichtung mit einer Lipid-
Doppelschicht ergab sich zufillig aus
anderen Versuchen, in denen die
Nanopore von einer freistehenden
Lipidschicht abgedeckt werden sollte.
Hierfir wurden, wie im Schema in
Abbildung 89 gezeigt ist, riesige Vesikel
(GUV) statt der kleinen Vesikel (SUV)
in die Probenkammer gegeben, die dort
zu Boden sinken und iiber der gesamten
Siliziumnitrid-Membran (inklusive

Abbildung 89: Absinken eines Riesenvesikels (GUV). | Nanopore) aufplatzen sollten.
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Die Ionenstrommessung an einer 54 nm groflen Pore (bei 100 mV und 20 mM KCl) wéhrend
so eines Versuchs zeigt Abbildung 90. Das Hinzugeben der Riesenvesikel ist als deutliches
Rauschen im Stromsignal zu erkennen, auf welches ein abrupter Abfall des Stroms auf nahezu
Null folgt. Hier ist ein Vesikel groBflichig aufgeplatzt und versiegelt die Nanopore
vollstindig mit einer Lipid-Doppelschicht. Das dabei aufgenommene Fluoreszenzbild zeigt
das geplatzte Vesikel als groBen Fleck, wihrend in der rechten unteren Ecke noch ein zweites
Vesikel zu erkennen ist, welches langsam auf die Membran-Oberfléche absinkt.
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Abbildung 90: Ionenstrom wihrend des Absinkens und Aufplatzens eines
Riesenvesikels, was die Nanopore mit einer Lipid-Doppelschicht versiegelt.

Wihrend des Wechsels auf eine Pufferlosung mit einer Konzentration von 1M KCIl nahm der
Strom nun jedoch wieder sprunghaft zu und gleichzeitig zeigte sich im Fluoreszenz-Bild ein
zweiter heller Lipidfleck in der Mitte des Membranfensters (Abbildung 91). Die freistehende
Lipid-Doppelschicht war also aufgerissen und durch die Nanopore gezogen worden, so dass
sich dadurch dieselbe Ausgangssituation ergab, wie bei den Versuchen mit den kleinen
Vesikeln: Eine komplett lipid-beschichtete Nanopore. Sie konnte deswegen ebenfalls fiir
kontrollierte DNA-Translokations-Experimente mit der Optischen Pinzette verwendet
werden.
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Abbildung 91: Tonenstrom wihrend des Aufreilens der freistehenden Lipid-Doppelschicht, welche
dadurch durch die Nanopore gezogen wird und den zweiten sichtbaren Lipidfleck erzeugt.

Das Ergebnis zweier kontrollierter Translokationen von DNA-Stringen unterschiedlicher
Liange (bei 50 bzw. 70 mV und 20 mM KCl) zeigt die folgende Abbildung 92.
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Abbildung 92: Zwei kontrollierte DNA-Translokationen an der lipidbeschichteten Nanopore, die durch
das Aufplatzen eines Riesenvesikels beschichtet wurde.
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Auch hier ergeben sich, analog zur vorigen Messung, viel hohere Krifte auf die DNA, als dies
fiir vergleichbar grofle aber unbeschichtete Poren zu erwarten ist. Die Beschichtung
unterdriickt einen Teil der Oberflichenladung und dies fiihrt zu einem geringeren
elektroosmotischen Fluss und einer hoheren messbaren Kraft. Aufféllig ist hier auflerdem,
dass der Ionenstrom durch die Pore wihrend des kompletten Ausfidelns des DNA-Stranges
zum Teil nur kleine (links) aber auch sehr grof3e (rechts) Spriinge vollfiihrt. Dies unterstreicht
vermutlich noch einmal den fluiden, dynamischen Charakter der Lipidbeschichtung. Wenn
diese nicht die gesamte Porenwand bedeckt, so konnen teilweise die darunterliegenden
Oberflachenladungen an Einfluss gewinnen. Dariiber hinaus ist der DNA-Strang vielleicht
nicht mittig durch die Pore gezogen worden, sondern konnte mit dem Lipidfilm und der
darunter liegenden Porenwand interagieren, so dass jedes Einzel-Experiment zu leicht
unterschiedlichen Stromsignalen fiithren kann. Da das zweite Experiment bei 70 mV
durchgefiihrt wurde, ist hier die Kraft mit 0,2 pN/mV auch geringer als die 0,26 pN/mV bei
den angelegten 50 mV des ersten Experiments. Dies spricht ebenfalls flir eine unvollstindige
Lipidbeschichtung im zweiten Fall, welche einen hoheren elektroosmotischen Fluss erzeugte.
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Abbildung 93: Verschiedene Kraftkurven bei
gleichen Bedingungen (50 mV, 20 mM KCI)
jedoch unterschiedlichen Porengréf3en

Abhingigkeit der Kraft von der Porengrofie

Im Verlauf dieser Arbeit wurden, bei den
Experimenten der kontrollierten Translokation
von DNA mit der Optischen Pinzette, viele
Messkurven aufgenommen, die sich in ihrer
Form stark voneinander unterscheiden
(Abbildung 93). Die unterschiedlichen
gemessenen  z-Abstinde der  einzelnen
Experimente  sind  hierbei  auf  die
unterschiedlichen Konturldngen der
individuellen DNA-Molekiile zuriickzufiihren,
wihrend der Unterschied im Kraftrauschen
hauptséchlich von der gemessenen Kraft, der
gewdhlten Laserleistung sowie (bei der
Videoauswertung) vom Grad der Beleuchtung
des Mikrokiigelchens abhdngt. Da alle hier
gezeigten Experimente jedoch bei identischen

Bedingungen (50 mV, 20 mM KCI) durchgefiihrt wurden, und auch stets die gleichen
Membranen und Priparationsschritte Anwendung fanden, miissen die Unterschiede in der
Hoéhe der gemessenen Kréfte hauptsidchlich vom Durchmesser der Nanoporen abhidngen.

In Abbildung 94 sind diese unterschiedlichen Kraftwerte auf einen DNA-Strang in einer
Nanopore fiir verschiedene Experimente dieser Arbeit zusammengefasst.
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Abbildung 94: Abhingigkeit der gemessenen Translokations-Krifte
vom Nanoporen-Durchmesser bei 50 mV und 20 mM KCIl.
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Die Durchmesser der Nanoporen (NP) wurde hierfiir explizit jeweils per TEM-Messung (nach
dem eigentlichen Translokations-Experiment) bestimmt und zudem per Widerstandsmessung
mit Formel 15 aus Kapitel 4.1.1. verifiziert.

Es zeigt sich eine eindeutige, charakteristische Abhédngigkeit, bei welcher die gemessenen
Krifte flir kleinere Poren immer groBBer werden. Die theoretisch vorhergesagte
elektrostatische Kraft, von maximal 47 pN bei 50 mV und damit rund 1 pN/mV (vgl. Kapitel
2.7.) wird jedoch in keinem Fall erreicht, so dass der elektroosmotische Fluss bei allen
Porengroflen einen erheblichen Einfluss ausiiben muss. Die negativen Oberflichenladungen
der DNA und der Porenwand ziehen hierbei positive Gegenionen in der Pufferlésung an, die
als Folge ebenfalls vom elektrischen Feld, jedoch entgegengesetzt zum DNA-Strang,
beschleunigt werden. Als Konsequenz bildet sich ein Fluss der gesamten Pufferldsung,
welcher hydrodynamisch an der DNA reibt und so die elektrostatische Kraft zu einer effektiv
kleineren, gemessenen Kraft auf die DNA reduziert. Bei grofen Nanoporen ist dieser
elektroosmotische Fluss sehr stark und die Reduzierung der elektrischen Kraft betridgt z.B. bei
einer typischen gemessenen Kraft von 7,5 pN bis zu 85%. Bei sehr kleinen Poren, bei denen
sich die Wolken der Gegen-lonen von DNA und Porenwand immer weiter liberlappen, ist der
elektroosmotische Fluss dagegen viel schwicher ausgeprigt und die Reduzierung der
elektrischen Kraft betrdgt hier nur noch um die 45%.

Aus der Abbildung ist ersichtlich, dass die gemessene Kraft unabhingig von der der Linge
der Nanopore ist, da sich die Experimente an verschiedenen Membrandicken gut in das
Gesamtbild einreihen. Dies entspricht den theoretischen Erwartungen, da weder die
elektrostatische Kraft (Kapitel 2.7.) noch der elektroosmotische Fluss [136] von der
Porenlidnge abhédngen sollten. Eine Abhdngigkeit von der Oberflichenladung der Porenwand
(und damit nicht zuletzt auch von der Art des konkreten Herstellungsprozesses der Nanopore
sowie deren Material) ist dagegen stets vorhanden, was die Abweichung der absoluten
Kraftwerte im Vergleich zu den Ergebnissen anderer Forschungsgruppen [48] erklédren
konnte, die sich vor allem im Bereich sehr kleiner Poren bemerkbar machen. Zwar konnte
bisher in den Experimente kein Einfluss der Salzkonzentration auf die gemessene Kraft
festgestellt werden, doch gerade im Bereich sehr kleiner Poren, bei denen der genaue
Abschirmradius von besonderer Bedeutung fiir den elektroosmotischen Fluss ist, konnte die
Ladungstriagerkonzentration durchaus eine Rolle spielen. Leider ist man experimentell oft auf
einen schmalen Bereich moglicher Konzentrationen und pH-Werte eingeschrinkt, da es sonst
zu Klebe-Effekten der DNA oder zu einem Aufschwimmen der Kiigelchen (aufgrund des
hohen Auftriebs bei sehr hohen Konzentrationen) kommt. Dennoch konnten hier weitere
Experimente in Zukunft mehr Klarheit bringen.

Die Messung der DNA-Translokation an einem Carbon-Nanosheet zeigt keine grofie
Abweichung zu vergleichbar grolen Poren aus Siliziumnitrid. Findet dagegen eine
Lipidbeschichtung statt, so ist die dabei gemessene Kraft in etwa doppelt so hoch, als man es
allein aus der Reduzierung des Porendurchmessers heraus erwarten wiirde. Die elektrisch
neutrale Lipidbeschichtung schirmt also einen sehr deutlichen Teil der Oberflichenladung des
Substrats ab, was zu einem geringeren elektroosmotischen Fluss fiihrt. Um all diese
Ergebnisse in Zukunft auch quantitativ auswerten zu konnen, wird zurzeit in Zusammenarbeit
mit Prof. Dr. Peter Reimann eine theoretische Beschreibung entwickelt, die bald mehr
Klarheit iiber das exakte Verhalten des elektroosmotischen Flusses bringen konnte.
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4.2. Zweikernige Metallkomplexe

Dieser zweite experimentelle Themenkomplex der vorliegenden Arbeit beschiftigt sich mit
der Ergriindung der biophysikalischen Eigenschaften von zweikernigen Metallkomplexen
(DNMC). Diese wurden von Dr. Thomas Jany maBigeschneidert synthetisiert und sollen nun
auf ihre Interaktion mit DNA-Molekiilen hin erstmalig untersucht werden. Hierflir wurden
verschiedene biophysikalische Messmethoden verwendet, die zum Teil auch bereits bei den
Nanoporen-Experimenten ihre Anwendung fanden.

4.2.1. DNA-Streckversuche mit Optischer Pinzette

Eine gute Moglichkeit DNA bindende
Liganden nachweisen, sowie ihre Bindungsart
einschétzen zZu konnen, bieten
Streckexperimente mit der Optischen Pinzette.
Hierfiir wird, wie in Abbildung 95 schematisch
gezeigt, ein DNA-Strang zwischen zwei
Kiigelchen immobilisiert, die dann kontrolliert
voneinander entfernt werden konnen. Dies fiihrt zu einer charakteristischen, stets
reproduzierbaren Streckkurve (vgl. Abbildung 11 und Kapitel 2.3.1.), die sich nach dem
Anbinden von Liganden ebenfalls charakteristisch verandern miisste.

‘ Abbildung 95: Schema der Streckexperimente.

Zunéchst wurde bei einem e A A A
St.reckexperiment ohne .zuséitzliche - Hoot. Waseor - 80
Liganden festgestellt, dass die Form der

charakteristischen Kurve auch von der | L 60

Salzkonzentration der Pufferlésung
abhédngt, was in Abbildung 96 gezeigt
ist. Wihrend der PBS-Puffer zu dem
bekannten charakteristischen Verlauf
fiihrt, ist der Ubergang in destilliertem |
Wasser weitaus ungeordneter und die
Hysterese zwischen Strecken und Lo
Relaxieren um ein Vielfaches hoher.
Der Grund hierfiir ist vermutlich die 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24
negative Ladung des DNA-Riickgrats. Lange [um]

Bei niedrigerer Abschirmung der
selbigen, aufgrund der geringeren
Salzkonzentration, ist die
SelbstabstoBung des Riickgrats groBer und die Rekombination der Basen wihrend des
Relaxierens wird erschwert. Wihrend der nachfolgenden Experimente musste also stets auf
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Abbildung 96: Unterschied der Streckkurven in
physiologischem PBS-Puffer und in destilliertem Wasser.
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eine physiologische Umgebung fiir die DNA geachtet werden, was z.B. bei der Konzentration
des PBS-Puffers (ca. 150 mM NacCl) in ausreichendem Male sichergestellt ist.

S B 3 Fir das anschlieBende Experiment mit den
50 1 Metallkomplexen wurde ebenfalls eine DNA
zwischen den zwei Kiigelchen immobilisiert und
mit einer Vorspannung von wenigen pN nur leicht
gedehnt. Darauthin wurden die in PBS-Puffer
gelosten Metallkomplexe (6 um Kupfer-DNMC) in
die Fliissigkeitszelle geleitet und wéhrenddessen
das Kraftsignal aufgezeichnet (Abbildung 97). Die
ersten beiden Spriinge (auf etwa 10 und 35 pN) der
0 50 100 150 200 Kraft stammen hierbei jeweils vom Offnen des Zu-

Zatpenc] und Ablaufs der Fliissigkeitszelle, da die dadurch
Abbildung 97: Ansteigendes Kraftsignal entstechende Stromung am Kiigelchen in der
wihrend des Einleitens der Metallkomplexe. | Optischen Falle reibt. Die dann folgenden, teilweise
stufenformigen Kraftanstiege auf bis zu 55 pN sind
jedoch allein der Wirkung der eingeleiteten Metallkomplexe zuzuschreiben. Hier erhohte sich
offenbar die Spannung der DNA, so dass diese stirker an den beiden Mikrokiigelchen ziehen
konnte, was durch eine Verkiirzung ihrer Konturldnge erklart werden kann.

40 4
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Nach dem Herausspiilen der ungebundenen ' L A L
Liganden mit reiner Pufferlosung und dem | —EﬁZE%ApM ONMG
Abstellen der Fliissigkeitsstromung wurde [

nun ein voller Streckzyklus aufgenommen. [
Wie in Abbildung 98 gezeigt, traten dabei,
im Vergleich zur zuvor aufgenommenen
Streckkurve ohne Liganden (schwarz), |
bereits vor dem Erreichen der Konturlinge
mehrere Kraftanstiege auf, so als hétte sich
die DNA auf diese Liange verkiirzt. Nach
dem Erreichen einer gewissen Kraft, von | dxsdgiape
typischerweise 10 bis 40 pN, folgte auf —— —— °— o T T T T T
jeden Kraftanstieg jedoch ein abrupter Lange [pm]

Abfall auf ein niedrigeres Niveau, was mit
einer schlagartigen Verlingerung der DNA | Abbildung 98: DNA-Streckkurve ohne und mit
zu erkliren ist. Wihrend des anschlieBenden [ hinzugegebenen Metallkomplexen.

Relaxierens traten diese Kraftpeaks dagegen

nicht auf.

Die weitere Uberpriifung der Hohe dieser Abrisskrifte erfolgte mittels einer so genannten
Force-Clamp-Messung. Hierfiir wurde die DNA mit den eingeleiteten Metallkomplexen
zunéchst relaxiert, um ihnen geniigend Zeit zur Anbindung zu geben. Dann wurde die DNA
mit einer Kraft von 15 pN gestreckt und dieser Kraftwert im weiteren Verlauf des
Experiments durch eine automatische Nachregelung konstant gehalten. In Abbildung 99
(links) ist die sich dabei verindernde DNA-Lénge als Funktion der Zeit aufgetragen. Auch
hier kommt es zu abrupten, stufenférmigen Zunahmen der DNA-Lénge, bis zum Erreichen
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threr vollstindigen Konturlingen. Allerdings muss hierfiir im Vergleich zu hdheren
Zugkriften weitaus mehr Zeit vergehen.
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Abbildung 99: Force-Clamp-Messung unter einer konstanten Kraft von 15 pN (links) und
Schema der Interpretation dieser Ergebnisse (rechts).

Eine Interpretation all dieser Ergebnisse zeigt die Abbildung 99 (rechts). Demnach binden die
zweikernigen Metallkomplexe zunédchst gesondert am Riickgrat des DNA-Strangs. Wird
dieser Strang ausreichend relaxiert, so konnen die aromatischen Ringgruppen mehrerer
Metallkomplexe wechselwirken und sich so z.B. iiber n-n-Stapelung miteinander verkniipfen.
Fiir diese Bindungsart sprechen auch die typischen Kréfte von 10 bis 40 pN, welche damit
etwa 3 bis 6 mal stirker sind als eine einzelne Wasserstoffbriickenbindung. Wird die DNA
nun erneut gestreckt, so ist diese zundchst kiirzer, was sich als frithzeitiger Kraftanstieg in den
Streckkurven zeigt. Unter der steigenden angelegten Kraft konnen die Bindungen zwischen
verschiedenen Metallkomplexen jedoch nach und nach wieder aufreiBlen, was schlieBlich zu
diesem charakteristischen Sdgezahnmuster fiihrt.

Tiefer gehende Streck-Experimente mit Metallkomplexen wurden von Susan Haji Samo im
Rahmen ihrer Masterarbeit durchgefiihrt [147] und sind an dortiger Stelle zu finden. So zeigte
sich dabei fiir alle Arten der Metallkomplexe (Kupfer, Nickel, Kobalt) ein dhnliches
Verhalten. Sie liefen sich zudem nach dem initialen Anbinden nicht mehr durch Spiilen mit
Pufferlosung von der DNA entfernen und das Verkndulen und Verkiirzen der DNA erfolgte
umso stirker, je linger die DNA zuvor im relaxierten Zustand gehalten wurde. Dariiber
hinaus wurden Kontroll-Experimente mit den drei jeweiligen Metall-Salzen durchgefiihrt (die
zur Synthese der Komplexe verwendet werden), wodurch bestétigt werden konnte, dass eine
Wechselwirkung der DNA-gebundenen Metallkomplexe nur erfolgt wenn diese neben dem
aktiven Metallzentrum auch ihr sterisches Riickgrat enthalten.
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4.2.2. Rasterkraftmikroskopie-Aufnahmen

Eine direktere Abbildung der Metallkomplexe und ihres Einflusses auf DNA konnte mit dem
Rasterkraftmikroskop erfolgen. In Zusammenarbeit mit Alexander Harder wurde hierfiir mit
Metallkomplexen versehene DNA auf einer Mica-Oberfldche abgescannt.

Ein typisches Ergebnis fiir die Kupfer-Komplexe ist in Abbildung 100 gezeigt, doch auch die
anderen beiden Arten von Metallkomplexen (Kobalt, Nickel) verhielten sich bei den
Experimenten in &dhnlicher Weise.

8,5°

[4.5 nm

FeEseT
500 nm

-3.5%
| Abbildung 100: Topographie (links) und Phasenbild (rechts) der DNA-gebundenen Nickel-Metallkomplexe. |

Das linke Bild zeigt hierbei die Topographie, also ein direktes Hohenabbild der Oberfliche.
Neben den DNA-Stringen selbst lassen sich grof3e, erhohte Bereiche erkennen, in denen die
DNA stark verkndult vorliegt. Das rechte Bild zeigt die gleichzeitig aufgezeichnete
Phasenverschiebung zwischen dem schwingenden Cantilever und dessen Anregung und kann
als MaB fiir die mechanische Hérte des gescannten Materials verstanden werden. Da hier kein
signifikanter Unterschied auf der DNA-Oberfliche festzustellen ist, kann davon ausgegangen
werden, dass die hohen Bereiche im Topographie-Bild tatsdchlich verknidulte DNA und nicht
etwa Salzreste oder die Metallkomplexe selbst sind.

Hier bestitigt sich damit die Interpretation aus den vorherigen Streck-Experimenten, nach
welcher die Metallkomplexe an der DNA binden und durch ihre Wechselwirkung zu einem
stellenweisen Verknoten, Verknéulen und begleitendem Verkiirzen der DNA-Lénge fiihren.

In zwei Einzelfillen trat bei den AFM-Aufnahmen von Kobalt-Metallkomplexen noch ein
weiterer Effekt auf, der in Abbildung 101 dargestellt ist. Die Knoten der DNA sind hier viel
kleiner als bei vorigen Untersuchungen und in bestimmten Bereichen fehlen Stiicke der DNA.
Da die Richtung des urspriinglichen Stranges jedoch noch erkennbar ist, kann dieses
Zerschneiden erst nach der Immobilisierung der DNA auf der Mica-Oberfléche stattgefunden
haben und wurde vielleicht durch die Kobalt-Komplexe ausgelost.
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[T 1.63nm

400 nm

-0,54 nm

[T 1.20nm

-0,30 nm

| Abbildung 101: Vermutete Schneidefunktion der Kobalt-Metallkomplexe. |

Zwar wurde dieses Verhalten bisher noch nicht zufriedenstellend reproduziert, doch auf dieser
Grundlage konnten bereits weitere Experimente — wie zum Beispiel mit der Magnetischen
Pinzette (vgl. Kapitel 4.2.4.) — geplant werden, um diese vermutete Schneidefunktion genauer
zu Uberpriifen. Auf Grundlage des urspriinglichen Liganden-Designs wére ein Schneiden des
DNA-Riickgrats (mittels der zweiwertigen Metallzentren) zumindest durchaus mdéglich.
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4.2.3. Nanoporen-Experimente mit Optischer Pinzette

Ahnlich wie die verschiedenartigen Proteine in Kapitel 4.1.3. sollten auch die DNA-
gebundenen zweikernigen Metallkomplexe im Rahmen einer kontrollierten Nanoporen-
Translokation vermessen werden.

Allgemein fiel hierbei zunichst auf, dass in den meisten Fillen gar keine DNA-Strdnge mehr
durch die Pore gefddelt werden konnten, sobald diese mit den Metallkomplexen in Beriihrung
gekommen waren. Hierbei machte es keinen Unterschied, ob die Zugabe der Metallkomplexe
vor dem Experiment oder wihrend der Translokation einer puren DNA erfolgte (um sicher zu
gehen, dass das entsprechende Kiigelchen iiberhaupt einen intakten DNA-Strang gebunden
hat): Sobald die DNA einmal ausgefddelt wurde um ein neues Translokations-Experiment
nach der Komplex-Zugabe zu starten, wurde sie in den meisten Féllen nicht mehr in die Pore
gezogen. Der Grund hierfiir liegt vermutlich darin, dass bei diesen Experimenten wie {iblich
nur ein Ende der DNA an einem Kiigelchen immobilisiert ist. Da die hinzugegebenen
Metallkomplexe zu einem starken Verkndulen der DNA fiihren, kann das zweite, freie Ende
stark verknotet werden und klebt fortan entweder am Kiigelchen oder in einem groB3en DNA-
Kniuel. In diesen Féllen reicht die elektrische Kraft in der Pore nicht mehr aus, den Strang
wieder zu 16sen und hindurch zu ziehen.
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| Abbildung 102: Kontrollierte DNA-Translokation mit angebundenen Nickel-Metallkomplexen. |

Einen Fall, in welchem dies dennoch gelungen ist, zeigt Abbildung 102. Bei einer Spannung
von 100 mV konnte ein DNA-Strang erfolgreich in die Pore gezogen werden und erzeugte
nun zunichst ein gleichbleibendes Kraftsignal bei etwa 11 pN. Beim weiteren Ausfddeln (rot)
wuchs die Kraft nun jedoch auf etwa den doppelten Wert an, um nach einem groferen
Abstand wieder abrupt auf den urspriinglichen Wert abzufallen. Dieses Verhalten verhilt sich
analog zu den Versuchen mit RecA (vgl. Abbildung 59), so dass auch hier in diesem
Abstandsbereich mehr negative Ladungen in der Pore gewesen sein miissen. Wurde dieser
Bereich nun in entgegengesetzter Richtung, also durch langsames Einfiadeln der DNA, erneut
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abgescannt, so erzeugte dies zwar eine qualitativ dhnliche Messkurve (schwarz), jedoch bei
anderen z-Abstdnden, so als wire der Bereich hoherer negativer Ladung nun verkiirzt.

Eine Interpretation bietet hier das rechts in der Abbildung dargestellte Schema. Demnach
deutet die starke Hysterese darauf hin, dass die gescannte Struktur keine starre Position
entlang der DNA behilt (wie bei RecA), sondern beweglich und dynamisch ist, was durch
eine von den Metallkomplexen erzeugte Schlaufe der DNA erkldart werden konnte. Diese
passiert die Pore entgegen dem elektrischen Feld (beim Ausfideln) in ldngs ausgestrecktem
Zustand, wihrend sie beim Einfddeln (in Richtung des Feldes) schneller hindurchgezogen
wird als der am Kiigelchen fixierte Strang und so ein kiirzeres, erhohtes Kraftsignal erzeugt.
Dass die Kraft hier allerdings nur doppelt so hoch ist wie bei einem Einfachstrang (und nicht
dreimal so hoch, wie fiir so eine Schlaufe erwartet), verlangt nach weiteren Annahmen.
Eventuell waren im Bereich des DNA-Knéuels so viele Metallkomplexe gebunden, dass diese
durch ihre eigene positive Ladung die negative Ladung der DNA effektiv reduzierten.
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Abbildung 103: Vermutlich kurzer DNA-Knoten (oben und links) sowie Signal des freiliegenden Metall-
Komplexes (rechts), nachdem sich der Knoten wihrend des Scannens mit hoher Spannung gel6st hat.
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Ein zweites solches Experiment ist in Abbildung 103 dargestellt. Hier zeigte sich bei 50 mV
wihrend des Ausfddelns der DNA (oben) eine sehr kurze und vergleichsweise geringe
Kraftzunahme (links vergroBert dargestellt), die mehrmals reproduziert werden konnte. Nach
dem mehrmaligen Scannen bei nun erhohten 100 mV, schlug dieses Signal jedoch ab einem
gewissen Zeitpunkt in einen Krafteinbruch um (rechts) und ein weiteres Ausfideln zeigte
zudem, dass hier die ganze Zeit zwei DNA-Striange gleichzeitig gemessen wurden, da diese
nun (im Gegensatz zum ersten Ausfddeln der oberen Abbildung) unterschiedliche Linge
aufwiesen (nicht gezeigt).

Vielleicht wurden die beiden Stridnge hier durch die Metallkomplexe zundchst miteinander
verknotet und die dadurch erzeugte (sehr kurze) DNA-Schlaufe passierte die Pore so schnell,
dass sich kein viel hoherer Kraftwert ausbilden konnte. Nach dem Auflésen des Knduels
(durch die hohen Spannungen) wire demnach der Bereich der angebundenen Metallkomplexe
direkt, ohne verknotete DNA, gescannt worden. Erst wurden so die Auswirkungen der
Metallkomplexe auf die DNA gemessen (verknoten und Erhohung der Kraft) und danach die
Eigenschaften der Metallkomplexe selbst (positive Ladung und dadurch Krafteinbruch).

Die Messung sollte zwar grundsitzlich mit Vorsicht betrachtet werden, da hier zwei DNA-
Strange gleichzeitig gemessen wurden, doch die Ergebnisse reihen sich insgesamt ebenfalls
sehr gut in das Gesamtbild ein, welches sich auch aus den AFM-Bildern und den Streck-
Experimenten ergibt. Die Annahme des Anbindens und lokalen Verkndulens der DNA durch
eine Liganden-Wechselwirkung konnte damit auch durch diese Experimente weiter bestitigt
werden.

4.2.4. Untersuchungen mit Magnetischer Pinzette

Basierend auf dem malBigeschneiderten Liganden- —
Design und den AFM-Aufnahmen wurde vermutet, -f——)- N S

dass die zweikernigen Metallkomplexe nicht nur an
die DNA binden und diese dann verknidulen koénnen,
sondern mit geringer Wahrscheinlichkeit auch ein
Zerschneiden der DNA durch die kooperative
Auftrennung der Phosphodiester-Bindungen in ihrem
Riickgrat bewirken. Die Versuche mit der Optischen
Pinzette bieten dabei wenig Moglichkeiten diese !
Schneidefunktion zu  iiberpriifen, da  eine
aufgebrochene kovalente Bindung im Riickgrat keine
messbaren Auswirkungen auf die Streckkurven oder
z.B. die Kraftsignale bei einer Nanoporen-Translokation hat. Die Magnetische Pinzette
dagegen ist hierfiir nahezu pradestiniert. Wie in Abbildung 104 gezeigt, konnen mit den
magnetischen Kiigelchen neben der iiblichen Streckung der DNA auch Torsionskrifte
ausgeiibt werden. Die DNA bildet bei diesen Drehungen — dhnlich zu einer verwundenen
Telefonschnur — superspiralisierte Abschnitte aus und verkiirzt dadurch den messbaren End-

Abbildung 104: Prinzip der DNA-
Superspiralitdt in der Magnetischen Pinzette.




4.  Ergebnisse und Auswertung 122

zu-End-Abstand. Dieser Effekt tritt jedoch nur bei vollstindig intakter, doppelstringiger DNA
auf, bei welcher auch beide Einzelstringe jeweils gesondert am Kiigelchen und an der
Oberflache immobilisiert sind. Sollte die DNA dagegen einen Schnitt oder Strangbruch in
threm Riickgrat aufweisen, so wiirde die torsionale Spannung vollstdndig abgebaut werden,
indem sich die DNA an dieser Schnittstelle um den anderen, intakten DNA-Einzelstrang dreht
und dadurch entwindet. Durch die Superspiralitét bei Torsion (respektive dem Ausbleiben der
selbigen) lédsst sich damit die Schnittfunktion von Liganden sehr direkt nachweisen.
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Abbildung 105: Typische und kraftabhéngige ,,Hut-Kurven* wihrend der DNA-Verdrehung, die
sich aus der Verkiirzung durch die Superspiralitdt ergeben.

Ein typisches Experiment an der Magnetischen Pinzette mit purer DNA (ohne Liganden) zeigt
die Abbildung 105. Die DNA wird zwischen dem magnetischen Kiigelchen und der
Oberflache der Probenkammer immobilisiert und mit einer fest vorgegebenen Zugkraft
zunéchst leicht ausgestreckt. Wird das Kiigelchen nun gedreht, so bildet sich in der DNA eine
immer hohere Torsionsspannung, welche nach einigen Drehungen durch das Ausbilden
superspiralisierter Bereiche entspannt wird. Weitere Drehungen fiihren deswegen zu einer
proportionalen Verkiirzung der DNA, bis das Kiigelchen schlieBlich irgendwann génzlich
zum Boden der Probenkammer gezogen wurde und keine weitere Verkiirzung mehr zulésst.
Die genaue Verkiirzung pro Umdrehung (also die Steigung der Kurve) ist vom Radius der
superspiralisierten Struktur, und damit vom effektiven, salzabhingigen Radius der DNA
abhingig [143]. Dieses Verhalten fiihrt schlieBlich zu einer charakteristischen Messkurve
(,,hat curve*), deren Form auch von der angelegten Streckkraft abhéngig ist. Je hoher diese
Kraft, desto groBer ist (nach dem WLC-Modell) auch die Lédnge der DNA ohne Torsion. Bei
niedrigen Kréften (kleiner 0,4 pN) ist die Verkiirzung beim anschlieBenden Verdrehen
symmetrisch, da die DNA hier superspiralisiert. Bei hoheren Kriften dagegen erfolgt noch
immer eine Superspiralisierung, wenn die DNA in positiver Drehrichtung (d.h. in der selben
Richtung wie ihre Doppelhelix) verdreht wird. Bei entgegengesetzter Drehrichtung verkiirzt
sich die DNA dagegen bei steigenden Kriaften immer weniger, da hier der Doppelstrang zu
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denaturieren beginnt [143]. Bei sehr hohen Kriften (groBer 3 pN, hier nicht gezeigt) finde
auch in beiden Drehrichtungen keine merkliche Verkiirzung mehr statt.

Dariiber hinaus muss bei diesen Experimenten stets darauf geachtet werden, dass sich nur ein
einziges DNA-Molekiil am entsprechenden Kiigelchen befindet. Sollten mehrere DNA-
Strange vorhanden sein, so verdrehen sich diese bei einer Torsion umeinander, was zu einer
viel spitzeren, in Abbildung 106 gezeigten Kurve fiihrt. Die Verkiirzung findet hier bereits ab
der ersten Kugelumdrehung statt und die Denaturierung der DNA bei hohen Kriften hat hier
keinen groBen Einfluss mehr auf die Form der Kurven. Die charakteristische Asymmetrie bei
hoheren Kréften bleibt damit aus, da sich noch immer beide (nun denaturierten) DNA Stringe
umeinander winden. Zur Uberpriifung der Schnittfunktion von Liganden sollten die
Experimente deswegen stets jeweils nur mit einem einzigen DNA-Strang pro Kiigelchen, bei
niedrigen Kréften sowie bei einer Torsion im positiven Drehsinn erfolgen.
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Abbildung 106: Spitze, stets symmetrische Messkurven, wenn sich zwei DNA-Stringe umeinanderwickeln.

Ein Biomolekiil mit bekannter und gut erforschter Schnittfunktion, welches in der Natur zum
Abbau von Torsionsspannungen in verdrehter DNA dient, ist die Topoisomerase (vgl. Kapitel
2.3.2.). Um Vergleichsmessungen fiir die Experimente mit zweikernigen Metallkomplexen zu
haben, die &hnliche Eigenschaften aufweisen konnten, wurde deswegen zunéchst die
Topoisomerase IB nédher untersucht. In Abbildung 107 ist dieses Experiment gezeigt, wofiir
zundchst ein DNA-Strang immobilisiert und mit einer festen Haltekraft von 0,3 pN
ausgestreckt wurde. Darauf folgte ein Verdrehen — in positiver Drehrichtung — bis sich die
DNA-Lénge stark verkiirzt hatte (Bild oben links, rot markierter Bereich) und ein Anpassen
der Streckkraft auf den jeweils gewlinschten Wert zwischen 0,2 und 1 pN. Danach wurde die
Topoisomerase in die Fliissigkeitszelle gespiilt und die DNA-Lénge als Funktion der Zeit
aufgezeichnet.
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Abbildung 107: Entwinden der applizierten Superspiralitit und dadurch verursachte Verlédngerung
der DNA wihrend der Zugabe von Topoisomerase IB unter verschieden starken Zugkréften.

Hierbei zeigt sich, dass die Lidnge der DNA (in diskreten Schritten) mit der Zeit zu ihrem
urspriinglichen Maximal-Wert zuriickkehrt. Die Topoisomerase bewirkt also durch ihren
Schnitt im DNA-Riickgrat ein Entspannen der Torsionskrédfte und damit ein Auflosen der
superspiralisierten Bereiche. Bei diesem Prozess traten umso mehr Einzelschritte auf, je hoher
die Haltekraft eingestellt wurde, welche die DNA in die Lédnge zieht, und die komplette
Entspiralisierung scheint bei hoheren Kriften insgesamt schneller vonstatten gegangen zu
sein. Es konnten dort jedoch bereits auch mehrere Topoisomerase-Molekiile angebunden
haben, da die Messung hoher Kréfte zu einem spiteren Zeitpunkt erfolgte als diejenige fiir
niedrige Kréfte. In jedem Fall erzeugte die Schnittfunktion der Topoisomerasen eine eindeutig
messbare Langenzunahme, welche bei den Metallkomplexen eventuell noch viel stdrker
ausgepragt sein sollte. Denn im Gegensatz zu jenen konnen diese den einmal getitigten
Schnitt im Riickgrat vermutlich nicht mehr kovalent versiegeln nachdem eine teilweise
Entspannung stattgefunden hat, so dass die Torsion wahrscheinlich in einem Schritt komplett
abgebaut wird.
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Bei den anschlieBend durchgefiihrten Experimenten mit den zweikernigen Metallkomplexen
zeigte sich jedoch ein anderes Verhalten. Eine direkte Liangenzunahme beim Einleiten der
Liganden, wie bei der Topoisomerase, konnte nicht beobachtet werden. Vielmehr kam es, wie
in Abbildung 108 gezeigt, in den meisten Féllen sogar zu einer weiteren Verkiirzung. Die
Metallkomplexe fiithren also auch in diesen Experimenten nach dem Anbinden an die DNA in
bestimmten Bereichen zu einer Verkndulung und Verknotung, so dass deren Linge insgesamt
etwas kiirzer ausfillt. Auf die Bildung von superspiralisierten Bereichen bei positiver oder
negativer Verdrehung haben die Metallkomplexe dagegen keinen Einfluss. Die Messkurve
mit angebundenen Metallkomplexen liegt damit (bei gleicher Streckkraft) zwar insgesamt
tiefer als die zuvor aufgenommene Messkurve purer DNA, sie ist jedoch noch immer
formgleich und symmetrisch.
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| Abbildung 108: Verkiirzung der DNA nach der Zugabe von Metallkomplexen. |

Tiefergehende Experimente hierzu, mit allen drei Arten von Metallkomplexen und
verschiedenen Konzentrationen, wurden von Ying Wang im Rahmen ihrer Master-Arbeit
durchgefiihrt und finden sich ebenda [148]. Nur in sehr seltenen Einzelfdllen konnte dabei
eine Verldngerung der DNA nach der Zugabe von Metallkomplexen beobachtet werden, doch
konnte dies — aufgrund der teilweise sehr langen Einwirkzeit von vielen Stunden — auch aus
Beschidigungen der DNA herriihren, die nicht von den Metallkomplexen bewirkt wurden.
Sollten die Metallkomplexe also tatsdchlich eine Schnittfunktion besitzen, so tritt diese nur
mit einer so geringen Wahrscheinlichkeit auf, dass die hier durchgefiihrten Einzelmolekiil-
Experimente nicht das geeignete Mittel zum statistischen Nachweis darstellen konnen.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Experimente mit und an Nanoporen haben sich in den letzten Jahren zu einem rasant
wachsenden Forschungszweig verwandelt und ein Ende dieser Entwicklung ist bisher noch
lange nicht abzusehen. Kiinstlich hergestellte Festkorper-Nanoporen und natiirlich
vorkommende Proteinporen werden so gleichermalBlen bereits in vielen technologischen
Anwendungen, Biosensoren, Nanofiltern sowie in der theoretischen und experimentellen
Grundlagenforschung verwendet um die Translokationsprozesse einerseits genauer zu
verstehen und andererseits in praktischen Anwendungen in vielfiltiger Weise gezielt
auszunutzen. Nicht nur die natiirlich ablaufenden Prozesse in Zellen und Zellkernen kdnnen
durch diese Forschung in Zukunft besser verstanden werden, sondern auch vollig neue
Anwendungsgebiete sind durch ein genaueres Verstidndnis der Nanoporen denkbar.

Eine solche Idee, welche sich als Durchbruch fiir die personalisierte Medizin erweisen konnte,
beschiftigt sich mit der DNA-Sequenzierung durch das nanometergenaue Abscannen eines
kompletten DNA-Stranges mit Hilfe solcher Nanoporen. Dies konnte die bisher {iblichen,
teuren und langwierigen, chemischen Sequenzierungsverfahren einmal ablosen und den
langjdahren Traum vom ,,1000$-Genom in 24 Stunden® Realitdt werden lassen.

Unter dieser Pramisse beschéftigt sich diese vorliegende Arbeit mit DNA-Translokationen
durch die verschiedenartigsten Nanoporen. Zunichst konnte so gezeigt werden, dass kiinstlich
gebohrte Siliziumnitrid-Poren einzelne freie DNA-Translokationen zuverlédssig detektieren
konnen und sich aus den gemessenen lonenstromen durch die Nanoporen auch zusitzliche
Informationen, wie z.B. iiber die Konformation der DNA, ablesen lassen. In einem néchsten
Schritt wurde zudem bestdtigt, dass sich dieses Konzept auch auf viel diinnere
Porenmembranen (z.B. Graphen) gut iibertragen ldsst und dabei analoge Ergebnisse liefert. Im
Hinblick auf eine zuverldssige Nanoporen-Sequenzierung erfolgen die dabei beobachteten
Translokationen jedoch um viele GroBenordnungen zu schnell, was nach einer mdoglichst
genauen Kontrolle der einzelnen Translokationen verlangt. In dieser Arbeit bestand der
Ansatz deswegen aus der Kombination der Nanoporen mit einer Optischen Pinzette, wodurch
eine einzelne DNA-Translokation gezielt gesteuert und beliebig langsam, oft und prézise
durchgefiihrt werden kann. Die Experimente offenbarten den erheblichen Einfluss des
elektroosmotischen Flusses auf die bei der Translokation auftretenden Krifte, die damit vom
Nanoporenmaterial, dem Herstellungsprozess und den Porengréfen ganz entscheidend
mitbestimmt werden. Durch eine Kontrolle des elektroosmotischen Flusses, z.B. iiber die
Wahl der Porengrofle oder durch eine Lipidbeschichtung, kann so gezielt Einfluss auf den
Translokationsprozess genommen werden, was in zukiinftigen Experimenten mit Sicherheit
von immer héherer Wichtigkeit sein wird.

Anhand von DNA-Ligand-Systemen wurde in dieser Arbeit mit groberen Strukturen
aufgezeigt, dass das Prinzip der Nanoporen-Sequenzierung auch fiir kleinere Strukturen (das
heiflt konkret: die einzelnen Basenpaare) einmal gut funktionieren konnte. Proteine von nur
wenigen Nanometern Grofle konnten an der DNA prézise lokalisiert und durch ihre effektive
Ladung zuverldssig voneinander unterschieden werden. Zugleich wurde jedoch auch
aufgedeckt, dass eine Skalierung dieses Prinzips, auf die fiir eine Sequenzierung ndétigen
Malstidbe, zu erheblichen experimentellen Herausforderungen fiihren wird. So zeigten sowohl
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die Experimente, als auch begleitende theoretische Simulationen, dass die
Translokationsprozesse hoch dynamisch erfolgen und statistisches Rauschen und thermische
Molekularbewegungen auf diesen GroBenskalen keinesfalls mehr vernachldssigt werden
konnen. Auch neuartige Materialien wie Graphen oder Carbon-Nanomembranen, die einen
Ausweg versprechen und die Auflosungsgrenze deutlich herab setzen konnten, sind (wie in
dieser Arbeit gezeigt wurde) nicht frei von experimentellen Problemen, so dass sich hier auch
in Zukunft noch erheblicher Forschungsbedarf auftut. Die Nanoporensequenzierung bleibt
damit nach wie vor eine grole Herausforderung, die jedoch keinesfalls uniiberwindbar sein
muss. Gerade in letzter Zeit hat sich das Forschungsaufkommen zu Nanoporen und Graphen
so rasant vergroBert, dass hier in naher Zukunft mit Sicherheit mit vielen Durchbriichen zu
rechnen ist.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschiftigt sich mit den von Grund auf neu geplanten und
synthetisierten zweikernigen Metallkomplexen, deren biophysikalische Eigenschaften es
erstmalig ndher zu erforschen galt. Die Ergebnisse verschiedener Messmethoden konnten
hierfiir zu einem einheitlichen Gesamtbild formuliert werden, wonach die Komplexe an DNA
binden und dort miteinander wechselwirken. Als Folge ergibt sich ein lokales Verkndulen und
Verknoten der DNA, wobei sich eine zusitzliche Schneidefunktion der Komplexe jedoch
nicht mit statistisch belastbarer Sicherheit nachweisen lie3. Hier konnten zusétzliche,
zukiinftige Experimente mit groBeren Probenmengen — im Gegensatz zu den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Einzelmolekiil-Experimenten — mehr Klarheit bringen und statistische
Aussagen liber die Schneidewahrscheinlichkeit zulassen.
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2003 bis 2004: Kolpinghaus Bielefeld
e Studium
2004 bis 2010: Diplomstudiengang Physik an der Universitét Bielefeld
Abschluss: Diplom (sehr gut)
2009 bis 2010: Diplomarbeit Physik an der Universitét Bielefeld

,Kraftspektroskopie- und Nanoporen-Experimente mit der
Optischen Pinzette* (sehr gut)

Arbeitsgruppe ,,Experimentelle Biophysik & Angewandte
Nanowissenschaft”, Prof. Dr. Dario Anselmetti, Bielefeld

e Promotion

seit 08/2010: Wissenschaftlicher Mitarbeiter und Doktorarbeit
Arbeitsgruppe ,,Experimentelle Biophysik & Angewandte
Nanowissenschaft, Prof. Dr. Dario Anselmetti, Bielefeld




