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1 Einleitung

Die Fahigkeit Biomolekiile detektieren und charakterisieren zu konnen ist ein zentra-
les Thema aktueller Forschung. Es stehen unterschiedliche Mikroskopieverfahren zur
Verfiigung, bei denen jedoch zumeist eine Markierung der Partikel notwendig ist. Eine
Marker-freie Methode stellt der Coulter-Counter, auch Resistive Pulse Sensing genannt,
dar. Diese Methode wurde 1953 von W. H. Coulter vorgestellt [1, 2]. Beim Coulter-
Counter werden die zu untersuchenden Partikel einer Salzlosung beigegeben, welche in
zwel Reservoirs gegeben wird, die iiber eine Pore verbunden sind. Daraufhin wird eine
elektrische Spannung zwischen den Reservoirs angelegt, wodurch ein Ionenfluss durch
die Pore entsteht. Gelangen die zu untersuchenden Partikel durch die Pore, ist aufgrund
des durch das Partikel blockierten Teils der Pore eine Anderung der Stromstiirke zu
detektieren. Je nach Partikel kénnen diese durch das elektrische Feld oder {iber hydro-
dynamischen Druck durch die Pore gelangen [1, 3].

Zur Detektion von Biomolekiilen ist eine besonders kleine Pore wichtig. Diese sollte
nur geringfiigig grofer sein als das zu untersuchende Partikel, da die Anderung der
Stromstérke grofier ist, je mehr Fliche von der Pore durch das Biomolekiil blockiert wird.
Bei der Detektion von DNA werden daher Porendurchmesser kleiner als 100 nm benétigt.
Die géingige Realisierung solcher Poren, stellen Festkorpernanoporen dar, welche unter
anderem in Graphenschichten hergestellt werden kénnen [4].

Die in dieser Arbeit verwendeten Nanokapillaren aus Quarzglas sind eine Alternative
zu den Festkorpernanoporen. Im Gegensatz zu diesen sind die Nanokapillaren sowohl
billig als auch einfach herzustellen [5].

In den vergangenen Jahren wurden erfolgreich Coulter-Counter Experimente an ih-
nen durchgefiihrt [3, 6]. In dieser Arbeit wird sich an den Ergebnissen von Steinbock et
al. orientiert [3, 7], sowie den Ergebnissen von Armin Grundmann fiir die laboreigene
Herstellung der Nanokapillaren [8]. Auf Grundlage der von Steinbock et al. beobach-
teten Reduzierung des Porendurchmessers der Nanokapillaren mithilfe des Rasterelek-
tronenmikroskops [5], wird hier eine &hnliche Modifikation mithilfe des Helium Ionen
Mikroskops erreicht. Zudem werden die Poren der Nanokapillaren mit dem Helium Io-
nen Mikroskop abgebildet und so auf ihren Durchmesser untersucht.

Nach Integration der Nanokapillare in eine Flusszelle werden DNA Translokationen
durchgefiihrt. Die mithilfe eines Labview Programm detektierten Translokationen werden
analysiert und mit den Ergebnissen von Steinbock et al. verglichen.

Es wird sich zeigen, dass es mit den laboreigenen Moglichkeiten gelungen ist Nano-
kapillaren mit Porendurchmessern unter 100 nm herzustellen, mit denen es moglich ist
einzelne DNA Molekiile wiahrend der Translokation durch die Pore zu detektieren.



2 Theoretische Grundlagen

2 Theoretische Grundlagen

2.1 Helium-lonen-Mikroskopie

Das Helium-Ionen-Mikroskop (HIM) dient der Abbildung von Oberflichen in hoher
Auflésung. Dies geschieht mittels eines geladenem Ionenstrahls, mit dem die Oberfliche
abgerastert wird und aus den gewonnenen Daten der einzelnen Positionen das Bild zu-
sammengesetzt wird. Im Folgenden wird der Aufbau und die Funktionsweise erlautert.

Das Helium-Ionen-Mikroskop verwendet einen Partikelstrahl aus einfach geladenen
Helium Ionen. Dieser wird durch ein elektrisches Feld erzeugt, dass in einer Heliumat-
mosphére zwischen der Probe und einem Emitter, dessen Spitze zu einer dreiseitigen
Pyramide geformt ist, gebildet wird. Die Spitze des Emitters besteht im besten und sta-
bilsten Fall aus drei Atomen, sodass sehr hohe Feldstiirken von bis zu 4 V/A erreicht
werden kénnen [9].

Abbildung 2.1 zeigt schematisch das Prinzip der Helium Ionen Beschleunigung. Neu-
trale Helium Atome aus der Atmosphére werden durch das starke elektrische Feld polari-
siert und zur Spitze hin beschleunigt. Unmittelbar vor den duflersten Atomen der Spitze
befinden sich scheibenférmige Regionen, sogenannte lonization Disks, in denen das Feld
stark genug ist, damit Elektronen in die Spitze tunneln kénnen. Bewegen sich die neu-
tralen Helium Atome durch diese Region, geben sie die d&uflersten Elektronen ab, sodass
sie durch ihre anschliefend positive Ladung sofort von der Spitze weg Richtung Probe
beschleunigt werden. Hierbei erzeugt jedes Helium Atom der Spitze einen eigenen Ionen-
strahl. Alle bis auf einen dieser Strahlen werden abgelenkt. Der verbleibende Ionenstrahl
wird durch ein optisches System u.a. fokussiert und iiber die Probe gerastert. Ein an die-
ser Stelle nennenswerter Bestandteil der Optik ist eine Blende, durch deren Groéfenwahl
der Ionenstrom mit zunehmender Grofle stirker wird, jedoch das Auflésungsvermogen
schlechter [10].

Erreicht der Ionenstrahl die Probe, werden durch die Kollision der Helium-Atome
sogenannte Sekundéir-Elektronen (SE) herausgeschlagen. Dies geschieht hauptséchlich
durch Ubertragung der kinetischen Energie der Helium-Atome auf die Elektronen. Es
gibt jedoch noch eine zweite Art Sekundér-Elektronen (SE2), die in zwei Typen zu un-
terteilen ist. Typ 2 der SE2 spielt so gut wie keine Rolle und beschreibt Elektronen die
durch SE entstehen. Hier sind jedoch die Energien der SE meist zu gering um SE2 zu
erzeugen. Die andere Moglichkeit besteht durch abgeprallte Helium-Atome, sofern sie
noch ausreichend energetisch sind. Sind die SE erzeugt miissen sie erst aus dem Feststoff
gelangen ehe sie detektiert werden kénnen. Dieser Prozess éhnelt dem der Diffusion mit
einer effektiven Diffusionsldnge in der GréBenordnung von 1 nm, sodass nur die obersten
Nanometer einer Probe zur Bildgebung beitragen. Durch die Entstehung der SE kann es
bei nicht-leitenden Proben zu einem Elektronenmangel an der Oberfliche kommen, was
die darauffolgende Bildgebung beeintrichtigen kann. Um diesen Elektronenverlust auszu-
gleichen kann mit einer sogenannten Flood Gun nach jedem Messvorgang die Oberfliche
mit einem Elektronenstrahl abgefahren werden [12].

Eine bildgebende Methode ist die Zusammensetzung aus den Signalen der SE. Dies
erzeugt ein Bild das reich an Informationen iiber die Oberflachenstruktur der Probe ist.
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Abbildung 2.1: (a) Grundlegendes Schema eines Feld Ionen Mikroskops [11]. (b) Sche-
matische Darstellung der Helium Ionen Quelle [11].
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Fiir andere Methoden, wie z.B. die Bildgebung durch zuriickgeprallte Helium-Atome,
wird auf die Literatur verwiesen [12].

Das Auflésungsvermogen des HIM ist durch praktische Bedingungen limitiert, u.a.
durch Grenzen der Optik und Erzeugung der Beschleunigungsspannung. Hierbei sind
jedoch besonders gute Eigenschaften zu nennen, wie die hohe Helligkeit der Quelle,
geringe Energieaufspaltung und geringe Beugungseffekte, die einen maximal fokussierten
Punkt auf bis zu 0,25 nm erwarten lassen [9, 10, 13].

2.2 Leitwertbestimmung der Nanokapillaren

Der elektrische Leitwert ist ein Maf3 dafiir, wie gut Strom geleitet werden kann und ist
der Kehrwert zum Widerstand. Dieser steht in direktem Zusammenhang mit dem Mate-
rial und der Geometrie des zu untersuchenden Objekts. Bei experimentell bestimmtem
Leitwert konnen so bei bekanntem Material Riickschliisse auf die geometrischen Para-
meter aufgestellt werden. Somit kann mithilfe des Leitwertes bei Nanokapillaren der
Porendurchmesser bestimmt werden.

Dafiir ist eine genauere Betrachtung der Nanokapillaren erforderlich. Die Nanoka-
pillaren sind aus Quarzglas hergestellt, sodass diese stark isolierend sind und so eine
Leitwertbetrachtung der Kapillare selbst unnétig ist. Es wird somit nur das Fiillmedium
betrachtet und die Auswirkungen der Geometrie des Inneren der Glaskapillare auf des-
sen Leitwert. Die Glaskapillare kann ndherungsweise als zwei in Reihe geschaltete Leiter
betrachtet werden. Einer dieser ist zylindrisch, der andere ist dhnlich einem Kegelstumpf.
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Den Widerstand eines Leiters, mit variierendem Querschnitt, berechnet man mit [1]

1 [t 1
=—/d
=5 ¥4

(2.2.1)

wobei o der Leitfihigkeit des Fiillmediums entspricht, [ seine Lénge und A(z) den
Verlauf seiner Querschnittsfliche. Durch Aufspaltung in einen zylindrischen Teil R, und
einen Kegelstumpfférmigen Ry ergibt sich

1

R=R.+Rp=—35+—
onr oTrory

(2.2.2)

Ubertragt man das Modell auf die Nanokapillare folgt mit der Linge der Kapillare [,
der Lange des spitz zulaufdem Teils [, dem Innendurchmesser d und dem Porendurch-
messer dy,

4 (l-1s I
= — — 2.2.
R omd ( d * dp> (223)

Eine experimentelle Messung erfordert weiterhin Reservoire an beiden Enden der Ka-
pillare und Messelektroden. Dieser zusétzliche Widerstand bestimmt sich iiber die Breite
b und Hohe h des Reservoirs sowie den Abstand der Elektrode zur Kapillare x. Sind beide
Elektroden im gleichen Abstand zu der Kapillare gilt

4o(l=1, 1\ 2
= — — — 2.2.4
R md(d +%>+wh (224)

Diese Formel lésst sich vereinfachen, da der Term % klein gegen % ist, denn die
zu untersuchenden Porendurchmesser sind um mehr als vier Gréflenordnungen kleiner
als der Innendurchmesser der Kapillare. Die Abmessungen der Reservoire sind in der
Groflenordnung mehrerer Millimeter, sodass dieser Teil-Term ebenfalls vernachlassigt
werden kann. So erhélt man als Ndherung des Leitwerts einer Nanokapillare

omdd,

G~ 10,

(2.2.5)

Diese Formel wird in vergleichbarer Literatur ebenfalls genutzt [3]. Bei diesem Modell
ist anzumerken, dass es ausschliellich die grobe Geometrie beriicksichtigt. Unterstruk-
turen im Bereich der Pore, sowie Ladungseffekte innerhalb oder auflerhalb der Kapillare
werden nicht beriicksichtigt.
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2.3 Coulter-Counter

(a)

I h—
+

(b) 4

o 3l o :I 3 g ° . | ‘
ol &— °3 £ Ai

< ) L

— S o - o -

c ® f—
. )

@ © |dJ" e ® At : -
® o :ions (K*, CI") @ : particle Time

Abbildung 2.2: (a) Schematische Darstellung des Coulter Counter Messaufbaus. (b) Ab-
gebildet sind typische Translokationsevents. Die Stromstérke fillt tem-
porir ab (Peak), solange sich ein Partikel im Kanal befindet. [2]

2.3 Coulter-Counter

Der Coulter Counter, auch bekannt als Resistive Pulse Sensing, ist ein Messaufbau mit
dem Biomolekiile in einer Elektrolytlosung detektiert werden kénnen, wie zum Beispiel
Proteine, Viren oder wie in dieser Arbeit DNA. Erstmals beschrieben und patentiert wur-
de der Coulter Counter 1953 von Wallace H. Coulter und wurde seitdem hauptséchlich
im medizinischen Bereich genutzt zur Bestimmung biologischer Zellkonzentrationen [2].
Die Methode gelangte zu neuer Aufmerksamkeit aufgrund seiner Einfachheit einzelne
Molekiile zu detektieren und dem hohen Informationsgehalt.

Das Prinzip des Coulter Counter beruht auf zwei Reservoirs, die durch einen einzigen
Kanal verbunden und mit einer Elektrolytlosung gefiillt sind. Uber Elektroden in den
Reservoirs wird ein Ionenstrom durch den Kanal erzeugt, indem ein konstantes Potential
angelegt wird (vgl. Abb. 2.2a). Der messbare Strom ist abhéngig von dem aus den Eigen-
schaften des Kanals resultierenden Widerstands. Dieser ist, wie vorangegangen beschrie-
ben, abhingig von der Querschnittsfliche des Kanals. Bewegen die zu detektierenden
Partikel sich durch den Kanal, blockieren sie einen Teil seiner Querschnittsfliche und
erhohen damit den erzeugten Widerstand. Dies bewirkt eine zeitlich begrenzte Anderung
der Stromstérke (Peak) (vgl. Abb. 2.2b). Es zeigte sich, dass Art und Stérke der Peaks
bei DNA-Detektionen in KCL Losung abhéingig von der Salzkonzentration sind. Hierbei
ist beachtlich, dass bei Konzentrationen unter 0.4 M KCl die Blockade des Kanals zu
einem Anstieg des gemessenen Stroms fithrt, welcher stérker bei niedrigeren Konzentra-
tionen wird. Bei Konzentrationen iiber 0.4 M KCI bewirkt die Translokation des Partikels
einen Abfall der Stromstérke, welcher mit steigender Konzentration grofer wird [14].

Um moglichst eindeutige Translokationsevents zu messen, gilt es grofle Peaks zu be-
kommen. Um dies zu untersuchen, wird die theoretische Anderung des Kanalwiderstands
betrachtet. Hierbei entspricht der Kanal der Geometrie der Glasnanokapillare, sodass
sich iiber die Niherung (2.2.1) die Anderung des Widerstands ergibt zu [1]

11



2 Theoretische Grundlagen

g 4 [(2) b .
mdy ( B dQZ) d,
P

Hierbei ist o die Leitfiahigkeit der Elektrolytlosung, D der Durchmesser des Partikels
und d, der Porendurchmesser der Kapillare. Um die Abhéngigkeiten der Parameter
voneinander zu verdeutlichen, ldsst sich (2.3.1) als Reihenentwicklung darstellen [1]

AR~ 3D | 4 (D\* 24 (/D\* 169 (D\°
 3mody T3 (dp> T35 <dp> T 280 (dp> *

Bei dieser Darstellung ist gut zu erkennen, dass das Verhéltnis zwischen Partikeldurch-
messer und Porendurchmesser, D/d,, entscheidend fiir die Anderung des Widerstands
wéhrend einer Partikel-Translokation ist. Um also aussagekriftige Peaks zu erhalten,
sollte der Porendurchmesser nicht viel gréfler sein als das zu untersuchende Objekt.
Hierbei muss darauf geachtet werden, dass bei zu kleinem Porendurchmesser die Pore
leicht verstopfen kann. Der Porendurchmesser muss also so gewéhlt werden, dass die
Messung sowohl informationsreich ist, als auch stabil verlaufen kann. In dieser Arbeit
werden DNA-Molekiile untersucht, welche in starker Ndherung als Zylinder mit einer
Querschnittsfliche von 2 nm betrachtet werden kénnen [15]. Somit werden auch Poren-
durchmesser im Nanometerbereich benétigt.

Ziel dieser Arbeit ist die Herstellung von Glasnanokapillaren mit Porendurchmessern
unter 100 nm, die Bestimmung der Porengréfie und anschliefende Messungen von DNA-
Translokationen. Gute Ergebnisse wurden bereits von Steinbock et al. erzielt, an deren
Herangehensweise sich die Messungen der DNA-Translokationen orientieren [3, 6, 7].

(2.3.2)
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3 Material und Methoden

In diesem Abschnitt werden die grundlegenden Methoden zur Umsetzung der Experi-
mente fiir diese Arbeit dargestellt. Diese gliedern sich in die Herstellung der Nanokapil-
laren, dem Prozess der Abbildung und dem Schrumpfen der Poren der Nanokapillaren
unter dem Helium Ionen Mikroskop, dem Zusammenbau und dem Befiillen der Flusszel-
le, sowie den anschlieBenden Messvorgéingen. In den Tabellen 3.3 und 3.4 sind die hierfiir
verwendeten Materialien aufgezeigt.

3.1 Herstellung der Nanokapillaren

Das Zentrum der zu konstruierenden Flusszelle ist die Glaskapillare mit der Nanopore.
Um diese herzustellen, werden Quarz-Glaskapillaren verwendet mit einem Innendurch-
messer von 0,3 mm und einem Auflendurchmesser von 0,5 mm. Um die Pore in der
gewiinschten Grofle herzustellen, wird die Glaskapillare lokal erhitzt und auseinander-
gezogen. Durch die Hitze wird das Glas verformbar, sodass dieses sich durch den Zug
verdiinnt und letztendlich trennt. Hierbei entstehen theoretisch zwei identische Spitzen
mit geringerem Innendurchmesser. Um diesen Prozess moglichst reproduzierbar zu ge-
stalten, wird ein Mikropipettenzieher verwendet. Hierbei ist zu beachten, dass eigentlich
baugleiche Gerite bei gleicher Konfiguration zu unterschiedlichen Ergebnissen fithren
konnen [16].

Das Geriit besitzt zwei Schienen, die ausgelenkt werden konnen, sodass an jeder ein
Ende der Kapillare befestigt werden kann. Der Mittelpunkt der Kapillare befindet sich
dann iiber einer Vorrichtung in der sich ein Laser befindet. Dieser erhitzt die Kapillare,
wéhrend durch die Riickstellkraft der Schienen ein stetiger Zug auf die Kapillare ausgeiibt
wird. Zusétzlich kann noch ein kriftiger Zug auf die Kapillare ausgeiibt werden (vgl.
Abbildung 3.1). Dieser Vorgang ist iiber fiinf Parameter konfigurierbar und kann iiber
mehrere Zyklen laufen. Die zur Verfiigung stehenden Parameter Heat, Filament, Velocity,
Delay und Pull sind in Tabelle 3.1 erlautert.

Die hier verwendete Konfiguration (vgl. Tabelle 3.2) basiert auf einer Publikation
von Steinbock et al. [3] und wurde von Armin Grundmann fiir das laboreigene Gerét
optimiert, um Kapillaren mit einem Innendurchmesser der Spitze von unter 100 nm
herzustellen [8]. Die Kapillare wird hierbei asymmetrisch eingespannt, sodass man aus
einer Kapillare je zwei modifizierte Kapillaren mit einer ungefihren Léinge von 2 cm
und 5 cm erhilt. Das ldngere Stiick kann man erneut asymmetrisch einspannen und
erhilt so eine zweite modifizierte Kapillare mit der Lange von 2 cm, sowie ein Reststiick
mit zwei Spitzen. Dieses Vorgehen ist notig, damit die Kapillaren im spéteren Verlauf
mithilfe des HIMs untersucht und bearbeitet werden kénnen. Hierbei limitiert die Grofie
der Probenkammer des HIMs die Mafle der Kapillare.
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4 MODEL P-2000

< .

SUTTER INSTRUMENT CO.

Abbildung 3.1: Der Mikropipettenzieher P-2000 von Sutter Instruments sind. Zu sehen
sind (1) die zwei Schienen an denen die Kapillare eingespannt sind, (2) die
Vorrichtung mit dem Laser, (3) sowie das Bedienfeld und (4) Anzeigefeld
zur Konfiguration des Zugprogramms.

Tabelle 3.1: Erlduterung der Parameter zur Konfigurierung des Mikropipettenzieher

Heat Mit diesem Parameter wird die Intesitét des Laser kontrolliert.
FEinstellbar von 0-999 in ganzzahligen Schritten, wobei 999 die
maximale Intensitét darstellt.

Filament Hiermit wird die zu erhitzende Strecke bestimmt, die der Laser
abfihrt. Es kann aus vorkonfigurierten Lingen gew#hlt werden
und der Parameter in ganzzahligen Schritten zwischen 0 und 15
variiert werden.

Velocity Hiermit wird die Geschwindigkeit der Zugarme beim Zugvorgang
gesteuert. Dies ist einstellbar im Bereich von 0 bis 255, wobei
letzteres die hichste Geschwindigkeit ergibt.

Delay Hiermit kann man das zeitliche Auftreten des Zugvorgangs im
Verhéltnis zum Abschalten des Laser einstellen. Konfigurierbar
von 0-255 ergibt sich abziiglich 128 die Wartezeit in Millisekun-
den. Hierbei ergibt ein negativer Wert, dass der Zugvorgang ein-
geleitet wird, bevor der Laser abgeschaltet wird.

Pull Dieser Parameter steuert die Stérke des Zuges wihrend des
Zugvorgangs und ist von 0 bis 255 einstellbar, wobei 255 den
starksten Zug ergibt und 0 keine zusétzliche Zugkraft.

14



3.1 Herstellung der Nanokapillaren

Tabelle 3.2: Das Zugprogramm von Armin Grundmann, das im Rahmen dieser Arbeit
genutzt wurde um Nanokapillaren mithilfe des P-2000 herzustellen

Cycle HEAT FIL VEL DEL PULL

1 520 3 10 128 0
2 520 3 10 128 0
3 520 3 10 128 0
4 520 3 15 128 255

Tabelle 3.3: Verwendete Materialien und Software

Glaskapillaren

Aluminiumbauteile

Einwegspritzen

Spritzenaufsatz

Spritzenfilter

Petrischalen
Objekttrager
PDMS
Reinstwasser
Isopropanol
Salzsédure
Salpetersiure
Pufferlosung

Elektroden
LabView
MatLab
ImagelJ
Paint. NET

Quarzglas, Lange 75 mm, Auflendurchmesser 0,5 mm,
Wandstérke 0,1 mm, Hilgenberg GmbH, Deutschland
maBgefertigt, Mechanische Werkstatt der Universitéit Bielefeld,
Deutschland

Injectr 10 ml, B. Braun Melsungen AG, Deutschland;
Norm-Jectr 1 ml, Henke-Sass, Wolf GmbH, Deutschland
MicroFil ™ World Precision Instruments, Inc., USA

0,2 pm Celluloseacetat Membranfilter, VWR International, LLC,
USA

9 cm Durchmesser, Greiner Bio-One GmbH, Deutschland

3x1 Zoll, IDL GmbH & Co KG, Deutschland

Sylgardr 184 Silicone Elastomer Kit, Dow Corning Midland, USA
Milli-Qr, Millipore GmbH, Deutschland

reinst, BDH Prolabo, VWR International S.A.S., Frankreich

37 %, BDH Prolabo, VWR International S.A.S., Frankreich

65 %, Merck KGaA, Deutschland

1 M Kaliumchlorid, VWR International BVBA, Belgien; 10 mM
Tris HCL, Fluka Chemie GmbH, Schweiz; 1 mM EDTA; Reinst-
wasser; pH 8; steril gefiltert

Ag/AgCl-Elektroden, Eigenbau

Software, 2009, 9.0.1 (32-bit), National Instruments Corp.
Software, 7.11.0 R2010b 32-bit, MathWorksr, Inc.

Software, 1.48v, National Institutes of Health, USA

Software, v3.5.10, dotPDN LLC, Rick Brewster, and contributors

15



3 Material und Methoden

Tabelle 3.4: Verwendete Gerite

Mikropipettenzieher Model P-2000, Sutter Instruments, USA
Helium-Tonen-Mikroskop ~ Orion Plus, Zeiss, Deutschland / USA
Plasmaanlage Eigenbau

Lichtmikroskope Eclipse Ti-U, Nikon Corporation, Japan

BX51 TRF, Olympus Corporation, Japan
Patch-Clamp Amplifier =~ Axopatch 200B, Axon Instruments, Inc., USA
Datenschnittstellen M3i.4831-Exp, Spectrum Systementwicklung

Microelectronic GmbH, Deutschland;

PCI-6052E, National Instruments Corp.

BNC-Adapter BNC 2090, National Instruments Corp.
Sputteranlage MED 020, Bal-Tec GmbH, Deutschland
Digitalkamera Sony, Cyber-shot DSC-HX5V, Japan

3.2 Visualisierung und Modifikation am HIM

Um den Durchmesser der Pore der modifizierten Kapillare zu bestimmen, bedarf es
der Betrachtung mithilfe eines hochauflésenden Mikroskops. In dieser Arbeit wird diese
mithilfe des Helium Ionen Mikroskops untersucht. Hierfiir muss die Pore der Kapillare
senkrecht zur Abbildungsrichtung in die Probenkammer eingebracht werden. Da die-
se in der Hohe begrenzt ist, wurde wie zuvor erwidhnt eine Linge von 2 cm fiir die
Kapillare gewéhlt. Um effizienter zu arbeiten, wird ein Probenhalter aus Aluminium
verwendet, mithilfe dessen sich sechs Kapillaren gleichzeitig in die Probenkammer ein-
bringen lassen (vgl. Abbildung 3.2). Hierfiir besitzt der Probenhalter sechs Bohrungen
mit einem Durchmesser von 0,6 mm, in die die Kapillaren hineingestellt werden kénnen.
Da die Durchmesser der Bohrungen nur wenig grofler sind als die Auflendurchmesser
der Kapillaren, sind diese gut fixiert, was zu einer besseren Auflésung beim Abbilden
fithrt. Um dem im Abschnitt 2.1 erwdhnten Problem vorzubeugen, dass sich nichtlei-
tende Materialien schlechter abbilden lassen, werden die Kapillaren, nachdem sie in den
Probehalter eingebracht worden sind, mit Gold bedampft. Hierfiir wird eine Sputteran-
lage verwendet, die um die Probe ein Gold-Ionen-Plasma erzeugt, von dem sich langsam
und gleichméBig einzelne Goldpartikel auf der Kapillare ablagern. Die Geometrie der
Kapillare bleibt somit erhalten. Uber eine Vorrichtung wird das Bedampfen mit Gold
automatisch abgebrochen, sobald sich eine bestimmte Schichtdicke auf einem Sensor ab-
gelagert hat. Der Vorgang wurde in allen Experimenten terminiert, sobald die Schicht
eine Dicke von 30 nm erreicht hat.

Die vom HIM gewonnenen Informationen iiber die Oberflachenstruktur werden abge-
bildet und als Bilddatei im TIFF-Format ausgegeben. Fiir die Messung relevante Daten
wie zum Beispiel die Hohe des Ionenstroms (Blanker Current), Belichtungszeit (Dwell
Time) und ein Maflstab werden in diesem Bild gespeichert und dargestellt. Die Grofle
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3.3 Konstruktion der Flusszellen

Abbildung 3.2: Von Armin Grundmann entwickelter Probenhalter fiir Glaskapillaren
Analysen am Helium Ionen Mikroskop mit einem Radius von 10 mm
und einer Hohe von 15 mm. Die inneren kleinen Bohrlécher haben einen
Durchmesser von 0,6 mm und eine Tiefe von 14 mm und werden zum
Halten der Kapillaren genutzt [8]. (a) Schematische Ansicht von oben. (b)
Schematischer Querschnitt. (¢) Eingebrachte Glaskapillaren in den Pro-
benhalter. Die linke ungekiirzte ist zu lang um in die Probenkammer ein-
gebracht zu werden. Die nach der hier beschriebenen Methode verkiirzte
rechte Kapillare kann in die Probenkammer eingebracht werden.

der Pore wird manuell mit der Software ImageJ bestimmt, indem eine Maflinie in das
Bild gelegt wird. Hierbei gilt es zu beachten den Abstand mit der geringsten perspek-
tivischen Verzerrung zu wéhlen. Die Wahl des Ionenstroms erfolgte je nach maximaler
Tagesleistung des Gerétes um 0,5 pA bei gewihlter Blendengroie von 10 ym.

Durch konstante Bestrahlung der Spitze wird diese unter Einwirkung der Helium Io-
nen verformt. Hierbei wird gezielt die Spitze der Kapillare bestrahlt, sowie gezielt ein
Teilbereich der Glaswénde, die diese Formen.

3.3 Konstruktion der Flusszellen

Die Flusszelle ist die Umgebung in der alle Experimente an der Kapillare stattfinden. Sie
besteht aus zwei Reservoirs, die einzig durch die Kapillare verbunden sind. In Abbildung
3.3a ist der schematische Aufbau gut zu erkennen.

Hergestellt wird sie aus PDMS. Hierzu wird Prepolymer und Linker, im Verhéltnis
10:1, jeweils mit einer Einwegspritze in eine Petrischale gegeben und verriihrt. Anschlie-
Bend wird die Mischung im Exsikkator fiir etwa 30 Minuten entgast, um so Luftein-
schliisse in der Struktur zu vermeiden. Das entgaste PDMS wird in eine Gussform aus
Aluminium gegeben, sodass es beim Aushérten die gewiinschte Form annimmt (vgl.
Abbildung 3.3b). Um den Vorgang des Aushirtens zu beschleunigen, wird die befiillte
Gussform im Ofen fiir mindestens 90 Minuten bei 85 Grad Celsius gebacken. Nachdem
das PDMS ausgehértet ist, wird es mithilfe eines Skalpells aus der Gussform gelost und
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fa) | 5

)

PDMS

Abbildung 3.3: (a) Schematischer Aufbau der Flusszelle [8]. (b) Flusszelle aus aus-
gehértetem PDMS mit (1) Reservoirs, (2) Kapillare und (3) PDMS-Form

es werden mdagliche Uberstinde abgeschnitten. Die Kapillare wird in die dafiir vorgese-
hene Einbuchtung gelegt und mit PDMS umgossen, sowie mit einem kleinen Deckel aus
PDMS verschlossen. Hierauf folgt wieder ein Backvorgang im Ofen, jedoch sind hier auf-
grund der geringen Menge PDMS schon 30 min ausreichend. Zur besseren Handhabung
wird die Flusszelle auf einen Glasobjekttriger gedriickt. Dies erméglicht eine einfache
Betrachtung unter dem Lichtmikroskop.

Zu beachten ist, dass die Kapillare, falls sie zuvor mit einer Goldschicht bedampft
worden ist zur Betrachtung unter dem HIM, mit Koénigswasser behandelt werden muss,
um die Goldschicht abzulosen. Das Konigswasser wird hergestellt aus Salzsdure und
Salpetersdure im Verhiltnis 3:1. Die Kapillaren werden in dieses eingetaucht bis die
Griinfarbung durch das Gold nicht mehr zu sehen ist und anschlielend in Wasser gerei-
nigt.

Die Reservoirs der fertigen Flusszelle besitzen ein Fassungsvermoégen von 450 ul.

3.4 Befiillen der Flusszellen

Die hergestellte Flusszelle muss im néchsten Schritt mit der Elektrolytlosung befiillt
werden. Es wird eine Kalium-Chlorid-Pufferlésung gewéhlt. Es wurden 300 ml dieser
Losung fiir das Experiment angesetzt. Die Losung ist 1M KCL, 1mM Tris und 0,1 mM
EDTA. Das EDTA wird beigefiigt um im spéteren Verlauf die Interaktionen der DNA
mit dem Glas zu reduzieren [17].

Um Experimente an der Flusszelle durchfithren zu kénnen, muss gewéhrleistet wer-
den, dass ein Ionenfluss durch die Kapillare stattfinden kann. Typische Stérungen, die
dies verhindern, sind Luftblasen oder Verunreinigungen innerhalb der Kapillare, wel-
che an der Pore oder am konischen Teil der Kapillare zu Verstopfungen fiihren kénnen.
Um Verschmutzungen moglichst auszuschlieBen wird die Pufferlésung mit einem 0,2
pm Cellulose-Acetat Membranfilter gefiltert. Zur Vermeidung von Luftblasen wird die
Losung mit Hilfe einer Einwegspritze und einem Verschlussstopfen entgast.

Um die Kapillare zu Befiillen wurden zwei verschiedene Methoden gewéhlt.

Die erste Methode ist das Befiillen der Reservoirs mit Isopropanol und anschliefien-
den Entgasen im Exsikkator mit Unterdruck bis zu 0,2 mbar. Hierdurch entweicht die
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3.5 Messvorgang

Luft aus der Kapillare und diese fiillt sich mit dem Isopropanol. Dieser Vorgang er-
folgt innerhalb weniger Minuten. In Einzelfdllen bleibt eine kleine Luftblase in Nédhe
der konisch zusammenlaufender Spitze zuriick, die sich aber innerhalb kiirzester Zeit
auflost. Anschliefend wird das Isopropanol aus den Reservoirs entfernt. Zuriick bleibt
die vollstdndig mit Isopropanol befiillte Kapillare. Die Reservoirs werden dann mit der
erwiinschten Pufferlosung aufgefiillt. Anschliefend vermischt sich das Isopropanol mit
der Pufferlosung und ermdglicht so einen Ionenfluss durch die Kapillare.

Die zweite Methode beinhaltet eine direkte Befiillung mit der Pufferlésung. Die Reser-
voirs werden befiillt und die Kapillare verbleibt zunéichst voller Luft. AnschliefSend wird
die Flusszelle wieder in den Exsikkator eingebracht und es wird ein Unterdruck erzeugt.
Die Luft entweicht aus der Kapillare und der Puffer wird hineingezogen. Dieser Prozess
dauert ldnger als bei Methode eins und kann mehrere 30 miniitige Entgasungsperioden
erfordern (hierbei wurden die Reservoirs mit Pufferlosung aufgefiillt, sobald ein Grofiteil
verdampft war). Es verbleibt meist trotzdem eine Luftblase im konischen Teil der Ka-
pillare. Diese kann man versuchen mithilfe einer MicroFil-Spritze herauszuziehen oder
zu verkleinern. Hierbei muss jedoch das Risiko einer Verschmutzung durch Abschabun-
gen der Spitze der MicroFil-Spritze beachtet werden, die zur Verstopfung der Kapillare
fithren konnen.

Da beschrieben wurde, dass eine Hydrophilisierung der Glaskapillare durch Sauerstoff-
plasma das Befiillen erleichtert [6], wurden die Flusszellen mit den eingebauten Kapilla-
ren fiir 30-120 Sekunden mit Sauerstoffplasma behandelt.

3.5 Messvorgang

Ist das Befiillen der Flusszelle ohne Blockade in der Kapillare gelungen, kann man die-
se in die Messvorrichtung einbringen. Diese besteht aus einer elektromagnetisch abge-
schirmten Box, die sich auf einem schwingungs-geddmpften Tisch befindet. In dieser
Box kann iiber zwei Ag/AgCl-Elektroden eine Spannung mit dem BNC-Adapter und
dem Axopatch 200B Patch-Clamp Amplifier angelegt werden (vgl. Abbildung 3.4). Die
Auswertung erfolgt am Computer, der die Messdaten iiber zwei Messkarten empfingt.
Die Messkarte des Modells M3i.4831-Exp zeichnet die gemessene Stromstiarke mit 65
Megasamples pro Sekunde auf, die andere, PCI-6052E, die angelegte Spannung mit 333
Kilosamples pro Sekunde. Es erfolgt eine Live-Auswertung und Aufzeichnung der Mess-
werte mittels eines von Lukas Bogunovic entwickelten und von Armin Grundmann opti-
mierten LabView-Programms. Aufgrund der groflen Datenmengen erfolgt eine Mittlung
iiber eine bestimmbare Anzahl an Rohdaten. Dieser Vorgang wird als Binning bezeich-
net. Bei der Messung am Axopatch 200 B wird mit einem alpha gain von 0,5 und einem
beta gain von 1 oder 0,1 gearbeitet [7].

Als erstes wird der Leitwert der Flusszelle gemessen, um die Pore charakterisieren zu
konnen. Hierfiir wird je eine Elektrode in ein Reservoir gehéngt und eine Spannung ange-
legt. Bei einer positiven Spannung befindet sich die Anode in dem Reservoir mit der Spit-
ze der Kapillare. Es werden Spannungen zwischen -200 mV und 200 mV angelegt und die
dazugehorige Stromstirke gemessen. Hierbei wurden mindestens 20 Datenpaare aufge-
nommen, wobei bei jeder Spannung iiber mehrere Sekunden gemessen wurde. Da hierbei
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die zeitliche Auflésung nicht wichtig ist, wurde ein Binning von 50000 gew#hlt, um die
Datengrofie moglichst gering zu halten, was einer zeitlichen Auflésung von etwa 0,8 ms
entspricht. Durch das Ein- und Abschalten der Spannung sind kleine Ubergangsbereiche
bei der Messung entstanden, bei denen die Stromstérke stark schwankte. Diese Bereiche
wurden bei der Ermittlung des Leitwertes nicht beriicksichtigt. Um den Leitwert zu er-
mitteln, wird der Strom gegen die Spannung aufgetragen. Es werden zwei lineare Fits
gelegt, die durch den Urspung verlaufen. Einer fiir den positiven der andere fiir den ne-
gativen Bereich, da hier je nach Versuchsbedingungen deutliche Abweichungen auftreten
konnen.

Nach gelungener Leitwertmessung kann die Kapillare zur Translokationsmessung be-
nutzt werden. Vor der eigentlichen DNA Messung wird eine Kontrollmessung durch-
gefiihrt, bei der die Losung ohne DNA vorliegt. Hierbei sollten keine Peaks gemessen
werden. Ist dies bestétigt kann DNA hinzugegeben werden. Es wird eine 15,6 nM \-
DNA Stammltsung verwendet. Es wird 1 ul dieser Losung mit einer Pipette moglichst
nah vor die Spitze der Kapillare gegeben. Hierbei ist wichtig die Spitze nicht zu beriihren,
da es sonst zu einem Bruch kommen kann. Anschlieend wird die Flusszelle wieder in
den zuvor erwihnten Messaufbau eingebaut und eine Spannung von +200 mV angelegt.
Die Rohdatenaufnahme erfolgt bis auf das Binning wie zuvor. Da bei der Messung die
Durchtrittszeiten der DNA im Millisekundenbereich liegen, wurde hier ein Binning von
500 gewdhlt, was einer zeitlichen Auflésung von ungefihr 8 us entspricht. Die Daten
wurden iiber einen Zeitraum von 5 Minuten aufgenommen. Die so erhaltene Datei hatte
eine Grofle um die 1,5 Gigabyte. Die Rohdaten werden im Nachhinein auf Peaks unter-
sucht mithilfe eines weiteren Labview-Programms. Als Kriterium fiir einen Peak wird
die Standartabweichung durch das Rauschen herangezogen. Uberschreitet ein gemessener
Stromstirkewert das n-fache dieser Standardabweichung wird er als Peak erkannt. Bei
dieser Arbeit hat sich ein n von 4 als gute Bedingung erwiesen. Die Dauer des Events wird
bestimmt iiber das Intervall des ersten Uberschreitens der Abweichung vor dem Peak bis
zum ersten Unterschreiten der Abweichung nach dem Peak. Die Stromstirkeinderung
wéahrend eines Events wurde ndherungsweise als niedrigster Stromstérkewert wahrend
des Events bestimmt.
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3.5 Messvorgang

Abbildung 3.4: Foto des Messaufbaus fiir die Leitwertmessungen und die DNA Trans-
lokationsexperimente. Links zu sehen ist ein schall- und schwingungs-
geddmpfter Tisch, mit einer lichtdicht verschlieBbaren Messkammer. In
dieser befindet sich eine weitere verschlieBbare Messkammer, in der die
Flusszellen an die Elektroden angeschlossen worden sind. Der zu sehen-
de Laser und das Lichtmikroskop wurden fiir diese Experimente nicht
genutzt. Von den genutzten Geréten sind rechts der Computer zu sehen,
sowie der BNC-Adapter und Axopatch (von unten nach oben).
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4 Ergebnisse und Auswertung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Glaskapillaren mit Porendurchmessern unter 100 nm
angefertigt werden, die eine erfolgreiche DNA-Translokations Messung erméglichen, um
so mittels der Coulter-Counter Methode die DNA zu detektieren und charakterisieren.
Hierfiir wurden, wie in Kapitel 3 beschrieben, Glaskapillaren mit einem Mikropipetten-
zieher gezogen und die Pore anschlieend mithilfe des Helium Ionen Mikroskops verklei-
nert. Diese wurden anschlieend in eine Flusszelle eingebaut. Es wurde der elektrische
Leitwert bestimmt und DNA Translokationen durch die Pore detektiert und anschlieend
ausgewertet.

Die erwdhnten Methoden und die gewonnenen Ergebnisse werden in diesem Kapitel
dargestellt, ausgewertet und diskutiert. Die Ergebnisse werden gegliedert dargestellt.
Hierbei wird zu erst die Herstellung geeigneter Glaskapillaren mit Porendurchmessern
unter 100 nm betrachtet. Anschlielend wird auf die beiden Befiillmethoden eingegangen
und deren unterschiedlichen Vor- und Nachteile diskutiert. Hierfiir wird auf die Cha-
rakterisierung der Glaskapillare durch den elektrischen Leitwert eingegangen und dieser
zur Uberpriifung eines gelungen Befiillvorgangs genutzt. AbschlieBend werden die DNA
Translokationsexperimente dargestellt und ausgewertet.

4.1 Reduktion der Porendurchmesser

Die Herstellung der Glaskapillaren mit dem Mikropipettenzieher fiihrte zu Durchmes-
sern von durchschnittlich 101 £+ 33 nm (vgl. Tabelle 4.1) und erzielte somit in groferer
Stichprobe kleinere Durchmesser als von Armin Grundmann beobachtet [8].

Das darauffolgende Verfahren am Helium Ionen Mikroskop zur Reduktion der Poren-
durchmesser unterlag groferen Schwankungen im Bezug auf die erreichte Reduktion. Es
stellte sich heraus, dass die Reduktion schneller und verlésslicher erfolgte bei manueller
Anpassung der Parameter wihrend des Vorgangs. Es wurden gezielt Teile der Randberei-
che der Glaskapillare mit dem Helium Ionen Mikroskop abgebildet, die so nacheinander
eine Reduktion der Pore von allen Seiten aus bewirkte. Die so erreichte Reduktion lies
sich in 5-10 Minuten erzielen. Diese Methode erwies sich effektiver, als die gesamte Pore
statisch tiber die gleiche Zeit abzubilden. In Abbildung 4.1 und 4.2 sind zwei Porenre-
duktionen im Vorher-Nachher-Vergleich dargestellt.

Die Stéirke der Reduktion unterlag mehreren Faktoren. Zum einen spielt die Ausrich-
tung der Spitze der Kapillare zum Ionenstrahl eine wichtige Rolle. Diese kann die Re-
duzierung des Porendurchmessers stark erschweren oder komplett verhindern. Weiterhin
steht die Hohe der Stromstérke mit der gearbeitet wird, welche je nach Tagesleistung
des Helium Ionen Mikroskops variieren kann, im Zusammenhang mit der Effektivitéit
des Vorgangs. Sie hat Auswirkungen auf die Geschwindigkeit, mit der die Pore verklei-
nert wird, und aufgrund der Experimente lisst sich vermuten, auch darauf wie stark
sie sich verkleinern liasst. Als letztes deuten die Experimente daraufhin, dass es noch
spezifische Einfliisse durch die jeweilige Glaskapillare gibt. Hier sind vor allem Struktur-
unterschiede im Bereich der Pore zu nennen, die zu unterschiedlichen Reduktionen der
Porendurchmesser fithrten. Die hier dargestellten Beobachtungen sind rein qualitativer
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Tabelle 4.1: Porendurchmesser der hergestellten Kapillaren vor der Reduktion des Po-
rendurchmessers und danach. Die Nummerierung erfolgte nach Versuchsob-
jekt. Von insgesamt 26 mit dem Mikropipettenzieher hergestellten Kapilla-
ren wurden die hier dargestellten mit dem HIM untersucht und bearbeitet.

Porendurchmesser Porendurchmesser
beim Herstellen [nm] nach Reduktion [nm)]

Durchschnitt 101 £+ 33 64 £+ 22
Kapillare 5 131+ 6 76 £ 8
Kapillare 6 118 £ 7 70+ 7
Kapillare 7 86 + 9 47+ 9
Kapillare 8 54 + 8 31 +9
Kapillare 9 67 £ 7 47+ 9
Kapillare 10 160 £ 8 43 £ 6
Kapillare 11 94+ 9 78+ 9
Kapillare 12 verschlossen -
Kapillare 13 53 £ 8 29 £+£9
Kapillare 14 100 + 9 76 £ 9
Kapillare 15 73+9 66 £+ 8
Kapillare 16 98 +£9 86 +£ 9
Kapillare 17 109 £ 8 58 £ 9
Kapillare 18 162 £ 6 110 £ 8
Kapillare 19 100 £ 8 61 + 8
Kapillare 20 114 + 6 80 £ 8

Natur. Fiir eine genauere Beschreibung bediirfte es einer quantitativen Untersuchung,
die im Rahmen dieser Arbeit nicht zielfithrend gewesen wire. Das Ziel dieser Arbeit
verldsslich Glaskapillaren mit einem Porendurchmesser unter 100 nm herzustellen, die
sich fiir DNA-Translokationsexperimente eignen, ist im Rahmen der dargestellten Me-
thoden gelungen. Die Porendurchmesser nach dem Reduktionsverfahren am HIM betrug
durchschnittlich 64 4+ 22 nm (vgl. Tabelle 4.1).
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(a) (b)
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Abbildung 4.1: Beispiel einer erfolgreichen Reduktion des Porendurchmessers an Kapil-
lare 6 (mit Gold beschichtet). (a) Die Spitze der Kapillare vor der Re-
duktion mit einem Porendurchmesser von 118 nm. (b) Die Spitze nach
der Reduktion mit einem Porendurchmesser von 70 nm.
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Abbildung 4.2: Beispiel einer erfolgreichen Reduktion des Porendurchmessers an Ka-
pillare 10 (mit Gold beschichtet). (a) Die Spitze der Kapillare vor der
Reduktion mit einem Porendurchmesser von 160 nm. (b) Die Spitze nach
der Reduktion mit einem Porendurchmesser von 43 nm.
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4.2 Befiillung mittels Isopropanol

Um die Befiillung der Glaskapillare zu vereinfachen wurde Isopropanol aufgrund seiner
geringen Oberflichenspannung gewéihlt. Unter Vakuum zog sich das Isopropanol inner-
halb weniger Minuten in die Kapillare und sorgte fiir eine Befiillung frei von Luftbladschen.

Nach Austausch des Isopropanols in den Reservoirs gegen die gewiinschte Elektro-
lytlosung, KCI-Puffer, konzentrierte sich das Isopropanol noch in der Kapillare, vor allem
in der Spitze und somit an der Pore. Aufgrund der geringen Leitfihigkeit von Isopro-
panol, das nahezu vollstdndig isolierend wirkt, lielen sich nicht direkt Messungen an
der Flusszelle durchfithren. Mit der Zeit vermischte sich das Isopropanol mit der Puf-
ferlosung und verfliichtigte sich. Dieser Vorgang konnte iiber die Leitwertmessung der
Kapillare nachvollzogen werden.

Ein typischer Verlauf ist in Abbildung 4.3 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass der
Mischvorgang einen langeren Zeitraum in Anspruch nahm. Hierbei ist zu beachten, dass
jeden Tag ein gewisser Teil der Fliissigkeit aus den Reservoirs verdampfte. Um den
Flissigkeitsverlust auszugleichen wurden die Reservoirs mit MiliQ-Wasser nachgefiillt,
um die Konzentration der Pufferlésung konstant zu halten. Nach 3 Tagen war ein deutli-
cher Anstieg der Leitfahigkeit zu erkennen (vgl. Abbildung 4.3c). Tauschte man nun die
Fliissigkeit der Reservoirs gegen frische Pufferlosung aus, entfernte man den Grofiteil des
verbliebenen Isopropanols aus dem System und erhielt einen weiteren starken Anstieg
des Leitwerts der zu dem Hochstwert fiir diese Kapillare fiihrte (vgl. 4.3d).

Der hier zu erwartende Leitwert kann mithilfe der Formel 2.2.5 bestimmt werden. Im
gezeigten Beispiel, bei einem Porendurchmesser von ungefihr 31 nm, wére der zu erwar-
tende Leitwert G = 72 nS. Der zuletzt erreichte Leitwert ist in guter Annidherung und
entspricht in etwa der von Steinbock festgestellten Diskrepanz [3]. Es ist zudem ein deut-
licher Unterschied im Leitwert zu erkennen je nach Polung der Spannung. Der Grund fiir
das Entstehen konnte nicht mit Sicherheit bestimmt werden. Es l&sst sich jedoch sagen,
dass dieser Effekt mit dem Isopropanol zusammenhéngt, da er bei Isopropanol freien
Messungen im vermessenen Bereich nicht beobachtet wurde. Weiterhin fiel auf, dass der
Verlauf der U-I-Kennlinie mit fortschreitender Zeit nicht mehr linear war. Dies hdngt mit
kondensatorischen Auf- und Entladungsvorgéingen zusammen, die bei befiillten Flusszel-
len schon bereits nach 24 Stunden auftreten kénnen und sich mit zunehmender Dauer
der Befiillung immer mehr verstéirken. Diese Effekte wurden mit steigender Spannung
starker. Auflerdem begann die Stromstéirke nach lingerer Befiillung kontinuierlich um
mehrere pA pro Sekunde zu steigen.

Hier wird auch der grofie Nachteil der Befiillmethode mittels Isopropanol deutlich.
Trotz der anfinglich einfachen Befiillung war die Kapillare erst nach langerer Zeit ver-
messbar. Zu diesem Zeitpunkt waren jedoch schon so viele Storungen im System, dass
eine exakte Leitwertbestimmung kaum moglich ist. AuBlerdem blieb grade bei hoheren
Spannungen iiber 100 mV die Stromstérke nicht mehr konstant und &nderte sich in Se-
kunden um mehrere pA, was eine Untersuchung von DNA-Translokationen zusétzlich
stark erschwerte, wenn nicht gar unmaoglich machte. Mit dem Ziel DNA-Translokationen
zu untersuchen musste also ein anderer Ansatz gewihlt werden, der es ermoglichte die
Experimente innerhalb der ersten Stunden nach Befiillung durchzufiihren.
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Abbildung 4.3: Hier abgebildet ist eine typische Leitwertentwicklung iiber mehrere Tage
nach der Befiillung mit Isopropanol und anschlieendem Austausch gegen
KCl am Beispiel der Flusszelle mit Kapillare 8. (a) Zwei Tage nach der
Befiillung. (b) Drei Tage nach der Befiillung. (¢) Am dritten Tag nach
der Befiillung, 30 Minuten nach dem Auffiillen mit MiliQ-Wasser (d)
Am dritten Tag nach der Befiillung, nach dem Austauschen des Puffers
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in den Reservoirs mit frischer Pufferlosung.
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4.3 Direkte Befiillung mit Pufferlésung

Abbildung 4.4: Aufnahme der Kapillare 4 unter dem Lichtmikroskop mit einer Digitalka-
mera. (a) Nach einem Entgasungsvorgang von 20 Minuten im Exsikkator.
(b) Nach zweifacher Wiederholung des Entgasungsvorgangs.

4.3 Direkte Befiillung mit Pufferlosung

Ziel der direkten Befiillung der Flusszelle mit Pufferlosung war es die sofortige Nutz-
barkeit zur Messung zu garantieren. Somit wurde keine Vorfiilllung mit Isopropanol
durchgefiihrt, sondern die Kapillare wurde direkt mit der Pufferlésung unter Vakuum
befiillt. Dieser Vorgang wurde durch die hohe Oberflichenspannung des Puffers, der
hauptséchlich aus Wasser besteht, erschwert. Somit nahm die Zeit, die unter Vakuum
bendtigt wurde, stark zu.

Es zeigte sich das nach 20-30 Minuten der Grofiteil der Kapillare befiillt war. Es ver-
blieb meist eine grofiere Luftblase im konischen Teil (vgl. Abbildung 4.4a). Diese Luftbla-
se verstopfte die Kapillare und verhinderte somit die Nutzung der Flusszelle. Es wurde
versucht diese Luftblasen durch mehrmaliges Wiederholen des Entgasungsvorgangs zu
entfernen. Eines der besten Ergebnisse ist in Abbildung 4.4b zu sehen. Trotz der Ver-
kleinerung des Lufteinschlusses, blieb die Kapillare weiterhin verstopft. In der Literatur
ist eine Verbesserung dieses Vorgangs durch vorgehende Hydrophilisierung durch Sauer-
stoffplasma beschrieben [6]. Dies konnte nicht bestétigt werden. In den hier bearbeiteten
Flusszellen zeigte sich kein Unterschied zu denen die mit Sauerstoffplasma hydrophi-
lisiert wurden waren. Zum Ende der Arbeit wurde festgestellt, dass die Plasmaanlage
vermutlich mit oberflichenaktiven Substanzen (Silanen) verschmutzt war, sodass dies
Grund fiir die fehlende Verbesserung sein konnte.

Weiterhin wurde beobachtet, dass diese sichtbaren Luftblasen innerhalb eines Tages
verschwanden. Viele dieser Kapillaren waren aber trotzdem nicht messbar und bei den
anderen traten die im Abschnitt 4.2 erwéhnten Effekte auf. Eine Aussicht diese Luftbla-
sen zeitnah zu entfernen, stellten die MicroFil-Spritzen dar. Mit ihnen ist ein Eindringen
in die Kapillare bis zum konischen Teil der Kapillare moglich. An dieser Stelle verengt
sich die Kapillare und léuft zur Spitze zusammen. Hier ist der Innendurchmesser zu
gering, sodass die MicroFil-Spritze nicht weiter eindringen kann. Da sich die meisten
Luftblasen wie in Abbildung 4.4 im konischen Teil befanden, konnten sie auf diese Weise
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Abbildung 4.5: Kapillare 22. (a) Erfolgreiche Leitwertbestimmung, nach direkter
Befiillung mit Pufferlésung, bei einem vermuteten Porendurchmesser von
101 nm ergab ungefihr 110 nS. (b) Aufnahme der Lufteinschliisse nach
dem Entgasen, die erfolgreich entfernt werden konnten, unterm Lichtmi-
kroskop mit einer Digitalkamera.

nicht entfernt werden. In Abbildung 4.5b ist ein Beispiel dargestellt, bei dem es moglich
war die Luftblase zu entfernen. Eine zweite kleine Luftblase direkt in der Spitze 16ste
sich durch Anlegen der elektrischen Spannung. Somit konnte Kapillare 22 vermessen
werden. Die Leitwertmessung ergab einen Wert von G = 110 nS und ist in Abbildung
4.5a dargestellt.

Gut zu erkennen ist der strikt lineare Verlauf und der so gut wie identische Verlauf bei
beiden Polungen. Auch hier kann wieder der zu erwartende Leitwert bestimmt werden,
um das Ergebnis zu bewerten. Da Kapillare 22 nicht mit dem Helium Ionen Mikroskop
untersucht wurde, wird hier der Mittelwert der nicht reduzierten Porendurchmesser in
Hohe von 101 nm als Erwartungswert angenommen (vgl. Tabelle 4.1). Der iiber Formel
2.2.5 bestimmte Porendurchmesser bei einem Leitwert von 110 nS wiirde ungefihr 47
nm betragen und ist in Anbetracht der erwéhnten Diskrepanz in guter Niaherung.

4.4 \Wiederverwendbarkeit

In diesem Abschnitt gehe ich auf die Frage der Wiederverwendbarkeit der Flusszellen
ein.

Als erstes ist hierbei anzumerken, dass eine befiillte Flusszelle nicht wieder in ihren
Ausgangszustand zuriickgefiithrt werden konnte. Grund hierfiir ist, dass selbst nach meh-
reren Wochen an der Luft noch Fliissigkeit im konischen Teil der Kapillare aufgrund von
Kapillarkréften verblieb. Dieser konnte mittels Vakuumtrocknung iiber einen Zeitraum
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Abbildung 4.6: (a) Kapillare 8, die mit der Isopropanol Methode zuerst befiillt worden
war und anschlieend getrocknet war. Nach dem Wiederbefiillen mit Puf-
fer war ein dhnlicher Leitwert wie nach dem entfernen des Isopropanols
zu beobachten (vgl. Abbildung 4.3d). Dieser betrug 28 nS (vorher ~ 20
nS). (b) Neubefiillung der Kapillare 22 mit Pufferlésung, nachdem die
direkt mit Pufferlosung befiillte Flusszelle getrocknet war, zeigte einen
erhohten Leitwert von ungefihr 168 nS im Vergleich zur Erstbefiillung
(110 nS) (vgl. Abbildung 4.5a), was auf erhohte Salzriickstéande in der
Kapillare vor der Wiederauffiillung zurtickzufithren war.

von 40-60 Stunden vollstéindig entfernt werden. Zuriick blieben aber Reste der Salzkris-
talle innerhalb der Kapillare.

Es hat sich als praktisch erwiesen, nach beendeten Gebrauch die Reservoirs zu leeren
und die Flusszelle an der Luft trocknen zu lassen. Hiermit wurden iiberméflige Salz-
reste in den Reservoirs vermieden. Fine erneute Befiillung der noch teilweise befiillten
Flusszellen gelang meist problemlos. So konnten auf diese Weise getrocknete Flusszellen
nach mehreren Wochen direkt mit Pufferléosung wieder befiillt werden. Es zeigte sich bei
Flusszellen, die Eingangs mit der Isopropanol Methode befiillt worden waren, dass das
Isopropanol nahezu vollstdndig aus der Losung entwichen war und es stellte sich der zu
erwartende Leitwert ein mit strikt linearen Verlauf. In Abbildung 4.6a ist am Beispiel
von Kapillare 8 zu sehen, wie der Leitwert nach dem Entfernen des Isopropanols dem
der Neubefiillung dhnelt.

Hierbei ist zu erkennen, dass sémtliche Stérungen, die durch zulange Befiillung auf-
traten (vgl. Abschnitt 4.2), bei ausreichend langer Trocknung nicht mehr auftraten. Die
genaue Dauer konnte anhand der hier untersuchten Objekte nicht eindeutig bestimmt
werden, ist jedoch auf einen Zeitraum grofier einer Woche einzuschétzen.

Eine anschaulichere Beschreibung kann an einer Flusszelle erfolgen, die Eingangs di-
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4 Ergebnisse und Auswertung

rekt mit Puffer befiillt wurde. Hierfiir wird wieder exemplarisch Kapillare 22 betrachtet.
In Abbildung 4.6b ist zu erkennen, dass der Leitwert nach Neubefiillung grofier war als
zuvor. Dies ist darauf zuriickzufithren, dass der Grofiteil der in der Kapillare befind-
lichen Fliissigkeit widhrend der Trocknung verdampfte und sich das darin enthaltende
Salz in der Kapillare absetzte. Fiillte man nun die Flusszelle mit Pufferlésung erhielt
man eine Erhchung der Salzkonzentration und somit einen héheren spezifischen Leit-
wert der Elektrolytlosung. Dies ergab nach 2.2.5 auch einen hoheren Leitwert fiir die
Flusszelle. Diese Auswirkung kénnte minimiert werden, indem man versuchen wiirde
mit einer MicorFil-Spritze moglichst viel Pufferlosung aus der Kapillare zu ziehen. Auf
dieses Vorgehen wurde hier verzichtet, da bei jeder Nutzung der MicroFil-Spritze das
Risiko eines Abriebs dieser in der Kapillare besteht und somit einer Verschmutzung oder
schlimmstenfalls einer Verstopfung.

Abschlieend ist noch die Lebensdauer der Flusszellen zu erwéhnen. Es zeigte sich,
dass diese unbefiillt mehrere Monate haltbar sind. Dahingegen zeigten sich bei tagelanger
Befilllung starke Leitwertspriinge bis hin zu riesigen Leitwerterhohungen.

4.5 DNA-Translokationsexperimente

Die Ergebnisse zu den DNA-Translokationsexperimenten werden anhand von drei Kapil-
laren dargestellt. Zum einen an den hier vorgestellten Kapillaren 22, mit einem Leitwert
von 168 nS, und Kapillare 8, mit einem Leitwert von 28 nS. Auflerdem wurden DNA
Translokationen bei Kapillare 6 detektiert, deren Spitze gebrochen war und die einen
Leitwert von 400 nS aufwies. Zuerst werden Kapillare 6 und 22 betrachtet und ausge-
wertet, da diese beide Porendurchmesser iiber 100 nm besitzen. Anschlieend werden
anhand von Kapillare 8 die Vor- und Nachteile eines kleineren Durchmessers betrachtet.
Abschlielend werden die gewonnen Ergebnisse diskutiert und mit den Ergebnissen aus
der Steinbock Arbeitsgruppe [3] verglichen.

Translokationen durch groB3e Poren

Die DNA wurde auflerhalb der Kapillare vor die Pore gegeben. An die Elektrode im
gegeniiberliegenden Reservoir wurde eine Spannung von 40,2 V angelegt. Durch das
entstehende elektrische Feld translokierte die negativ geladene DNA, zu dieser Elektro-
de hin, durch die Pore. Die DNA hatte nun mehrere Mdoglichkeiten durch die Pore zu
gelangen. Der Fall in dem die geringste Stromstérkeédnderung auftrat, ist der, wenn die
DNA ungefaltet, sozusagen als gestreckte Kette, die Pore durchquerte. Hieraus bildeten
sich jetzt mehrere Varianten. Die DNA konnte sich beispielsweise falten und somit dop-
pellagig bzw. mit mehreren Lagen durch die Pore hindurchgehen. Auch war es moglich,
dass die DNA nur partiell mehrlagig war, sodass sich Peaks mit Plateaus ergaben. Eine
andere Moglichkeit war, dass sich die DNA nur in die Pore einfidelt und nicht hindurch-
geht. Dies hatte einen Peak zur Folge, der eine besonders geringe Dauer hatte. Zudem
war es moglich, dass mehrere DNA Molekiile gleichzeitig die Pore in einer der erwéhnten
Varianten durchqueren. Einige Beispiele sind anhand von Kapillare 8 in Abbildung 4.7
dargestellt.
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Abbildung 4.7: Translokationsevents der Kapillare 8 mit einem Leitwert von 28 nS.(a) Ei-
ne Translokation von einer ungefalteten DNA. (b) Eine Translokation ei-
ner doppellagigen DNA. (c) Ein Einfideln der DNA ohne Translokation,
das an der sehr kurzen Dauer zu erkennen ist. (d) Ein Plateaupeak, der
entweder durch partiell mehrlagige DNA oder zwei sich iiberschneidende
Translokationen entstand.

Die aufgenommenen Rohdaten wurde auf Translokationsevents untersucht. Als Er-
kennungsmerkmal fiir ein Event (Peak) wurde eine Abweichung der Stromstdrke von
mindestens viermal der Standardabweichung gewéhlt. Die so erhaltenen Peaks wurden
auf Hohe und Dauer analysiert. Bei Kapillare 6 befanden sich die Stromstirkeéinderung
wéhrend der Events zwischen -60 und -200 pA bei Translokationsdauern von bis zu 2.5
ms bei einem Rauschen von ungefihr 40 pA. In Abbildung 4.8 sind die 273 aufgenom-
menen Events nach Haufigkeiten der Peakhohen aufgetragen und mit einer Multipeak
Gauf3 Funktion gefittet. Es ergeben sich Peaks der Gaufl Funktion bei -113 + 0,6, -148
+ 0,6 und -193 4+ 14,2 pA. Es ist zu erkennen, dass die Hohe dieser Peaks ungefihr ein
Vielfaches von -50 pA ist. Da die PeakhGhen jeweils Vielfache der Stromstérkedinderung
der ungefalteten Translokation sein miissen, ldsst sich hieraus schlieffen, dass der un-
gefaltete Translokations Modus sich nicht ausreichend vom Rauschen abhob und nur
Translokationen von mehrlagiger DNA ausgewertet werden konnten.

Um zu untersuchen, ob es sich um einzelne DNA Stringe handelte die bei einem
Event detektiert worden, wurde die Gesamtladung, die wihrend einer Translokation
am Durchtritt durch die Pore gehindert wurde, betrachtet. In Abbildung 4.8b ist der
Flacheninhalt der Translokationspeaks als Histogramm abgebildet. Sollte es sich immer
nur um einen DNA Strang handeln, sollte das Produkt aus Stromstérkeéinderung und
Translokationsdauer immer gleich sein. Es zeigt sich durch fitten einer Gaufl Kurve ein
Erwartungswert von -89,6 + 1,4 fAs. Die einzelnen Werte, die innerhalb des zweiten
Peaks bei -240,1 £ 2,8 fAs liegen, sind auf Plateau Translokationen zuriickzufiihren, die
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Abbildung 4.8: (a) Stromstérke Histogramm der an Kapillare 6 detektierten 273 Events.
An dieses wurde eine Multipeak Gaufi Funktion gefittet mit Peaks un-
gefdhr bei -113 £ 0,6, -148 £ 0,6 und -193 + 14,2 pA. (b) Auftragung des
Flécheninhalts der an Kapillare 6 aufgenommenen Translokationevents
in einem Histogramm und ein Gauf} Fit mit Peaks bei -89,6 + 1,4 fAs
und -240,1 + 2,8 fAs.

mit der beschriebenen Auswertungsmethode nicht korrekt verarbeitet werden konnten,
und auf die gleichzeitige Translokation von zwei DNA Molekiilen.

Mithilfe der Annahme, dass bei jeder Translokation der DNA die insgesamt blockierte
Ladung durch den Erwartungswert des Flidcheninhalt-Histogramms gegeben ist, kann
man die theoretische Translokationsdauer fiir ungefaltete DNA ndherungsweise berech-
nen,

P Flacheninhalt — —89,6 fAs
0,51y —56,5 pA

=1,59 40,02 ms (4.5.1)

mit der Peakhohe von der doppellagigen DNA Translokation I; und dem Fehler nach
GausB.

Als zweites wird Kapillare 22 mit einem Leitwert von 160 nS betrachtet. Es lieen sich
Events detektieren im Bereich von -85 pA bis -370 pA bei Translokationzeiten bis zu 4,3
ms bei einem Rauschen von ungefahr 30 pA. In Abbildung 4.9 links sind die Peakhthen
der einzelnen Peaks im Histogramm aufgetragen und mit einer Multipeak Gaufl Funktion
gefittet. Es finden sich Peaks bei -140,5 4+ 3,9 pA, -225,9 + 2,1 pA, -312,6 + 1,4 pA.
Die Peaks liegen knapp 85 pA auseinander, was wieder dafiir spricht, dass auch hier
die ungefalteten Translokationen der DNA durch das Auswertungsprogramm nicht vom
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Abbildung 4.9: (a) Stromstérke Histogramm der an Kapillare 22 detektierten 164 Events.
An dieses wurde eine Multipeak Gaufi Funktion gefittet mit Peaks un-
gefdhr bei -140,5 + 3,9 pA, -225,9 + 2,1 pA, -312,6 + 1,4 pA. (b) Auf-
tragung des Flicheninhalts der an Kapillare 22 aufgenommenen Translo-
kationsevents in einem Histogramm und einem Multipeak Gaufl Fit mit
Peaks bei -116,2 £ 3,0 fAs und 265,8 + 4,3 fAs. Aufgrund der beiden
Peaks im dhnlichen Abstand ist zu erkennen, dass hier hdufig zwei DNA
Molekiile gleichzeitig translokiert sind.

Rauschen unterschieden werden konnten.

In Abbildung 4.9b ist die wédhrend der Translokation insgesamt blockierte Ladung
aufgetragen und mit einer Multipeak Gaufl Kurve gefittet. Es zeigen sich zwei Peaks bei
-116,2 £+ 3,0 fAs und 265,8 + 4,3 fAs. Da bei den Translokationen nicht immer die gleiche
Ladung blockiert wurde, deutet dies darauf hin, dass teilweise zwei DNA Molekiile die
Pore gleichzeitig passiert haben. Dies wird durch den ungefihr gleichen Abstand der
Peaks voneinander untermauert.

Wie zuvor kann auch hier ndherungsweise die Translokationsdauer fiir eine ungefaltete
DNA Translokation ermittelt werden

d Flacheninhalt =~ —116,2 fAs
e 0,51y —70,3 pA

=1,65+0,10 ms (4.5.2)

mit der Peakhthe von der doppelagigen DNA Translokation I3 und dem Fehler nach
Gaus.
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Abbildung 4.10: (a) Auftragung der Stromstéirkeénderung gegen die Translokationsdau-
er der an Kapillare 6 gemessen 181 Events, deren gesamt blockierte
Ladung von -89,6 + 60 pA auf eine einzelne Translokation hinweist.
Die schwarze Kurve nutzt Formel 4.5.3 mit den Werten t,,, = 1,59 ms
und I, = 56,5 pA. (b) Auftragung der Stromstirkeéinderung gegen
die Translokationsdauer der an Kapillare 22 gemessen 96 Events, deren
gesamt blockierte Ladung von -109,8 + 60 pA auf eine einzelne Translo-
kation hinweist. Die schwarze Kurve nutzt Formel 4.5.3 mit den Werten
tun = 1,65 ms und I, = 70,3 pA.

Ein genereller Zusammenhang zwischen Stromstérkeabfall I wihrend eines Events und
der Dauer t von diesem, wurde von Li et al. beschrieben [18]

= (4.5.3)

mit [, der Stromstirkednderung wahrend einer Translokation von ungefalteter DNA
und t,, der Dauer dieser. Hierbei ist zu beachten, dass dieser Zusammenhang nur fiir
Events gilt, bei denen DNA Molekiile einzeln die Pore passieren. In Abbildung 4.10 sind
fiir Kapillare 6 und 22 alle Datenpunkte, die dieses Kriterium erfiillen, d.h. deren gesamt
blockierte Ladung sich im geringsten Peak befindet (vgl. Abbildung 4.8b und 4.9b), ab-
gebildet und mittels den ndherungsweise berechneten Werten Formel 4.5.3 aufgetragen.
Bei Kapillare 6 ist der Zusammenhang zu erahnen, wohingegen er bei Kapillare 22 sehr
deutlich zu erkennen ist.
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Abbildung 4.11: (a) Stromstérke Histogram der an Kapillare 8 detektierten 45 Events.
An dieses wurde eine Gaufl Funktion gefittet mit dem Peak bei -56,3
+ 2,2 pA. (b) Auftragung der Translokationsdauern der an Kapillare 8
detektierten Events mit einer Stromstérkednderung von -56,3 + 10 pA.
Die Gaufl Kurve zeigt einen Erwartungswert von 1,54 4+ 0,05 ms fiir
eine ungefaltete DNA Translokation.

Translokation durch kleine Pore

Mit Kapillare 8 gelang es mit der am HIM verkleinerten Pore erfolgreich DNA Translo-
kationsexperimente durchzufiithren. Der am HIM ermittelte Porendurchmesser betrug 31
nm. Es konnte ein Leitwert von 28 nS bestimmt werden. Es wurden 45 Translokations-
events detektiert im Bereich von -35 pA bis -108 pA bei Translokationzeiten bis zu 2,5
ms und einem Rauschen von ungefihr 10 pA. In Abbildung 4.11a sind die PeakhShen
aufgetragen und mit einer Gaufl Funktion gefittet. Es ergibt sich ein Peak bei -56,3 +
2,2 pA. Dies deutet darauthin, dass hier tatséichlich ungefaltete DNA Translokationen
detektiert wurden sind. Aufgrund dessen ist eine direkte Betrachtung der Translokati-
onsdauern der Events um die erwartete Stromstérkednderung von -56,3 pA sinnvoll, da
so die Dauer fiir Translokationen von ungefalteter DNA direkt abgebildet werden kann.
In Abbildung 4.11b sind die Translokationsdauern der Events mit Peakhohen von -56,3
+ 10 pA aufgetragen. Die Gaufl Kurve ergibt einen Erwartungswert von 1,54 4+ 0,05 ms
fiir eine ungefaltete DNA Translokation.

Eine weiterfithrende Auswertung ist aufgrund der geringen Anzahl an Events hier
wenig sinnvoll. Nichts desto trotz konnte gezeigt werden, dass das Rauschen bei ausrei-
chend kleinen Poren sehr gering wird und so die Detektion von einzelnen DNA Molekiilen
erlaubt.
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Tabelle 4.2: Zusammenfassung aller wichtigen Parameter und Ergebnissen zu den Trans-
lokationsexperimenten an Kapillare 6, 8 und 22.

Kapillare 6 Kapillare 22 Kapillare 8
Porendurchmesser >171nm* ~101 nm* 31 nm
elektrischer Leitwert 400 nS 168 nS 28 nS
Rauschen ~40 pA ~30 pA ~10 pA
Anzahl detektierter Events >273 >164 45
Stromstéirkeabfall bei unge-
falteter DNA Translokation -56,5 pA* -70,3 pA* -56,3 pA

Translokationsdauer eines
ungefalteten DNA Molekiils 1,59 4+ 0,02 ms* 1,65 + 0,10 ms* 1,54 + 0,05 ms

Diskussion

In Tabelle 4.2 sind alle wichtigen Parameter und experimentellen Ergebnisse auf einen
Blick aufgelistet.

Es zeigt sich, dass die Ergebnisse fiir die Stromblockade durch eine Translokation einer
ungefalteten DNA und deren Translokationsdauer bei den unterschiedlichen Kapillaren
im Rahmen der Messunsicherheiten iibereinstimmen. Die Abweichung bei Kapillare 22
ist, wie in Abschnitt 4.4 diskutiert wurde, auf die erhéhte Salzkonzentration nach der
Neubefiillung zuriickzufithren. In Abschnitt 2.2 wurde bereits erwihnt, dass der Abfall
der Stromstéirke mit der Konzentration des Puffers zusammenhéngt. Der hier beobachte-
te Unterschied l&sst sich gut mit den Ergebnissen von Steinbock et al. iiber den Einfluss
der Salzkonzentration in Einklang bringen [14]. Ebenso lassen sich die von Steinbock
et al. festgestellten Werte fiir die Stromstérkesenkung wahrend der Translokation von
ungefihr -43 pA auf diese Weise in Einklang bringen, da dort ein 0.5 M KCI Puffer
genutzt wurde, wiahrend hier ein 1 M KCI Puffer genutzt wurde. Ebenso steht die von
Steinbock et al. beobachtete Translokationsdauer von 1.56 ms [3] im Einklang mit den
hier gemessenen Zeiten.

Somit deutet die Konsistenz der Ergebnisse untereinander und im Vergleich mit de-
nen der Arbeitsgruppe um Steinbock darauf hin, dass die Experimente erfolgreich durch-
gefithrt wurden und DNA Translokationen detektiert werden konnten. Es lief} sich zeigen,
dass das Rauschen bei Kapillaren mit Porendurchmesser iiber 100 nm zu grof} ist, um
ungefaltete DNA Molekiile zu detektieren. Jedoch lieflen sich ndherungsweise aus dem
gefalteten Zustand gute Ergebnisse fiir die Translokationen von ungefalteter DNA be-
stimmen. Bei der Pore, die deutlich kleiner als 100 nm war, war das Rauschen sehr gering
(~10 pA) und erlaubte so die Detektion von ungefalteter DNA. Es zeigte sich weiterhin,

*Diese Werte wurden aus den vorhandenen experimentellen Daten ndherungsweise bestimmt.
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4.5 DNA-Translokationsexperimente

dass die Haufigkeit der detektierten Events bei kleineren Poren geringer war. Zudem
wurden bei den grofleren Poren teilweise sogar Events detektiert, bei denen mehrere
DNA Molekiile gleichzeitig die Pore durchquerten.
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5 Restimee und Ausblick

5 Resiimee und Ausblick

Mit dem Ziel dieser Arbeit aufbauend auf den Ergebnissen von Armin Grundmann mit-
hilfe von Nanokapillaren aus Quarz-Glas DNA Molekiile mit der Coulter-Counter Metho-
de zu detektieren und zu analysieren, wurden die am Mikropipettenzieher hergestellten
Nanokapillaren am Helium-Ionen-Mikroskop abgebildet und bearbeitet, sodass sich eine
Reduktion des Porendurchmessers ergab. Dies geschah durch eine Verformung der Spit-
ze, durch den beim Abbilden mit dem HIM einwirkenden Ionenstrom. Es zeigte sich,
dass ein manuelles Anpassen der Parameter wihrend des Reduktionsvorgangs, vor allem
dem gezielten Abbilden von Teilen des Porenrandes, zu den besten Ergebnissen fiihrte.
Die so hergestellten Kapillaren erreichten Durchmesser weit unter 100 nm und wurden
in eine Flusszelle aus PDMS eingebaut und mit einem fiir diesen Versuch angesetzten 1
M KCI Puffer befiillt. Es wurden experimentell unterschiedliche Befiillmethoden getes-
tet, um die Nanokapillare blaschenfrei zu befiillen und so einen elektrischen Fluss durch
diese zu ermoglichen. Die zwei Erfolg zeigenden Ansétze, mittels Isopropanol Vorfiillung
oder direkte Befiillung mit dem Puffer, wurden im Rahmen dieser Arbeit vorgestellt.
Das Verhalten der befiillten Flusszelle wurde qualitativ untersucht und zeigte, dass eine
Messung moglichst innerhalb der ersten 24 Stunden nach Befiillung erfolgen sollte, da
ansonsten storende Effekte auftreten.

Es zeigte sich fiir die Isopropanol Methode, dass der sich ergebende Leitwert am An-
fang noch stark durch im System verbleibendes Isopropanol beeinflusst war, sodass eine
Messung erst nach Tagen erfolgen konnte, was die Methode bei dieser Zielsetzung un-
brauchbar machte. Somit blieb die direkte Befiillung mit Puffer als bessere Alternative.
Hierbei war jedoch das Gelingen einer bldschenfreien Befiillung der Kapillare der Son-
derfall. Trotz vielen hier nicht diskutierten Ansétzen konnte keine zufriedenstellende
Befiillmethode gefunden werden.

Bei den Flusszellen, bei denen die Befiillung gelang, lielen sich gréfitenteils erfolgreich
Leitwert Bestimmungen und DNA Translokationsexperimente durchfiihren und Ergeb-
nisse erzielen, die mit denen anderer Arbeitsgruppen im Einklang stehen [3]. Bei der
Kapillare mit einem Porendurchmesser von 31 nm konnten einzelne ungefaltete DNA
Molekiile detektiert werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass bei Kapillaren mit Po-
rendurchmessern knapp iiber 100 nm, nur der ungefaltete Zustand der Translokation sich
nicht stark genug vom Rauschen abhob. Anhand der gefalteten Translokationen konnte
in guter Naherung auf den ungefalteten Zustand geschlossen werden.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen konnen die Nanokapillaren aus Quarz-Glas in den
Aufbau einer Optischen Pinzette eingebaut werden und so gezielte DNA Translokatio-
nen ermoglichen. Dafiir wére es notig die Flusszelle von oben mit einem Deckglas mit
Hilfe von Kleber zu verschlielen. Dies bringt neue Schwierigkeiten fiir die ohnehin schon
problematische Befiillung mit sich. Zudem sind die Nanokapillaren mit ihrem Durchmes-
ser von 0,5 mm zu grof um in die vorhandene Messeinrichtung integriert zu werden, da
der Arbeitsabstand der Optische Pinzette 0,25 mm betrégt. Der Abstand von 0,25 mm
entspricht dem Abstand vom Rand der Kapillare bis zur Spitze. Hinzu kommt jedoch
noch die Dicke des Deckgldschens von 0,14 mm, wodurch der Arbeitsabstand zu grof3
wird. Somit miisste die Kapillare entweder durch eine Diinnere ersetzt werden oder das
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Objektiv der Optischen Pinzette gegen ein weniger brechendes ausgetauscht werden, so-
dass es einen grofleren Arbeitsabstand erlaubt. Des weiteren ist eine Erweiterung des
Auswertungsprogramms fiir die Analyse der Events notwendig.

Abschlielend ldsst sich sagen, dass das Anwenden der Coulter-Counter Methode an
den Nanokapillaren aus Quarz-Glas erfolgreich durchgefithrt wurde und dass das Expe-
riment, bei erfolgreicher bldschenfreier Befiillung der Kapillare, eine hohe Erfolgsquote
aufweist. Das Problem das zukiinftig weiter untersucht werden muss, um mehr Ergeb-
nisse zu erzielen, ist das blaschenfreie Befiillen der Kapillare.
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