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1 Einleitung

Die Experimente an einzelnen Molekiilen sind ein wesentlicher Bestandteil der Biophysik und
helfen dabei Erkenntnisse zur Beschreibung biologischer Systeme auf molekularer Ebene zu
erhalten. Durch die Auswertung und den Vergleich sehr vieler auf diesem Weg gewonnener
Informationen iiber biologische Zusammenhdnge wird im Laufe der Zeit ein immer
allgemeingiiltigeres Verstandnis fiir die komplexen Ablaufe innerhalb von Zellen und biologischen
Systemen ermoglicht. Mittels zahlreicher Messungen und unterschiedlichster Methoden wird sich
so in kleinen Schritten der vollstindigen Beschreibung des relevanten biologischen Systems

angendhert.

Die Experimente dieser Arbeit sollen neuer Erkenntnisse im Bereich der kontrollierten
Translokaktion von DNA-Doppelstrangen durch Festkorper-Nanoporen und die hierbei
wirkenden Kréfte erzielen. Bei diesen als auch dhnlichen biophysikalischen Versuchen bietet die
Verwendung der Optischen Pinzette im Vergleich zu anderen Methoden immense Vorteile. Sie
kann sowohl Kréfte im unteren Piconewton-Bereich detektieren als auch ausiiben, ebenso stellt es
kein Problem dar Biomolekiile unter physiologischen Bedingungen zu studieren. Die Optische
Pinzette ermdglicht, unter Verwendung eines fokussierten Laserstrahls, das beriihrungslose
Fangen und nanometergenaue Manipulieren von Mikrokiigelchen in verschiedenen Fliissigkeiten.
An diese gefangenen Mikrokiigelchen konnen Biomolekiile immobilisiert und deren mechanische
Eigenschaften, bestehende Bindungen und eintretende Konformationsidnderungen genauer
untersucht werden. Bei Translokations-Experimenten mit der Optischen Pinzette wird ein zuvor
gefangenes Kiigelchen mitsamt einem anhaftenden polaren oder polarisierbaren Biomolekiil in
die Ndhe einer winzigen Pore in einer elektrisch isolierenden Membran gebracht. Ein variierbares
Transmembranpotential veranlasst das Biomolekiil sich in die Pore einzufideln ohne diese jedoch
komplett zu durchschreiten, da ein Ende des Molekiils noch am Mikrokiigelchen anhaftet. Jede
eingeleitete Bewegung des Mikrokiigelchens tubertragt sich demzufolge unmittelbar auf das
Biomolekiil, dessen Position in der Pore sich daher genau manipulieren lasst. So bietet sich bei der
Immobilisierung von DNA-Striangen an das Kiigelchen die Moglichkeit fiir sehr genaue Messungen
der wirkenden Krafte und des durch das Biomolekiil beeinflussten Ionenstroms durch die Pore.
Dartiber hinaus kénnen Energielandschaften des Molekiils studiert werden und eventuell bietet

sich langfristig sogar die Moglichkeit zur DNA-Sequenzierung.!

Flir aussagekraftige Messungen werden Nanoporen, also Locher mit einem Durchmesser weniger
Nanometer, in moglichst diinnen Membranen bendétigt. Je diinner die verwendete Membran desto

sensitiver sind die Experimente und umso besser konnen aus den gewonnen Daten die
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angestrebten Riickschliisse auf die mechanischen und elektrischen Wechselwirkungen zwischen
DNA und Nanopore gezogen werden. Es existiert eine Reihe extrem diinner Materialien, das
Bekannteste ist wohl Graphen.2 Gerade dieses hat sich jedoch in vorausgegangenen Arbeiten als
ungeeignet fiir Experimente mit der Optischen Pinzette erwiesen.3# Als alternativer potentieller
Kandidat hat sich Molybdandisulfid (MoS;) herausgestellt.3 Zielsetzung dieser Arbeit ist die
ausfiihrliche Evaluierung von Molybdandisulfid-Monolagen fiir DNA-Translokationsexperimente
an Nanoporen. Die hierzu bendtigten Nanoporen werden selbst angefertigt, weshalb die
Schilderung und Darstellung der vereinzelt recht aufwendigen Praparationsschritte einen

gewichtigen Teil der vorliegenden Arbeit ausmacht.

Im Kapitel Grundlagen wird eine Einfiihrung in die theoretischen Hintergriinde gegeben die zum
Verstdndnis des Experiments und dessen Auswertung benotigt werden. Einleitend wird auf den
genauen molekularen Aufbau von DNA-Molekiilen eingegangen, gefolgt von den physikalischen
und chemischen Eigenschaften der zu evaluierenden MoS;-Nanoporen. AnschliefSend wird das
Augenmerk auf das Funktionsprinzip der Optischen Pinzette gelegt. Das dritte Kapitel widmet sich
zuerst dem Versuchsaufbau der durchgefiihrten Experimente, dann ausfiihrlich der Praparation
der Proben und beschreibt dariiber hinaus noch den typischen Ablauf einer Messung. Zur
Beantwortung der grundlegenden Fragestellung, der Eignung von MoS,;-Nanoporen fiir
Translokationsexperimente mit der Optischen Pinzette, werden die gewonnenen Daten im 4.
Kapitel analysiert und interpretiert. Das letzte Kapitel zieht schliefdlich Bilanz {iber die

gewonnenen Erkenntnisse und gibt einen Ausblick auf mogliche Folgeexperimente.
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2 Grundlagen

Dieses Kapitel beschaftigt sich mit den theoretischen Grundlagen, die zum Verstindnis des
Experiments und dessen Auswertung notwendig sind. In dieser Arbeit soll die Moglichkeit
erkundet werden, in wie weit sich Molybdandisulfid fiir Festkorpernanoporen-Experimente
eignet. Deshalb wird im ersten Unterkapitel als Grundlage kurz der Aufbau und die Struktur von
DNA behandelt. Im anschliefRenden Teil erfolgt die theoretische Beschreibung von Nanoporen,
speziell in Molybdéndisulfid, sowie eine Beschreibung der Krafte, die bei einer Translokation
durch eine diinne Membran auf einen DNA-Strang wirken. Der letzte Teil dieses Kapitels
beschaftigt sich mit den physikalischen Hintergriinden der Optischen Pinzette, die zur Steuerung

der Translokation eingesetzt wird.

2.1 DNA

DNA, desoxyribonucleic acid, (also Desoxyribonukleinsdure, DNS) ist ein langes Polymer, welches
bei allen Lebewesen die Aminosduresequenz zum Aufbau von Proteinen in kodierter Form
enthalt. Damit sind in ihr simtliche genetische Informationen fiir die biologische Entwicklung von

Zellen und Organismen gespeichert.

Doppelstrangige DNA (dsDNA) besteht aus 2 langen Molekiilketten, die schraubenférmig
umeinander gewunden sind und damit eine Doppelhelix-Struktur einnehmen. Jede dieser beiden
Molekiilketten besteht dabei aus einer abwechselnden Anordnung von Phosphorsiureresten und
Desoxyribosemolekiilen (Zucker). An die Zuckermolekiile sind jeweils eine der vier Basen, Adenin,
Thymin, Guanin oder Cytosin gebunden, welche zur Innenseite der Doppelhelixstruktur hin
ausgerichtet sind und aufgrund der zwei Einzelstriange jeweils
ein Basenpaar in der Mitte ausbilden. In dieser Abfolge von
Basenpaaren entlang der Doppelhelix sind samtliche
Erbinformationen enthalten, jeweils in Kodierungseinheiten

von 3 aufeinander folgenden Basenpaaren (Basentriplett)

welches im genetischen Code fiir eine Aminosadure steht. Ein
DNA-Doppelstrang kann in eukaryotischen Zellen, als lange Abb.2.1.1: Aufbau eines

Kette betrachtet, mehrere Meter lang sein und liegt deswegen Nukleotids (Phosphatrest

duflerst organisiert und dicht gepackt im Zellkern vor. Zucker und Base)
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Die Nukleinsduresynthese der einzelnen Nukleotid-Bausteine zu einem DNA-Einzelstrang wird
erreicht, indem zwei Verknlipfungsstellen ungebundener Nukleotide, unter Abspaltung von
Diphosphat, eine Verbindung eingehen. Diese reaktiven Enden jedes Nukleotids sind zum einen
die 3‘-Hydroxylgruppe sowie das phosphorylierte 5-Ende der Desoxyribose. Initial bildet die
Hydroxylgruppe des 3‘-C-Atoms der Ribose mit dem am 5‘-C-Atom gebundenem Phosphat eines

benachbarten Nukleotids eine kovalente Phosphodiester-Bindung aus.

i
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Abb. 2.1.2: Chemische Bindungsverhaltnisse eines DNA-Doppelstranges>

Durch die eingefiihrten Bezeichnungen ist es mdglich, dem sich bildenden Einzelstrang eine
eindeutige Richtung zu geben, die Direktionalitit von Nukleinsdurestrangen ist vom 5‘- zum 3‘-
Ende definiert. Zwei auf diese Weise synthetisierte DNA-Einzelstrange formieren sich in der Natur
unter physiologischen Bedingungen zu einer B-DNA genannten Doppelhelix-Struktur. Hierbei
werden die zwei Einzelstrdnge durch entgegengesetzte Aneinanderlagerung iber
Wasserstoffbriickenbindung zwischen den komplementidren Basenpaaren zusammen gehalten
und iiber Stapelwechselwirkung benachbarte Paare stabilisiert.6 Da jedes DNA-Basenpaar des
fertigen Doppelstranges iiber zwei negativ geladene Phosphatreste verfiigt, besitzt der komplette
Strang zwei negative Elementarladungen e- pro Basenpaar.” Aufgrund des negativ geladenen
Riickgrats der DNA kann diese im spdteren Verlauf mittels eines elektrischen Feldes manipuliert
werden. Der Abstand zwischen zwei benachbarten Basenpaaren betragt tiblicherweise 0,34 nm,8
der Durchmesser der Doppelhelix, also die horizontale Ausdehnung eines Basenpaares, samt der

beiden Zuckermolekiile auf welchen sie verankert sind betrigt dagegen ca. 2 nm.>
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In sdmtlichen in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten, wird die
doppelstrangige DNA (dsDNA) des Virus Lambda-Phage, welcher das
Bakterium Escherichia coli als Wirt hat, verwendet. Diese A-DNA
besitzt 48 502 Basenpaare (bp), eine Konturlidnge von Lo=16,5um und

liegt urspriinglich, wie flir prokaryotische DNA {iblich, zirkular, das

heifst in Form eines in sich geschlossenen Ringes vor.® Um die
benotigten linearen dsDNA-Strdnge zu erhalten, werden die
zirkuldren DNA-Ringe an einer Stelle aufgebrochen, der so

resultierende Strang besitzt an beiden Enden {iberstehende Basen

(sticky ends).

5-GGGCGGCGACCTCGCGGGT.nmvrmrrrrrrrnnee GTTACG-3'
3-GCGCCCA.....ccevirrrrrenns CAATGCCCCGCCGCTGGA-5

Abb. 2.1.4: Basen eines aufgebrochenen A-DNA-Doppelstrangs

An den diesen 12 ungepaarten Basen pro Strangende (siehe Abb.

2.1.4) konnen mit zusatzlichen Molekiilen versehendende Nukleotide
Abb.2.1.3: angebracht werden, um die A-DNA zu funktionalisieren. In dieser
DNA-Doppelhelix10 Arbeit wird A-DNA verwendet die an einem Ende mit Biotin versehen
ist. Es ist zu bemerken, dass lineare A-DNA in einer wassrigen Puffer-

Losung, die unbedingt notwendig ist, um eine Zerstérung durch Austrocknen zu verhindern, nie
als ausgestreckter Strang, sondern stets zusammengeknduelt vorliegt, da dies energetisch
glinstiger ist. Die umgebenden Wassermolekiile iiben einen Impuls auf die DNA aus und knaulen
sie so zusammen. Dem entgegen wirkt die Steifigkeit des DNA-Stranges, denn das elektrisch
negativ geladene Zucker-Phosphatrest-Riickgrat verhindert durch seine sich selbst abstofiende
Kraft, dass der Strang zu stark geknickt werden kann. Aus dem Gleichgewicht zwischen diesen
beiden Kraften, dem Wasserimpuls und der Steifigkeit des Riickgrats resultiert ein Knduel dessen

Durchmesser, je nach lonenzusammensetzung der wassrigen Puffer-Losung, variiert.

Die theoretische Beschreibung des elastischen Verhaltens eines dsDNA-Strangs erfolgt am besten
tiber das Worm-Like-Chain-Modell (WLC).11 Bei diesem Modell wird die Beweglichkeit des
Molekiils im Vergleich zu den alternativen Modellen Freely-Jointed-Chain (FJC) und Freely-
Rotating-Chain (FRC) stark eingeschrankt, dieses also versteift. Zur Beschreibung der
Biegesteifigkeit wird die Persistenzlidnge £, eingefiihrt. Diese gibt die mittlere Liange an, liber die
das theoretisch beschriebene Molekiil eine einmal eingenommene Konformation behauptet. Fiir

dsDNA betrat die Persistenzldnge ¢, unter physiologischen Bedingungen 53 +2nm.12 Aus der
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folgenden, sich aus dem WLC-Modell ergebenden, Interpolationsformel kann die Linge eines

DNA-Strangs bei einer anliegenden Kraft berechnet werden:3

‘ 4L, ()
2

In den Experimenten dieser Arbeit werden typische Krifte von 5pN auf die doppelstrangige A-
DNA mit einer Konturldnge von Lo=16,5um wirken. Durch Anwendung der obigen Formel kann
die Lange, welche die DNA durch ihre elastischen Eigenschaften bei einer anliegenden Kraft von

5pN einnimmt, auf einen Wert von 15,5 pm bestimmt werden. Sie verkiirzt sich also um 1,0 um.

Wie schon erwdahnt, ist die hier verwendete A-DNA an einem Ende biotinyliert und somit in der
Lage hoch affine Bindungen einzugehen. Fiir die folgenden Experimente wird die Bindung von
Biotin an Streptavidin-Komplexen ausgenutzt, welche eine der stirksten bekannten

nichtkovalenten biologischen Bindungen darstellt.14.15

Abb. 2.1.4: Stabchenmodell eines Biotin-Molekiils (links), Cartoon-Darstellung eines Streptavidin-

Monomers (mitte), Biotin in Streptavidin-Bindungstasche (rechts)

Das Protein Streptavidin ist ein aus vier identischen Untereinheiten (Monomere) aufgebauter
Tetramer. Die Sekundarstruktur einer einzelnen Untereinheit besteht dabei hauptsachlich aus -
Faltblattern, welche sich taschenférmig umeinander wickeln und aufgrund dieser Form das relativ
kleine Biotinmolekiil in die Mitte der Tasche einlagern konnen. Die Oberflachen der spater in

dieser Arbeit verwendeten Mikrokiigelchen sind mit Streptavidin funktionalisiert.
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Um von einem gegebenen DNA-Strang auf dessen exakte Abfolge der eingebauten Basen schliefden
zu konnen, wird das Verfahren der DNA-Sequenzierung verwendet. Die Sequenzierung kann
mittels vieler Verfahren, beruhend auf diversen Methoden!! durchgefiihrt werden, welche hier
nicht alle aufzufiihren sind. Allen gemeinsam ist jedoch die Beschriankung der Liange des zu
sequenzierenden DNA-Strangs auf etwa 1000 bp.16 Das kleinste Genom eines Lebewesens besteht
aus ca. 500kbp!7 und das menschliche Genom aus ca. 3,2 Gbps. Aufgrund der Langenbeschrankung
der gegenwartigen Sequenzierungsverfahren miissen die zu untersuchenden DNA-Striange aktuell
zuerst vervielfaltigt, dann zerteilt, spater die Sequenz bestimmt und hinterher die gewonnen
Informationen wieder zusammengesetzt werden. Da viele Genome hochrepetitive Sequenzen
enthalten, also sich haufig wiederholende Basenabfolgen, stellt der letzte Schritt, das
Rekonstruieren der korrekten Anordnung der gewonnen Informationen, augenblicklich die grofite
Herausforderung dar.!®8 Die im nachsten Unterkapitel aufgezeigte DNA-Sequenzierung tiiber
Nanoporen, auch Sequenzierung der 3. Generation!® genannt, unterliegt weder der erwahnten
Langeneinschrankung noch miissen im Nachhinein Informationsfragmente aufwandig

zusammengesetzt werden.
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2.2 Festkorpernanoporen

Unter dem Begriff Festkérpernanoporen sind Lécher von wenigen Nanometern Durchmesser in
diinnen Membranen zu verstehen. Im Gegensatz zu natiirlich vorkommenden biologischen
Nanoporen wie sie auf zellulirer Ebene fiir Transportprozesse auftreten, miissen
Festkdrpernanoporen erst in meist aufwendigen Prozessen angefertigt werden. Sie kénnen dann
jedoch als Modellsystem in der Grundlagenforschung dienen, um zum Beispiel Austauschprozesse

innerhalb von Zellen besser erforschen zu konnen.

Als Plattform fiir DNA-Nanoporen-Experimente dienen unter anderem mit Poren préparierte
Siliziumoxid (Si0z) Chips mit diinnen Siliziumnitrid (SizN4+) Membranen,2® durch welche bereits
2003 erste DNA Translokationen durchgefiihrt wurden.?! Spatestens seit der Entdeckung von
Graphen (Nobelpreis 2004) ist ein zunehmendes Interesse an zwei-dimensionalen Materialen
(2D-Materialien) entstanden und deren neuartigen Eigenschaften sind Gegenstand der aktuellen
Forschung. In dieser Arbeit wird untersucht, ob sich der Halbleiter Molybdandisulfid?z (MoS,) als
geeignetes extrem diinnes Material fiir DNA-Translokationen eignet. Im Gegensatz zu Graphen
und Graphen-analogen 2D-Materialien wie Bornitrid23 (BN) oder Germanen?* (Ge) besteht
Molybdandisulfid nicht aus einer einzelnen Lage kovalent gebundener Atome, sondern aus einer
Sandwichstruktur aus drei Atomlagen. Die Kristallstruktur ist hexagonal und die zentrale Schicht
Molybdan-Atome wird kovalent zwischen zwei Lagen von Schwefel-Atomen eingeschlossen
(siehe. Abb. 2.2.1). In MoS:-Kristallen sind diese dreilagigen Schichten nur durch vergleichsweise
schwache nicht-kovalente Wechselwirkungen mit einander verbunden und so ist es relativ einfach
moglich einzelne Molybdandisulfid-Schichten gegeneinander zu verschieben oder als Monolage

abzutrennen.

Abb. 2.2.1: Molybdéandisulfidmonolage im Kalotten-Modell (links), Seitenansicht (mitte) und
Draufsicht (rechts) im Stidbchenmodell, Molybdan (blau) Schwefel (gelb)

Die Schichtdicke einer Molybdandisulfid-Monolage betragt 0,67 nm.2> Somit bewegt sich das
Volumen einer Nanopore dieses Materials in der fiir DNA-Translokations-Experimente und DNA-
Sequenzierung bendtigen Grofienordnung. Im vorherigen Kapitel wurde der Abstand zweier

benachbarter Basenpaare eines DNA-Doppelstranges mit 0,34 nm angegeben, folglich kdnnen sich
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innerhalb einer MoS;-Monolagen-Pore geringen Durchmessers wahrend einer DNA-Translokation

zwei, im unglinstigsten Fall drei, Basenpaare gleichzeitig befinden.

Um ein Verstandnis fiir die Krafte zu erhalten, die auf einen DNA-Doppelstrang in einer Nanopore
wirken, werden exemplarische Situationen, wie sie in den folgenden Experimenten dieser Arbeit
haufiger auftreten, detaillierter betrachtet. Die elektrisch isolierende MoS;-Membran mit der
zuvor praparierten Nanopore trennt zwei Kompartimente. Hierbei handelt es sich um zwei
Fliissigkeitsreservoire, die mit wasserigem Puffer, versetzt mit DNA-Strangen, gefiillt sind. Die
genaue Zusammensetzung des Puffers wird in Kapitel 3.2.5 beschrieben. Jegliche Partikel und
Ionen miissen, um von einem zum anderen Reservoire zu gelangen, die Nanopore passieren.
Oberes und unteres Reservoir sind so kontaktiert, dass eine Spannung angelegt und der induzierte
Ionenstromfluss des Puffers durch die Pore gemessen werden kann. Wird eine
Transmembranspannung U angelegt, werden die in der wassrigen Lésung befindlichen DNA-
Strange, dem elektrischen Feld folgend, durch die Pore gezogen. Dies dhnelt dem Aufbau und
Prinzip der Coulter-Counters,2627 jedoch findet der Porendurchtritt der DNA-Strange nicht
aufgrund eines Druckgradienten, sondern durch die Wirkung des angelegten elektrischen Feldes
auf das negativ geladene Riickgrat des DNA-Stranges statt. Dieser Vorgang wird freie

Translokation genannt und ist in der folgenden Abbildung skizziert.

@_‘ DNA @_' DNA

MoS;- MaoS;-
1 Monolage A1 Monolage

Abb. 2.2.2: Verschiedene Konformationsmoglichkeiten von DNA-Doppelstrangen bei der freien

Translokation

Durch die kontinuierliche Messung der lonenstromstarke wahrend einer DNA-Translokation ist es
moglich, die Anderung der Stromstirke in Relation zum aktuellen Abschnitt des Molekiils
innerhalb der Pore zu setzten. Eine DNA-Sequenzierung beruhend auf der Messung der
lonenstromstarke! ware theoretisch moglich, wenn die in der Nanopore lokalisierte Base eine
eindeutig messbare Anderung des Stroms bewirkt. Fiir A-DNA mit ihren 48502 Basenpaaren
betragt die typische freie Translokationszeit durch eine Festkérpernanopore jedoch nur wenige
Millisekunden.28 Fiir eine mogliche Bestimmung der Basen allein aus dem Stromsignal heraus

geschieht die freie Translokation somit viel zu schnell. Ferner ist es bei der freien Translokation



2 Grundlagen 11

nicht kontrollierbar in welcher Konformation der Strang die Pore passiert. Es ist zum Beispiel
moglich, dass ein Strang die Pore schlaufenformig, wie in Abbildung 2.2.2 rechts skizziert,
passiert. In diesem Fall konnen aus der kombinierten Beeinflussung des Stromsignals mehrerer
gleichzeitig in der Pore lokalisierter Basenpaare ebenfalls keine Riickschliisse auf die

Basensequenz gezogen werden.

Um einen DNA-Strang fiir eine moglichst genaue Messung langsam, kontrolliert und sogar
reversibel durch die Nanopore zu fadeln werden fiir diese Arbeit die zu untersuchenden DNA-
Strange an Mikrokiigelchen immobilisiert und mit Hilfe einer ,Optischen Pinzette“ unter der

Nanopore gehalten.

‘@" DNA
MOSz-
1 Monolage /

Abb. 2.2.3: Prinzip der kontrollierten Translokation mit Hilfe der Optischen Pinzette

Das Prinzip der Optischen Pinzette wird im nachsten Unterkapitel ausgiebig behandelt, wichtig ist,
dass mit ihrer Hilfe ein Mikrokiigelchen in Fliissigkeit bewegt oder festgehalten werden kann. Die
Immobilisierung des DNA-Strangs an dem Mikrokiigelchen geschieht iiber eine Biotin-
Streptavidin Bindung wofiir, wie im Kapitel 2.1 beschrieben, die verwendete A-DNA an einem

Ende biotinyliert und die Oberflache des Kiigelchen mit Streptavidin funktionalisiert ist.

Anstatt wie zuvor ungehindert, komplett und viel zu schnell die Pore zu passieren, wird der DNA-
Strang ab einer bestimmten Linge von dem anhaftenden Mikrokiigelchen gehindert sich weiter
durch die Pore zu bewegen und die elektrische Kraft auf den DNA-Strang wird von der Haltekraft
des Kiigelchens kompensiert. Die Starke der elektrischen Kraft F=Q-E auf das Kiigelchen kann mit
einigen bekannten Parametern theoretisch bestimmt werden. Wie schon erwahnt wirkt das, sich
durch die angelegte Spannung gebildete, elektrische Feld auf die zwei negativen
Elementarladungen pro Basenpaar des DNA-Riickgrats. Da die verwendete MoS;-Monoalge mit
der Dicke d von 0,67nm elektrisch isolierend ist fallt das komplette E-Feld allein iiber der

Nanopore ab.
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Die Netto-Ladung Q dieser Region kann berechnet werden indem die durchschnittliche Anzahl

von Basenpaaren (bp) innerhalb der Pore ermittelt wird:

2 20

Q bp  0,34nm

[0,67 nm =3,94[8" =6,31007°C an

Bei den Experimenten dieser Arbeit betragt die angelegte Spannung U durchschnittlich 50 mV, das

sich bildende elektrische Feld E in der Pore ergibt sich zu:

E=—=——=74,63 — (111)

Die Kraft auf das Kiigelchen beléuft sich also auf:

F=Q[E=6,3100""C [74,63 MV 4700 Y =y PN v
m m

Somit muss von der Optischen Pinzette theoretisch die Kraft von 47 pN aufgebracht werden, um
den eingefdadelten DNA-Strang daran zu hindern, dem elektrischen Feldes weiter zu folgen und die
Pore vollstandig zu passieren. Mittels optischer Beobachtung des Kiigelchens, detaillierter in

Kapitel 3.1 erldutert, kann diese Kraft genau gemessen.

In der Realitdt unterscheidet sich aufgrund verschiedener Effekte die gemessene von der
theoretisch bestimmten Kraft. Eine Hauptursache ist der elektroosmotische Fluss, dieser bildet
sich wenn ein elektrisches Feld auf eine Pufferlésung wirkt, welche im Kontakt mit einer
geladenen Flache steht. Dieser Fluss flief3t, aufgrund der Zusammensetzung, der in dieser Arbeit
verwendeten Pufferlosung, entgegengesetzt der Richtung in der die DNA gezogen wird. Die
Geschwindigkeit ist abhdngig vom pH-Wert und lonenkonzentration der Pufferlésung sowie
deren Temperatur.2? Durch hydrodynamische Reibungskrifte an dem eingefadelten DNA-Strang
sorgt der Fluss dafiir, dass die mit der Optischen Pinzette gemessenen Krifte wesentlich geringer
als die mit einem vereinfachten Modell berechneten Werte ausfallen konnen.3® Bei der
Einfidelung von mehr als einem DNA-Strang erfolgt durch kooperative Effekte zwischen den
einzelnen elektrochemischen Abschirmschichten der DNA-Striange eine Verstirkung des
elektroosmotische Flusses. Dieser zusatzliche Fluss ist der Grund, dass die gemessene Kraft nicht

proportional mit der Anzahl eingefadelter Strange ansteigt, sondern leicht geringer ausfallt.31
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Die Messung der Kraft, die aufgewendet werden muss, um einen zuvor eingefadelten DNA-Strang
langsam wieder aus der Pore herauszuziehen, kann mittels der Optischen Pinzette prazise
durchgefiihrt werden und stellt in Kombination mit der Auswertung des parallel hochfrequent
aufgezeichneten lonenstroms einen vielversprechenden Schritt zur DNA-Sequenzierung tiiber
Nanoporen dar. Durch die gezielte Steuerung des Mikrokiigelchens wahrend der kontrollierten
Translokation ist es méglich einen ausgewahlten Abschnitt oder den ganzen DNA-Strang beliebig

oft, in frei wahlbarer Geschwindigkeit und reversibel zu untersuchen.
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2.3 Optische Pinzette

In diesem Kapitel wird das Wirkungsprinzip der Optischen Pinzette anschaulich gemacht. Die
Optische Pinzette basiert darauf, dass Photonen bei Reflexion und Brechung in einem Medium
einen, wenn auch nur sehr geringen, Impuls auf dieses Medium iibertragen. Die erste Arbeit, die
diesen Effekt der Optischen Falle beschreibt, wurde bereits 1970 vom amerikanischen Physiker
Arthur Ashkin veroffentlicht, welcher den Strahlungsdruck von Laserlicht untersuchte. Dabei
stellte er fest, dass Teilchen zum Fokus des Strahls hingezogen wurden.32 Spéater gelang es ihm,
Teilchen mit nur einem Laser auch in allen drei Raumdimensionen festzuhalten.33 Eine
Weiterentwicklung dieser Apparatur von Ashkin‘s ehemaligem Kollegen, dem Physiker Steven
Chu, zum Abkiihlen und Festhalten von einzelnen neutralen Atomen mit Laserlicht,3435 wurde

1997 mit dem Nobelpreis fiir Physik ausgezeichnet.

Auf ein Teilchen in einem Laserstrahl wirken mehrere Krafte, welche auf einem Impulsiibertrag
der Photonen auf das Teilchen bei Absorption und/oder Brechung/Reflexion des Lichtes beruhen.
Erstens wirkt der so genannte Strahlungsdruck in Ausbreitungsrichtung des Laserlichts. Fiir den
Extremfall von einem vollstindigen Impulsiibertrag des Laserlichts auf das Teilchen (totale
Absorption) folgt mit:

d E

=_dp _
F__t (Newton) (V) und P‘? (Einstein) (VI)

(F & Kraft, p 2 Impuls, t 2 Zeit, E £ Energie, ¢ 2 Lichtgeschwindigkeit)

eine Abschatzung der auf das Teilchen wirkenden Kraft von:

F=—=——=— (Vi)
(P £ Leistung)

Bei einer Laserleistung von 1 mW ergibt sich daraus eine Kraft von 3,3 pN. Diese Kraft steigt linear

mit wachsender Laserleistung und fallt mit zunehmender Transparenz der Teilchen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Teilchen sind transparente Mikrokiigelchen mit einem
Durchmesser sehr viel grofler als das verwendete Laserlicht (d>>A). Die Wechselwirkung mit
elektromagnetischen Wellen fallt hierdurch in den Bereich der Mie-Streuung und im Folgenden
konnen alle auftretenden Krafte anschaulich mittels geometrischer Strahlenoptik beschrieben

werden.36
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Flir die Realisierung der Optischen Falle wird ein Laser in der Grundmode TEMyo und damit einem
gaufdformigen Strahlenprofil verwendet. Dies bedeutet, dass die Lichtintensitdt des Laserstrahls
nicht iiber den gesamten Strahlquerschnitt identisch hoch ist und am Rand schlagartig abnimmt,
sondern mit dem Abstand vom Strahlzentrum dem Verlauf einer Gauf3-Glockenkurve folgt. In
einem gauf3formigen Strahlenprofil wirken auf ein Teilchen neben dem zuvor erwéhnten
Strahlungsdruck auch Krifte, die das Teilchen zum Intensititsmaximum des Lasers hinziehen,
also zur optischen Achse. Die Ursache dieser Krifte beruht auf einem Impulsiibertrag bei der
Brechung, wenn die Strahlen das Teilchen durchlaufen. In Abbildung 2.3.1 ist das
Zustandekommen der zum Intensititsmaximum des Lasers zeigenden Gradientenkrifte, fir ein

Kiigelchen grofierer optischer Dichte als das umgebende Medium, schematisch dargestellt.

Laser Intensitat

v

Abb. 2.3.1.: Kiigelchen in Gaufd3‘schem Strahlprofil eines Lasers

Die gestrichelte Linie zeigt die optische Achse des horizontal verlaufenden Laserstrahls, das
Kiigelchen ist also vom Strahlzentrum ausgelenkt dargestellt. Das Intensitatsprofil des Strahles ist
durch die Gaufdkurve im linken Bildteil skizziert. Das Kiigelchen liegt dabei noch vollstandig im

Laserstrahl, die Strahlen A und B verlaufen also parallel zueinander.

Beim Eintritt z.B. des Strahles A vom umgebenen Medium (mit der Brechzahl nmedgium) in das

Kiigelchen (nobjek: > Nmedium) Wird dieser gebrochen. Dies bewirkt eine Geschwindigkeitsanderung
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und durch die Impulsiibertragung wirkt eine Kraft FAg; auf das Kiigelchen, welche aufgrund der
Impuls- und Energieerhaltung senkrecht auf dem gebrochenen Strahl steht. Beim Austreten des
Strahls aus dem Kiigelchen wird ganz analog eine Kraft FAg, erzeugt. Beide Krafte zeigen zur
optischen Achse, sowie entlang der Strahlrichtung. Auch die teilreflektierten, gestrichelt
dargestellten Strahlen liefern einen Beitrag FAgri plus FAgrz, welcher ebenfalls in Strahlrichtung
sowie, je nach Winkel, in -r oder +r Richtung wirkt, betragsmafdig aber weit hinter den Kraften

des gebrochenen Strahles liegt.

Wie der Strahl A, so bewirkt der Strahl B die gleiche Art von Kraften, welche nun allerdings in der
Summe in +r Richtung, also von der optischen Achse weg, sowie in Richtung des Strahls wirken.
Da aufgrund des gaufdférmigen Strahlprofils der Strahl B eine weitaus schwiachere Intensitit
aufweist als der Strahl A und damit geringere Krafte erzeugt, resultiert letztlich auf das Teilchen
eine starke Beschleunigung in Strahlrichtung, welche mit dem Strahldruck identifiziert werden
kann, sowie eine etwas kleinere Beschleunigung immer zur optischen Achse des Strahlenganges
hin. Das Teilchen ist also bereits in zwei Dimensionen, in der Ebene senkrecht zur Strahlrichtung,

in der Strahlmitte eingefangen.

Um das Teilchen nun auch in der letzten Dimension, entlang des Laserstrahls einzufangen und
damit eine stabile 3-dimensionale optische Falle zu realisieren, haben sich im Verlauf der
Geschichte mehrere Bauarten von optischen Pinzetten entwickelt, welche hier kurz genannt

werden sollen.

Bei der ,2-Strahlen-Falle“32 werden zwei einzelne optische Fallen gegeneinander ausgerichtet. Die
gegenldufigen Strahldriicke beider Fallen, sowie die zur optischen Achse hin gerichteten
Gradientenkrafte, bewirken eine stabile Gleichgewichtslage in der Mitte beider Fallen. Im Zentrum
koénnen Teilchen 3-dimensional gefangen werden und sind fiir weitere Manipulationen
zuganglich. Da die zwei gegenldufigen Laserstrahlen immer die gleiche Strahlintensitit bendtigen,
fiihren Leistungsschwankungen der Laser zu Falleninstabilitit und machen eine praktische

Realisierung dieses Aufbaus schwieriger als die folgenden zwei Methoden.

Bei der ,Schwerkraftfalle37 ist der Laserstrahl von ,unten nach oben“ hin ausgerichtet, sodass die
durch den Strahlendruck hervorgerufene, nach oben gerichtete Kraft durch die nach unten
gerichtete Schwerkraft ausgeglichen wird und in einem Punkt einen Gleichgewichtszustand
erzeugt. Je nach Schwankungen in der Strahlintensitit, sowie in der horizontalen Auslenkung der
Kiigelchen im Strahlprofil, ist dieser Gleichgewichtszustand schwer aufzufinden und liber langere

Zeit aufrecht zu erhalten.
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Die eleganteste Moglichkeit zum Fangen der Teilchen in z-Richtung beruht jedoch ebenfalls auf
dem Prinzip der Gradientenkréfte und kommt auch in dieser Arbeit zum Einsatz. Ist es méglich in
z-Richtung einen Intensitdtsgradienten zu erzeugen, so lasst sich eine Gradientenkraft erreichen,
welche dem Strahldruck entgegenwirkt und das Teilchen auch in z-Richtung in einem stabilen
Gleichgewichtszustand einfingt. Bei der so genannten ,single beam gradient trap“33 wird dieser
Intensitatsgradient durch eine starke Fokussierung des Laserstrahls erreicht, woraufhin dessen
Strahlen konvergieren und im Fokus das Intensititsmaximum hat. Der angestrebte extrem
konvergente Verlauf des Laserstrahls zum Einfangen von Objekten wird allgemein durch die

Verwendung einer Linse zwischen Laser und dem zu fangenden Teilchen erreicht.

In dieser Arbeit wird fiir die erforderliche Fokussierung ein Mikroskopobjektiv verwendet (vgl.
auch Versuchsaufbau in Kapitel 3.1.), wobei die numerische Apertur NA eine zentrale Grofse fiir

die Fokussierfahigkeit des Objektivs ist. Die Numerische Apertur NA ist definiert als:38

NA:=nldina
(VID

r
f

Wobei n die Brechzahl des Mediums zwischen Objektiv und Praparat, a der halbe Offnungswinkel
des vom Objektiv fokussierten Laserstrahles, r der Radius der Apertur des Objektives und f dessen
Brennweite ist. Eine hohe numerische Apertur bedeutet fiir ein normales Mikroskop einen hohen
Offnungswinkel o, Lichtstrahlen konnen aus einem gréferen Winkel noch vom Objektiv
aufgefangen werden. Fiir die Mikroskopoptik im Experiment bedeutet eine hohe numerische
Apertur eine starke Fokussierfahigkeit und damit einen niedrigen Abstand des Strahlenfokus vom
Objektiv. Durch die geringere Scharfentiefe ergibt sich darliber hinaus eine viel bessere
Fokusqualitit, was fiir den Versuch wiinschenswert ist. Ublicherweise, wenn sich Luft mit n=1
zwischen Objektiv und Praparat befindet, ist die numerische Apertur stets kleiner sin(90°)=1. In
der Praxis werden numerische Aperturen bis maximal 0,95 erreicht. Um sie dennoch weiter zu
erhohen, kann durch Einbringen eines Mediums in den Raum zwischen Objektiv und Préparat,
welcher sonst mit Luft gefiillt ist, eine hohere Brechzahl erreicht werden. Mit einem auch in dieser
Arbeit verwendeten Wasser-Immersionsobjektiv, in welchem sich Wasser (n=1,33) zwischen

Objektiv und dem Praparat befindet, lasst sich im Experiment eine Apertur von ca. 1,2 erreichen.

In Abbildung 2.3.2 sind die erzeugten Krafte FAg.r und FBg.r dargestellt, welche sich aus der
Brechung stark fokussierter, konvergierender Strahlen A und B, im Kiigelchen ergeben. Befindet
sich das Teilchen zwischen Fokus und Objektiv, wie auf der rechten Seite der obigen Abbildung

schematisch gezeigt, sorgt die Summe der resultierenden Krafte fiir eine Beschleunigung in
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Strahlenrichtung zum Fokus das Lasers. Die rechte Seite der Abbildung 2.3.2 ldsst erkennen, dass
die Summe Fgesam: dieser beiden Krifte die erwiinschte riickstellende Wirkung hat, hin zum Fokus
des Strahles und damit dem Strahlungsdruck entgegen. Die teilreflektierten Strahlen, gestrichelt
dargestellt, erzeugen wieder eine Netto-Kraft, welche in Strahlrichtung wirkt, vom Betrag her aber
weitaus kleiner als die riickstellende Gradientenkraft ist, weswegen das Teilchen stets zum

Strahlenfokus hingezogen wird.

A B A B

Optische Achse Optische Achse

Abb. 2.3.2.: Resultierende Kraft auf eine Kiigelchen vor und hinter dem Fokus eines

konvergierenden Laserstrahls

Mit diesem Aufbau ist es moglich transparente Teilchen, in den meisten Fallen kleine Kiigelchen
aus Glas oder Polystyrol, in dieser ,Optischen Falle” fest einzufangen. Die Gradientenkrafte sind
dabei trotz einer Gréfienordnung im Piko-Newton-Bereich stark genug, um frei diffundierende
Teilchen z.B. in einer wéssrigen Losung an einem Ort festzuhalten. Wird die Fliissigkeit (also die
,Umgebung“ des Teilchens) relativ zum Laserfokus bewegt, verbleibt das gefangene Teilchen stets

im Fokus und wird somit in der umgebenden Fliissigkeit mit Hilfe der Optischen Falle
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transportiert. Durch diese Moglichkeit der Manipulation von einzelnen kleinen Teilchen wird die

Optische Falle auch ,Optische Pinzette“ (,optical tweezer“3?) genannt.

In der Biophysik werden besondere Anforderungen an den verwendeten Laser gestellt. Um ein
gutes Verhaltnis zwischen Lichtdruck, optischen Gradientenkraften sowie Durchléssigkeit der
Probe fiir die verwendete Wellenldnge zu erhalten, werden fiir die Optischen Pinzetten
hauptsachlich Infrarot-Laser verwendet. Der nahe Infrarotbereich um 1064 nm stellt einen guten
Kompromiss zwischen den verschiedenen Absorptionskoeffizienten der haufig in der Biophysik
eingesetzten Probenmaterialien dar, sodass keine Bestandteile der Probe durch zu starke
Absorption und damit Erhitzung beschddigt werden. Das Absorptionsverhalten fiir

Gewebebestandteile in Abhangigkeit der Wellenldnge ist in der folgenden Abbildung 2.3.3

dargestellt.
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Abb. 2.3.3: Absorptionsspektren von Himoglobin® (Hb/HbOz), Melanin#4!, Lipid4243 & Wasser++

Im Hinblick auf die zuvor genannten Aspekte wird fiir diese Arbeit ein diodengepumpter Nd:YAG
1 Watt Laser im ungepulsten continious-wave-Betrieb (Dauerbetrieb) verwendet, welcher bei der

Wellenldnge von 1064 nm ein gauf3férmiges Strahlprofil aufweist.
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Die Optische Pinzette besitzt in der Biophysik weit reichende Anwendungsgebiete. So kénnen z.B.
Zellen beriihrungslos in einer Pufferldsung transportiert und manipuliert werden. Ein zweiter
Laser, fiir dessen Wellenldnge die Probe nicht transparent ist, wird verwendet, wodurch
zusatzlich ein schneidendes Werkzeug (,Laserskalpell) zur Verfiigung steht.s Es lassen sich
kontaminationsfrei Zellstrukturen und -teile isolieren und manipulieren, was gerade in der

medizinischen Forschung von erheblichem Vorteil ist.

In den Experimenten dieser Arbeit werden kleine, mit A-DNA versehende Polystyrolkiigelchen, in
der Optischen Pinzette gefangen und die Zugkrifte, welche bei der Translokation eines DNA-
Stranges durch eine Pore auftretenden, werden untersucht. Die Kraft, welche auf das mit der
Optischen Pinzette festgehaltene Kiigelchen wirkt, muss also fortwadhrend detektiert und ihre

genaue Grofde bestimmt werden.

Aus den theoretischen Uberlegungen zur Optischen Pinzette folgt, dass sich ein mit der Optischen
Pinzette gehaltenes Teilchen in einem harmonischen Potential befindet.#¢ Dies bedeutet, dass es
umso weiter aus dem Potentialminimum ausgelenkt wird, je grofler die Zugkraft F auf das
Teilchen ist.47 Ahnlich einer Feder, lisst sich so auch eine ,Federkonstante” k bestimmen fiir die

das Hookesche Gesetz gilt:
F=-k-x (VIID)

Die auf das Teilchen wirkende Kraft ldsst sich berechnen, wenn die Auslenkung des Teilchens aus
dem Potentialminimum, also der Strahlmitte des Laserstrahls, bekannt ist. Zur Detektion dieser
Auslenkung des Kiigelchens wird im Experiment eine sCMOS-Kamera verwendet, in Abbildung
3.1.1 ist diese im Versuchsaufbau schematisch dargestellt. Im zugehorigen Kapitel wird zudem das
Verfahren zur Bestimmung der Auslenklung mittels videobasierter, computergestiitzter

Kantendetektion erlautert.4849

Um die Kraft auf das Kiigelchen zu berechnen, muss sowohl die Auslenkung genau bestimmt
werden, als auch die Steifigkeit k der Falle bekannt sein. Letztere wird zuvor experimentell
ermittel. Fiir die Kalibrierung der Fallensteifigkeit bietet sich die Stokes-Reibungskraft Fr auf ein

Kiigelchen in wéssriger Losung an.
Fr=-6T-1'1"V (IX)

Um eine gewisse Reibungskraft Fr zu erhalten, ist es notwendig das Kiigelchen laminar durch eine
Fliissigkeit zu bewegen, wobei r der Kugelradius, 1 die Viskositiat der umgebenden Losung und v
die Stromungsgeschwindigkeit darstellt. Die Geschwindigkeit, mit der sich das Kiigelchen durch

die Fliissigkeit bewegt um die bendétige Reibungskraft zu erzeugen, lasst sich bei den meisten
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experimentellen Aufbauten der Optischen Pinzette mittels Piezoelektrik sehr prazise einstellen.
Durch die Messung der exakten Auslenkung des Kiigelchens wahrend der gleichférmigen
Bewegung durch die Flissigkeit ist die Kraftkonstante k nach Gleichung I einfach zu berechnen.
Die Gleichung (IX) gilt nicht mehr exakt wenn Grenzflichen in der Nihe des sich bewegenden
Kiigelchens sind. Bei Bewegung des Kiigelchens parallel zu einer angrenzenden Fldche kann der
Fehler nicht mehr vernachldssigbare Grofden annehmen und sollte durch einen Korrekturfaktor
ausgeglichen werden. Der Fehler in der Stokes-Reibung liegt bei einem Abstand von 5 Kugelradien
bei 10%, bei 2 Kugelradien handelt es sich schon um 40% und bei einem Kugelradius Abstand
betragt der Fehler 300 %.°° Wahrend der Kalibrierung und Messung ist auf3erdem zu beachten,
dass die Viskositiat einer wassrigen Losung sich stark mit der Temperatur dndern kann und
entsprechend in Gleichung (IX) zu beriicksichtigen ist. Bei der Erwdrmung von Wasser, zum
Beispiel durch den Laser oder die Beleuchtung, von 20°C auf 30 °C sinkt die Viskositit bereits um

20%.51

Alternativ zur Stokes-Reibung wird noch eine weitere Methode zur Bestimmung der
Fallensteifigkeit k in dieser Arbeit verwendet, diese bedient sich der genauen Untersuchung des
Rausch-Spektrums des in der Optischen Falle gefangenen Kiigelchens.5253 Fiir die Bestimmung der
Fallensteifigkeit nach dieser Methode ist jedoch eine Datenaufzeichnung tiber einen ldngeren
Zeitraum notwendig, sodass diese erst im Nachhinein bei der Auswertung zum Einsatz kommen
kann und nicht zur schnellen Neukalibrierung in Echtzeit wahrend des Experimentes geeignet ist.
Das Verfahren beruht auf der Beobachtung der Bewegung des Kiigelchens im harmonischen
Potential der Optischen Falle. Aufgrund von St6f3en mit den Molekiilen der Fliissigkeit, welche
durch die Brownsche Molekularbewegung hervorgerufen werden, ist die Kraftmessung an einem
Kiigelchen immer mit einem thermisch induzierten Rauschen behaftet. Durch hochfrequente
Messung des Rauschspektrums iiber einen ldngeren Zeitraum und einem Vergleich der Daten mit
den theoretischen Werten ist es moglich auf die gesuchte Fallensteifigkeit zu schlief3en. Um diese
sehr genaue Methode zur Auswertung verwenden zu konnen wird eine von Sebastian Knust
speziell auf den Versuchsaufbau angepasste Variante der computerbasierten Rausch-Spektrum-

Analyse genutzt.349,5455
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3 Methoden

In diesem Kapitel wird sowohl der Versuchsaufbau beschrieben als auch die zur Praparation der
Probe verwendeten Materialien und Chemikalien benannt. Zuerst wird der Aufbau der Optischen
Pinzette vorgestellt, anschliefdend wird ndher auf die bei den Versuchen verwendete Flusszelle
eingegangen und schliefRlich die verschiedenen Phasen der Herstellung der Probe detailliert

beschrieben.

3.1 Versuchsaufbau

Der Aufbau der Optischen Pinzette, mittels derer die DNA-Translokations-Experimente

durchgefiihrt werden, ist in der folgenden Abbildung schematisch dargestellt.

Faraday-Kéfig

@ Kaltlichtquelle
Probenkammer

Flusszelle sCMOs

x-y - Tisch 10x - VergréRerung
Piezo -Tisch
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Strahlteiler aufweitung N4 Binokular

Zentral-

Langpass-
filter
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Lochblende
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Langpassfilter

- Detektor

Kurzpassfilter

Kiihlkérper

Abb. 3.1.1: Schematischer Aufbau der Optischen Pinzette

Die fiir den Versuch bedeutsamsten Bauteile und deren Funktion werden nachfolgend genauer
beschrieben. Auf eine exakte Auflistung aller verbauten Elemente inklusive Herstellerangaben
wird hier verzichtet, diese kann jedoch den dazugehorigen Veroffentlichungens356 entnommen
werden. Der Vollstandigkeit halber zeigt die Abbildung 3.1.1 den kompletten Aufbau, welcher
grofdtenteils in ein inverses Mikroskop (Axiovert 100, Zeiss, Deutschland) integriert wurde.5” In
den hier durchgefiihrten Experimenten wird der noch verbaute Quadrantendioden-Detektor zur
Messung der Kiigelchenauslenkung aufgrund der eingefiihrten sehr viel genaueren videobasierten

Auswertung nicht mehr verwendet.
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Den Hauptbestandteil der Optischen Pinzette bildet ein Nd:YAG-Laser (LCS-DTL-322, Laser 2000,
Deutschland; 1064nm, 1000mW, linear polarisiert TEMgo, Strahldurchmesser 1,2+0,1 mm),
dessen aufgeweiteter Laserstrahl durch ein inverses 60-fach Wasserimmersion-
Mikroskopobjektiv (UPL-APO60W/IR; NA 1,2) tritt und einen starken Fokus in einer Flusszelle
erzeugt. In den Strahlengang ist zuséatzlich noch ein Zentralobstruktionsfilter eingebracht, dieser
blendet das Zentrum der TEMgo-Mode aus und formt so effektiv ein ,Doughnut-Profil“ (TEM*o¢
dhnlich) was die Fallenstirke in axialer Richtung noch einmal erhoht.#658 Die Flusszelle ist
innerhalb einer abgeschirmten Probenkammer auf einem Piezotisch (P-517.3CD, Physik
Instrumente, Deutschland) befestigt. Die Abschirmung der Probenkammer wirkt als
Faraday‘scher Kéfig und ist notwendig, um die winzigen, die Nanopore passierenden, elektrischen
Strome storungsfrei messen zu konnen. Der gesamte Messaufbau befindet sich zur Vermeidung
von Erschiitterungen auf einem mittels Druckluft schwingungsgedampften Tisch (VH-3660W-
OPT, Newport Corporation, Irvine, Kalifornien, USA). Damit die in der Optischen Falle (vgl. Kapitel
2.3) zu manipulierenden Objekte mit der bendtigen Prazision bewegt werden konnen, ist ein
duflerst feinmotorisches Bewegungssystem erforderlich. Im Versuch kommt dazu ein Piezotisch
zum Einsatz, welcher sich mit Hilfe von Piezoelektrik computergesteuert verschieben lasst. Der
Aktionsradius betragt 100 pm in x-y-Richtung und 20 um in z-Richtung, wobei die Positionierung
jeweils mit einer Prazision von 0,5nm mdglich ist. Der Piezotisch samt Flusszelle wird relativ zur
sonst fest installierten Optischen Falle, bestehend aus Laserstrahl und Immersionsobjektiv,
bewegt. Zwischen Piezo-Tisch und Flusszelle befindet sich aufierdem noch ein manueller x-y-
Tisch57 mit dessen Hilfe die Zelle relativ zum Fokus der Falle grob ausgerichtet werden kann. So
ist es moglich, hdndisch, ohne Einsatz der Piezoelektrik, Mikrokiigelchen innerhalb der Flusszelle
in die Optische Falle zu fithren. Die in den Experimenten verwendete Flusszelle ist in Abbildung
3.1.2 skizziert, deren genauer Aufbau, Funktion sowie elektrische Kontaktierung wird im spateren

Verlauf erldutert.

Um das Experiment optisch beobachten zu kénnen, befindet sich eine Lichtquelle zentral oberhalb
der Flusszelle, welche die Vorginge in ihrem Inneren beleuchtet. Die Einkopplung in die
abgeschirmte Probenkammer geschieht iiber eine Fiberglasoptik an dessen duflerem Ende sich
eine Kaltlichtquelle (KL-2000 LED, Schott, Deutschland; 10001m) befindet. Uber ein Okular des
inversen Mikroskops kann die Probe wahrend des Experiments beobachtet werden, der zweite
Okularschacht beherbergt eine USB-CCD-Kamera (DCM130E, 1280x1024, Skopetek Opto-Electric
Co., Hangzhou, Zhejiang, China). Die Kamera speist ein Echtzeit-Video des Experiments in das
Messprogramm ein, im Folgenden wird dieses Bild als Ubersichtsbild bezeichnet. Eine zweite
Kamera (Andor Zyla 4.2, Andor Technology Ldt., Belfast, Grof3britannien), hinter einer 10-fach
Vergrofderungsoptik, ist fiir die Einspeisung hochfrequenter Bilder des in der Optischen Falle

lokalisierten Mikrokiigelchen zustidndig, nachfolgend als Detailbild bezeichnet. Diese sCMOS



3 Methoden 25

(scientific CMOS) Kamera nimmt Bilder des gefangenen Kiigelchens mit 1555Hz auf, welche
sowohl fiir die in Kapitel 2.3 beschriebene Rausch-Spektrum-Analyse, zur Bestimmung der
Fallensteifigkeit, als auch fiir eine (behelfsmafdige) Echtzeit-Kraftauswertung benutzt werden.
Wirkt eine Kraft auf das Kiigelchen in der Optischen Falle, so wird dieses aus dem
Potentialminimum gezogen (vgl. Kapitel 2.3) und die Position veridndert sich leicht. Uber eine
Software3, welche die Kanten des Mikrokiigelchens fortlaufend unter Verwendung der
Detailbilder detektiert, ist eine Auslenkung in x- oder y-Richtung als Verschiebung des Abbilds
relativ zur Gleichgewichtslage zu erkennen. Krafte in z-Richtung, welche bei den durchgefiihrten
Translokations-Experimenten die wichtigste Rolle spielen, treten durch eine vermeintliche
Grofdendnderung des Kiigelchens in Erscheinung. Diese scheinbare Grofdendanderung wird durch
ein Zusammenspiel aus Kontrastverminderung durch Defokussierung, ortsabhingiger Anderung
der Lichtverhdltnisse und Interferenzeffekten im Kugelinneren hervorgerufen. Tiefergehende

Details zur videobasierten Kantendetektion werden an geeigneter Stelle in Kapitel 3.4 folgen.
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Wie bereits erwahnt findet das gesamte Experiment in einer Flusszelle innerhalb der

Probenkammer statt. In der folgenden Abbildung 3.1.2 ist ein schematischer Querschnitt der

Agar ose-Gel-Salzbrlicke [ Cyanoferrat-salzbriicke —
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Abb. 3.1.2: Schematischer Querschnitt der verwendeten Flusszelle

Deckglas

Der skizzierte Aufbau ist wahrend der Messung auf einer Metallplatte montiert, in dieser Platte
befindet sich zentral ein Loch, das als Zugang fiir den von unten kommenden, fokussierten Strahl
des Lasers dient (vgl. Abb. 3.1.1). Die Unterseite der Flusszelle besteht aus einem diinnen
Deckglas, da diese zwangsldufig fiir infrarotes als auch sichtbares Licht transparent sein muss.
Uber dem Deckglas befindet sich ein mit salzhaltiger Pufferlosung gefiillter diinner Kanal von circa
40 pm Hohe und 1 mm Breite. In dem Puffer sind mit A-DNA versehende Polystyrolkiigelchen (vgl.
Kapitel 2.3) gelost. Mithilfe des einfallenden Lasers konnen einzelne Kiigelchen eingefangen,
kontrolliert durch den Kanal bewegt oder fiir die Translokations-Experimente an einem Ort
gehalten werden. Uber zugingliche Fliissigkeitsreservoire ist vor oder
wahrend des Experiments der Inhalt des Kanals beeinflussbar. So ist
es beispielsweise moglich neue Kiigelchen einzuspiilen oder die
Pufferlésung auszutauschen. Mittig tiber dem Kanal befindet sich der

Proben-Chip auf dessen Siliziumnitrid-Membran die freistehende

MoS;-Monolage samt Nanopore haftet. Auf Abbildung 3.1.3 ist ein

typischer Proben-Chip wahrend eines Transfers zu sehen, die

Abb. 3.1.3:
Proben-Chip

Ausrichtung (Trichterseite oben, Membranseite unten) entspricht der
des Chips in Abbildung 3.1.2. Die Abdichtung des Kanals sowohl
gegeniiber der Umgebung als auch gegentiber der SizNs-beschichteten Seite des Chips geschieht
durch Polydimethylsiloxan (PDMS), ein elastisches, transparentes und ungiftiges Polymer. Die

unbeschichtete Seite des Silizium-Chips besitzt zur Versiegelung ebenfalls eine Dichtung, in
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Abbildung 3.1.2 als PDMS-Ring zu erkennen. Zur Erhéhung der Stabilitdt und Sicherstellung der
Integritat der Dichtungen ist der Aufbau zusétzlich von einem Acrylglasgehduse umgeben. Dieses
ist fest in der zuvor erwahnten Metallplatte verankert und iibt so einen mechanischen Druck auf
die verbauten PDMS-Dichtelemente aus. In einer dermafien aufgebauten Flusszelle miissen
samtliche Ionen und Partikel der Pufferlosung, um zwischen dem Kanal und Reservoir 3 zu

wechseln, die Nanopore passieren.

Die elektrische Kontaktierung der Flusszelle, einmal oberhalb und einmal unterhalb der
Nanopore, geschieht iiber die Reservoire 1 und 3. Hierfiir wird jeweils eine speziell praparierte
Glaskapillare in das jeweilige Reservoir eingeflihrt. Die elektrische Leitung innerhalb der
Kapillaren geschieht Uber Agarose-Gel- und Cyanoferrat-Salzbriicken, letztere sind iiber
Platindrdhte mit einem Patch-Clamp-Verstarker (Axopatch 200B, Molecular Devices, Kalifornien,
USA)(Axopatch) verbunden. Der Axopatch wird im Versuch verwendet um die erforderliche
Transmembranspannung fiir eine Translokation anzulegen und die lonenstromstarke zu messen

(vgl. Kapitel 2.2).

Mit Ausnahme der Einstellung der Laserleistung werden samtliche fiir die Messung notwendigen
Regelungen, wie die Steuerung der Piezos oder das Anlegen der elektrischen Spannung, iiber ein
LabView-Programm (National Instruments Corporation, Austin, Texas, USA) vorgenommen.
Dieses Programm ist ebenfalls fiir die Aufnahme und Auswertung der Kamerabilder und

Speicherung aller gewonnenen Messdaten zustandig.
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3.2 Probenpraparation

Die einzelnen Schritte vom Schichtkristall bis zur fertigen Flusszelle mit eingebauter Nanopore

sollen in den folgenden Unterkapiteln beschrieben und mit Abbildungen verdeutlicht werden.

3.2.1 MoS;-Monolagen

Molybdandisulfid-Monolagen werden in dieser Arbeit nach der Methode der Exfoliation?
hergestellt. Hierfiir werden eine MoS»-Flocke (HQ Graphene, Groningen, Niederlande), Adhasions-
Klebeband (SPV 224P, Nitto Denko, Japan) und mehrere Siliziumwafer (MTI Corporation,

Kalifornien, USA) mit einer 90 nm dicken Siliziumdioxidschicht verwendet.

Es werden zwei unterschiedliche Ansatze bei der Exfoliation verwendet, welche sich jedoch nur
beim ersten Schritt leicht unterscheiden. Beim ersten Ansatz wird eine komplette MoS;-Flocke
mittels starkem Druck auf das Adhasions-Klebeband aufgebracht und durch anschliefendes
vorsichtiges Abziehen bleibt eine diinne Schicht des Kristalls auf dem Band zuriick. Bei der
zweiten Methode wird anstatt des kompletten Kristalls nur ein, vorsichtig mit einer Pinzette von
der Flocke abgetrenntes Stiick, diinner Einkristall auf das Klebeband gelegt und mit diesem dann
weiter verfahren (siehe Abb. 3.2.1.1 a). Von hier an sind alle weiteren Schritte wieder identisch.
Durch mehrmaliges Zusammenfalten und Auseinanderziehen, der mit Kristallen besetzten Flache
des Adhasionsbandes, werden die Kristalllagen immer weiter ausgediinnt. Dieser Faltvorgang
wird bis zu 10 Mal wiederholt bis sich geniigend diinne Lagen und andere Kristallfragmente auf
einem Teil des Adhéasionsbandes konzentriert befinden. Die in Bezug auf Monolagen
aussichtsreichste Region des Klebebands wird auf ein ca. 3cm x 1cm grofies, ausgeschnittenes
Teilstiick des Wafers abgelegt und angepresst. Nach kurzem Verbleib wird das Klebeband wieder
abgezogen und Teile des ausgewahlten Segments befinden sich nun auf der Oberfliche des
Wafers. Das nun nicht mehr bendtige Adhasionsband wird zur Dokumentation und spaterem
Vergleich der ,Monolagen-Ausbeute” auf ein Stiick Papier aufgebracht, wobei die fiir die
Ubertragung genutzte Stelle markiert wird. So wird es im Nachhinein ermdéglicht von einer
ertragreichen Exfoliation nachzuvollziehen, welche Eigenschaften der ausgewéhlte Bereich des
Bandes nach der Faltung hatte, um zukiinftig die Chance auf den Fund méglichst vieler oder auch
moglichst grofier Monolagen zu maximieren. Die angestrebte Mindestgrofie einer einzelnen
Monolage sollte circa 3um x 3um betragen, da im Verlauf der Praparation eine Pore von ca. 1um

Durchmesser damit komplett bedeckt wird.



3 Methoden

29

Bei den Faltungen und Ubertragungen wurden viele Parameter variiert und die Auswirkungen auf

die Erzeugung von Monolagen dokumentiert. Im Detail wurde die Variation folgender Schritte der

Exfoliation durchgefiihrt:

Faltungsvorgang:

Ablegen:

Anpressen:

Beim Falten des Adhasionsklebebandes kann der neue Bereich entweder
leichten Uberlapp mit dem gerade zuvor entstandenen Kristallabdrucks auf
dem Band haben, direkt angrenzend zu diesem oder in einigem Abstand
gesetzt werden. Des Weiteren kann beim Zusammenfithren der beiden
Seiten nur die Adhdsionskraft des Klebebandes alleine, ein leichtes
Uberfahren mit einem Wattestibchen, ein leichtes Zusammendriicken mit
den Fingerspitzen oder ein stirkeres Zusammenpressen zur Verbindung
der Seiten ausgenutzt werden. Zusdtzlich kann das nachfolgende
Auseinanderziehen des Bandes noch in der Geschwindigkeit variiert
werden (siehe Abb. 3.2.1.1 b).

Bei der Ubertragung auf den Wafer kann das Adhisionsklebeband auf
unterschiedliche Weise auf dem Wafer abgelegt werden. Zum einen kann es
zentral abgelegt und mit leichter Unterstiitzung zu beiden Enden des
Wafers hin ausgelegt werden oder aber von einer Seite beginnend in
Richtung des gegeniiberliegenden Ende des Wafers. Bei letzterer Methode
ist es einfacher ungewollte Lufteinschliisse zu vermeiden, da sich beim
gleichmafdigen Ablegen nur auf ein fortlaufendes Kontaktgebiet
konzentriert wird.

Nachdem das Adhasionsklebeband vollstindig abgelegt wurde, werden
etwaige Lufteinschliisse noch etwas verdrangt, da sich das Klebeband tiber
Regionen ohne Kristallfragmente von selbst langsam an den Wafer zieht.
Dieser Vorgang kann noch partiell forciert werden, indem mit einer
Pinzette oder einem Wattestdabchen an Stellen ohne Kristalle etwas Druck
ausgewirkt wird, sodass das Klebeband letztendlich bestmdéglich flach auf
dem Wafer anliegt. Auf die Kristalllagen wirkt somit allein die Kraft des
Adhéasionsklebebandes, welches die Lagen sowohl anzieht, als auch gegen
die beschichtete Waferoberflache driickt. Es besteht nun die Mdglichkeit
den Wafer in diesem Stadium fiir eine gewisse Zeit zu belassen, bevor das
Klebeband wieder abgezogen wird. Es ist ebenfalls moéglich noch
zusatzlichen Druck durch Anpressen des Klebebandes auf die Kristalllagen
und den Wafer auszuiiben. Dies wurde mit unterschiedlicher Intensitit und
Dauer sowohl mit purem Daumen als auch mit verschiedenen Papier-,

Stoff- und Schaumstoffsorten durchgefiihrt (siehe Abb. 3.2.1.1 c).
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Abziehen: Nach einer Zeitspanne, die von Sekunden bis hin zu Stunden reichen kann,
bleiben der Wafer, Kristalllagen und Adhasionsklebeband in Kontakt.
Anschliefend kann das Klebeband unter Zuhilfenahme einer Pinzette vom
Wafer getrennt werden (siehe Abb. 3.2.1.1 d). Hierbei ist es moglich sowohl
die Geschwindigkeit als auch die Richtung des Abziehens, relativ zum
Auflegen, zu variieren. Der Winkel und die Stirke mit der das Klebeband
gelost wird, sind ebenfalls verdanderlich. Beim sehr langsamen, vorsichtigen
Abl6ésen ist zum Beispiel ein spitzer Winkel von Vorteil. Dabei soll
sichergestellt werden, dass sich das Klebeband wahrend des Vorgangs

nicht wieder mit dem Wafer oder Kristallen partiell verbindet.

Zwei Kombinationen dieser Variationsmdglichkeiten haben sich nach vielen Versuchen als
erfolgreicher ausgezeichnet, wobei dies aufgrund der relativ geringen der Anzahl der

Exfoliationen (ca. 150 Durchfiithrungen) nicht aussagekraftig sein muss.

Die Monolagen grofdter Flaiche wurden gefunden, nachdem eine , Einkristall-Flocke“ acht Mal eng,
aber auf keinen Fall iiberlappend, vorsichtig zwischen den Fingern gefaltet und beim letzten
Vorgang noch etwas mit einem Wattestdbchen angedriickt wurde. Nachfolgend wurde das
Klebeband sehr langsam auseinander gezogen, behutsam von einer zur anderen Seite auf den
Wafer abgelegt und mit einem Wattestdbchen das Gebiet mit den Kristallen vorsichtig umfahren,
sodass das Klebeband straff auf dem Wafer fixiert war. Jetzt wurde mit dem Daumen mittelstark
und ohne Zittern fiir circa 10 Sekunden Druck auf den Verbund ausgeiibt. Anschlief3end ruhte die
Probe fiir einige Minuten bis das Adhadsionsklebeband letztendlich extrem langsam und entgegen

der Aufbringrichtung abgezogen wurde.

Die grofdte Anzahl verwendbaren Monolagen einer Exfoliation wurde nach folgender Methodik
erzeugt. Die MoS;-Flocke wurde kraftig auf das Klebeband gedriickt und vorsichtig mit einer
Pinzette wieder entfernt. Dann wurde der erzeugte Abdruck zwei Mal analog zum oben
beschriebenen Vorgehen verdoppelt, um eine rechteckige Struktur auf dem Band zu erhalten. Das
entstandene Kristall-Rechteckt wurde dann seinerseits noch vorsichtig fiinf Mal komplett
dupliziert und ein Teilstiick im Anschluss mit beiden Daumen iibereinander sehr stark durch ein
doppelt gefaltetes Stiick Reinraum-Papier (Texwipe, TechniCloth Cleanroom wipers TX609,
Kernersville, North Carolina, USA) auf den Wafer gepresst.
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Abb. 3.2.1.1: Einzelschritte der Exfoliation zur Erzeugung von Molybdandisulfid-Monolagen,
Auflegen einer MoS;-Flocke (a), Faltungsvorgang (b), Anpressen (c), Abziehen (d)
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Die so praparierten und einige Quadratzentimeter umfassende Siliziumwafer enthalten Tausende
kleiner Kristallfragmente, aus denen die begehrten Monolagen zu identifizieren sind. Eine
Moglichkeit, diinne Lagen und speziell ihre Schichtdicke zu identifizieren, bietet zum Beispiel die
Raman Spektroskopie>9-62 die sich mit inelastischer Streuung von Licht an Festkérpern und
Molekiilen beschaftigt. Hierbei wird die zu untersuchende Probe mit monochromatischem Licht
bestrahlt, das Frequenzspektrum des an der Probe gestreuten Lichts untersucht und daraus
Riickschliisse auf das Material gezogen. Die Frequenzverschiebung, die sogenannte Raman-
Verschiebung, kommt durch Energieiibertragung vom Licht auf Materie beziehungsweise von
Materie auf Licht und kann zur Bestimmung einer iiberschaubaren Anzahl von Lagen von
Molybdandisulfid benutzt werden. Ein &dhnliches Verfahren ist die Photolumineszenz-
Spektroskopie. Hierbei werden durch Lichteinstrahlung Elektronen des zu untersuchenden
Materials in angeregte Zustinde versetzt und durch Fluoreszenz oder Phosphoreszenz sendet die
Substanz Licht aus, wenn die angeregten Elektronen in tiefer liegende Zustande zuriickfallen. Die
Frequenzen des emittierten Lichts konnen untersucht werden und analog zur vorherigen
Methode, Riickschliisse auf das Material, sowie die in dieser Arbeit interessierende Lagenanzahl
gezogen werden.>9.60.62-65 Beide Methoden kénnen nicht nur bei der Suche und Identifizierung von

MoS;-Monolagen, sondern auch bei anderen diinnen Schichten wie Graphen eingesetzt werden.

Die Rasterkraftmikroskopie (engl. AFM - atomic force microscope) stellt dariiber hinaus eine
weitere Methode dar, um die Schichtdicke eines Materials auf einer Oberflache zu bestimmen. Von
Nachteil ist, dass diese Methode nur einen kleinen Bereich und diesen auch nur relativ langsam
untersuchen kann. Ebenfalls kann eine Beschddigung der Probe durch die verwendete Cantilever-
Spitze des AFM’s nicht ausgeschlossen werden. Somit ist dieses Verfahren eher zur punktuellen
Untersuchung geeignet, als zur Detektion sehr kleiner Lagen auf grofem Bereich. Das AFM wird
spater in dieser Arbeit exemplarisch zur Abklarung der Schichtdicke benutzt und detailliert in

Kapitel 3.3 behandelt.

In dieser Arbeit wurde hauptsachlich ein Verfahren zur Suche der Monolagen verwendet, welches
sich optische Effekte zu Nutze macht. Zur genauen Detektion der MoS;-Monolagen auf den Wafern
werden Interferenzeffektet® ausgenutzt, welche die 90nm diinne SiO,-Schicht und die sich da
driiber befindlichen Kristalllagen erzeugen. Im Detail werden ganz spezielle Farbanderungen des
Silizium-Wafers erzeugt, dessen natiirliche Kolorierung sich durch die abgelagerten MoS;-
Schichten, tiber Grau bis hin zu einem satten Tiirkis, dndert. In der folgenden Abbildung 3.2.1.2 ist
links die Situation schematisch verdeutlicht. Die diinnen MoS;-Lagen werden sichtbar indem die
ein- und ausfallenden Strahlen A, B und C mehrerer Schichten des Stapels miteinander
interferieren. Hierbei fiihrt die Verwendung von Weifdlicht zur Interferenz spezifischer

Spektralteile was als spezifische Farbdnderung wahrgenommen werden kann. Der Effekt ist so
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ausgepragt, dass sogar nur einatomar diinne Schichten wie Graphen, welche nahezu transparent
sind, im Zusammenspiel mit der 90nm Silizium-0xid-Schicht und dem Silizium-Substrat eine
eindeutige Farbveranderung hervorruft. Bei den hier gesuchten drei Atomlagen dicken MoS;-
Schichten ist der farbverdndernde Effekt dementsprechend noch ausgepragter und durch Farb-

und Kontrastunterschiede sind Einfach- von Mehrfach-Lagen zu unterscheiden.

SiOz-Beschichtung

Abb. 3.2.1.2: Durch Interferenz der Strahlen A, B und C werden auch sehr diinne MoS;-Schichten
auf einem Si+Si0,-Wafer sichtbar (links), mehrlagiger MoS;-Kristall auf Si+SiOz-Wafer (rechts)

Die Detektion der Monolagen findet unter einem Auflichtmikroskop (Olympus BX51, Olympus,
Japan) statt. Die Suche kann manuell, auf einer in x- und y-Richtung beweglichen, unter dem
Mikroskop arretierten Station, durchgefiihrt werden. Um ein Gefiihl fiir den gesuchten Farbton zu
erhalten, ist es anfangs ratsam sein Augenmerk auf Kristallfragmente zu richten, an dessen Kanten
sich das charakteristische Stufenmuster, welches durch immer weniger ilibereinander liegender
MoSz-Schichten hervorgerufen wird, abzeichnet (siehe Abbildung 3.2.1.2 rechts). Wird eine grofe
Anzahl solcher Farbabstufungen gefunden und unter Zuhilfenahme der Vergréfierungs-
moglichkeiten des Mikroskops detailliert untersucht, kann aus Erfahrung geschlossen werden, bei
welchen Farbtonen es sich definitiv nicht um Monolagen handeln kann. Im Gegenzug ist es
moglich, empirisch einen speziellen Farbton der Kristalllagen auszumachen, welcher auf die
beobachteten Stufenmuster bezogen, am nidchsten an der natiirlichen Farbe des Wafers liegt.
Durch Untersuchung einer grofden Anzahl von Stufenmustern und mdoglichen Monolagen kann
moglichst sichergestellt werden, dass kein Farbton existiert, der zwischen dem so bestimmten
und dem Originalfarbton des Wafers anzusiedeln ist. Zur methodischen Abklarung der
Lagenstiarke, wird in Kapitel 3.3 an einer nach dieser Prozedur bestimmte Monolage, mittels

Rasterkraftmikroskopie die Schichtdicke bestimmt.
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Mit den so gewonnenen Erkenntnissen ist es moglich relativ eindeutig zwischen Einfach- und

Mehrfachlagen zu unterscheiden.

MoS:z-Monolage

MoS:z-Doppellage

Abb. 3.2.1.4: Ein Kristallverbund mit Mehrfach- und Einfachlagen auf Si+Si0, Wafer bei

verschiedenen Vergrofierungen unter dem Auflichtmikroskop

Die manuelle Suche nach den nur wenigen Mikrometer Kkleinen Monolagen mit der
charakteristischen Farbung ist fiir das menschliche Auge jedoch sehr ermiidend, sodass nach dem,
Stunden dauernden, systematischen Absuchen der wenigen Quadratzentimer eines Wafers, eine
langere Pause eingelegt werden muss. Dariliber hinaus kann durch das lange konzentrierte
Beobachten der sich bewegenden Waferoberfliche, durch das Mikroskop, Schwindelgefiihl
ausgelost werden. Aus diesen Griinden wird fiir die zeitaufwendige, umfangreiche Suche nach den
seltenen Monolagen der in der Masterarbeit von Sebastian Knust3 entwickelte Monolagendetektor

eingesetzt.

Abb. 3.2.1.3: Komponenten des Monolagendetektors im Uberblick
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Mithilfe einer am Mikroskop angebrachten digitalen Spiegelreflexkamera (EOS 600D, Canon,
Japan) und eines steuerbaren Servo-Tisches ist es moglich die gesamte Oberfliche eines

praparierten Wafers automatisch abzufahren und dabei zu fotografieren.

Abb. 3.2.1.4: Mikroskop und Servo-Tisch

Die Ansteuerung der Komponenten geschieht am Computer liber ein LabView-Programm.3 Ein so
gewonnenes Bild hat eine Auflésung von ungefahr 540 Megapixeln und eine Groéfde von etwa 1,5
Gigabyte pro Quadratzentimeter Waferoberflache. Nach Eingabe der Mindestgréfie und der zuvor
empirisch erhaltenen Daten fiir Farbwert, Farbsattigung, Hellwert der Monolagen, sucht das
Programm nach entsprechenden Ubereinstimmungen auf den zuvor aufgenommenen Bildern.
Diese Ubereinstimmungen konnen anschlieiend am PC ausgewihlt und am Mikroskop genauer
betrachtet werden. Um minimales Variieren in der Farbe, hervorgerufen durch die Beleuchtung
oder einer leichten Fokusverschiebung des Mikroskops, auszugleichen, wird immer ein Intervall
fir die zu tibereinstimmenden Parameter (Farbwert, Farbsattigung, Hellwert) eingestellt.
Hierdurch werden dann auch leicht defokussierte Monolagen erkannt, jedoch geben auch
Doppellagen und Verunreinigungen auf dem Wafer ein positives Resultat, sodass eine
anschliefdende Kontrolle aller als iibereinstimmend erkannten Stellen unumgéanglich ist. Die sich
als Monolagen ausreichender Grofie ausgezeichneten Flocken werden zum spiteren
Wiederauffinden, vorsichtig und in sicherem Abstand mit einem Stift (Staedtler Lumocolor
permanent F, Staedtler Mars GmbH und Co. KG, Niirnberg, Deutschland) markiert und zur

Dokumentation noch einmal hochaufldsend fotografiert.
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Ein Problem bei der automatischen Detektion im Zusammenspiel mit den hier verwendeten
beschichteten Siliziumwafer ist, dass die Farbe der Wafer einer Charge (und zuweilen selbst auf
einem einzigen Wafer) variieren kann. Zur Abdeckung des gesamten Spektrums aller méglichen
gefundenen Farbparameter, in der sich eine Monolage préasentieren kann, muss das Intervall in
der Detektionssoftware duflerst grofdziigig gewahlt werden. Dies hat jedoch zur Folge dass
hunderte bis tausende mégliche Ubereinstimmungen pro Wafer gefunden und kontrolliert
werden miissen, selbst wenn auf dem Wafer keine Monolage vorhanden ist. So ist es notwendig,
fiir jeden neuen Wafer die oben beschriebene manuelle Suche nach Monolagen durchzufiihren, um
auf die genauen Monolagenparameter schlief;en zu konnen. Es wére also von enormem Vorteil
nur Wafer oder Teilstiicke eines Wafers zu verwenden, auf dem Monolagen den identischen
Farbwert erzeugen, um das Suchintervall der Software moglichst klein zu halten und somit die

Anzahl nicht zu vermeidender Fehlidentifizierungen zu minimieren.

Eine erprobte Moglichkeit, ausschliefdlich Wafer mit identischen optischen Eigenschaften zu
verwenden, stellt die Reinigung und erneute Praparation von schon verwendeten und sich als
negativ herausgestellten Waferstiicken dar. Prinzipiell ist eine Wiederverwendung der Wafer
ohne Monolagenerzeugung moglich, indem der Wafer mit einem in Aceton (Acetone AnalR
Normapur, VWR Internationale S.A.S., Frankreich) getranktem fusselfreiem Tuch zuerst griindlich
gereinigt und anschliefiend fiir ca. 10 Minuten in einem mit Aceton gefiillten Becherglas im
Ultraschallbad gereinigt wird. Beim Herausnehmen sollte jedoch dufderst langsam vorgegangen
werden, da sich sonst, durch Restablagerungen des verdampfenden Acetons, kleine Stellen mit
Verfarbungen bilden. Diese Regionen konnen bei der erneuten Verwendung, als mit den
Monolagen-Kriterien iibereinstimmend, fehldetektiert werden. Aber durch das Reinigen kénnen
nicht nur die erwdhnten kleinen verfarbten Stellen entstehen, auch eine leichtes Farbverdnderung
der kompletten Waferoberfliche kann beobachtet werden, dessen Auspragung von dem
verwendeten Losungsmittel zur Reinigung abhingt. Mehrere durchgefiihrte Probereinigungen,
welche die Auswirkungen von drei ausgewdhlten LOsungsmitteln (Aceton, Isopropanol (2-
Propanol AnalR Normapur, VWR Internationale S.A.S. Frankreich) und Ethanol (Ethanole
absolute AnalR Normapur, VWR Internationale S.A.S., Frankreich)) auf eine Waferoberflache
untersuchen zeigen, dass Aceton die geringsten Abweichungen von der urspriinglichen
Oberflachenfarbgebung verursacht. Jedoch sind auch diese geringen, schon durch einmaliges
Reinigen mit Aceton hervorgerufenen Verdnderungen ausreichend, um die automatische
Monolagendetektion mit den zuvor ermittelten Parametern betrdchtlich zu behindern.
Mehrmaliges Reinigen verstirkt diesen Effekt noch zusatzlich. Fiir zukiinftige, effizientere
Detektionen konnten Siliziumwafer mit einer praziseren, gleichméafiigen
Siliziumdioxidbeschichtung tiber eine ganze Charge hinweg produziert und nur zur einmaligen

Verwendung benutzt werden.
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3.2.2 Chip

Als Basistrager fiir die MoSz-Monolagen und die spater da drin erzeugten Nanoporen wurde ein
Siliziumchip  (Silson Ltd, Northampton, Grofdbritannien) aus dem Bereich der
Elektronenmikroskopie verwendet, dieser ist 3mm x 3mm grof und hat eine Starke von 200 pm.
Die Oberflache des Chips ist mit einer 20 nm diinnen Siliziumnitrid-Schicht {iberzogen. Zentral auf
diesem Chip befindet sich eine rechteckige freistehende Membran von ca. 43 pm x 32 pm unter der
atztechnisch das Silizium entfernt wurde. Das Material und die Geometrie des Chips wurden so

ausgewahlt, dass sie flir den spateren Einbau in die Flusszelle geeignet sind.

A

Abb. 3.2.2.1: Ober- und Unterseite des Silizium-Chips

In die freistehende SizNs-Membran, welche als Grundlage fiir die Monolage dient, wird mittels
eines Helium-Ionen-Mikroskops (ORION Plus, Carl Zeiss AG, Deutschland) (HIM) mittig eine circa
1pum grofde Pore (Mikropore) erzeugt. Die Bohrung wird durchgefiihrt,
indem der fokussierte Helium-Ionen-Strahl des Mikroskops einen Kreis 32 um x 43 ym
mit Radius 0,512um aus 34000 einzelnen Punkten abfihrt und an SizN,-Membran
jedem Punkt fiir 6ms stehen bleibt. Das so vom Strahl umrandete,
kreisrunde Stiick der SizNs-Membran fallt nach Vollendigung aller

zuvor einprogrammierten Punkte von alleine in die Probenhalterung T
hinunter und ldsst die gewtlinscht Mikropore auf dem Chip zuriick 1 um Pore
(siehe Abb. 3.2.2.2 und Abb. 3.2.2.3 a-c).

Abb. 3.2.2.2:

Bei diversen Versuchen akkurate Mikroporen in die Membran der  Lichtbildaufnahme von

verwendeten Chips zu bohren, hat sich gezeigt, dass die mechanischen Pore in SizsN4-Membran
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Eigenschaften der Chips der verwendeten Charge variierten. Es muss immer mit bedacht werden,
das jedes einzelne Abrastern der Oberfldche einen geringen Materialabtrag zur Folge hat.28 Bei
einigen Chips wurde die 20nm diinnen Membran schon alleine beim energiearmen, groben
Abrastern zur Lokalisierung der Membranmitte zerstort. Bei den ersten Versuchen eine Pore mit
spezifischem Durchmesser zu erhalten, gab es Membranen, die mehrere auch dicht aneinander
gesetzte Bohrungen schadlos liberstanden, andere Membranen zerbarsten bei der Durchfiihrung
einer einzigen Bohrung (siehe Abb. 3.2.2.3 d). Als essenziell bei der Abbildung der erzeugten Pore
hat sich die Verwendung der ,Floodgun“ erwiesen, diese bietet die Moglichkeit die unvermeidlich

auftretenden Oberflichenladungen mittels Elektronenbeschuss der Probe zu kompensieren.

S A ) B A
[Aceeleration \/ i An Field Of\iew Acceleration Dwell Time
[36.5 v 10. 5.5 I/ 30.0 us
Blanker Current [Averaging
9 pA ot

Blanker Current [Rveraging
ot

10 pA 0,00 um 10.00 um

Field OfView Acceleration Dwell Time i Field OfView Acoeleration V Dwell Time

10.00 um 35.7 KV 100 us 35.5 KV [10.0 us

[Wotking Dist Blanker Current i Working D Blanker Current i
m 0.7 pA o 7 mm 0.0 pA

Off |1U 00 um

Abb. 3.2.2.3: HIM-Aufnahmen verschiedener Stadien der Mikroporen-Bohrung in eine

Siliziumnitrid-Membran (a-c), durch Bohrung zerstorte Chip-Membran (d)
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3.2.3 Monolageniibertrag

Die Ubertragung, der in Kapitel 3.2.1 detektierten MoS;-Monolagen, auf den Trigerchip wird
mittels Wedging-Transferé? durchgefiihrt. Hierzu wird eine geeignete Monolage auf einem
Siliziumwafer ausgesucht und unter dem Auflichtmikroskop mittels eines feinen Stiftes (Staedtler
Lumocolor permanent F) so gekennzeichnet, dass sowohl die Monolage als auch die Markierungen
gleichzeitig in der 20-fach Vergréflerung des Mikroskops zu erkennen sind (siehe Abb. 3.2.3.2
a/b). Die Kennzeichnungen erleichtern das spatere Wiederauffinden der nur wenige Mikrometer

grof3en Monolage in den nachsten Praparationsphasen.

Nach Trocknung der gesetzten Markierungen wird der Wafer mit einem diinnen Film Cellulose-

Polymer (Cellulose Acetat Butyrat 180963, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)

. /R R\ (Abb. 3.2.3.1) beschichtet. Dies geschieht, indem der Wafer mit
\o 0 o 0 Z einer Pinzette flr kurze Zeit langsam und gleichmaf3ig in eine
Losung bestehend aus 0,3g Cellulose Acetat Butyrat
R\O © o~ O/R (65000g/mol), gelost in 10ml Ethylacetat, getaucht wird. Das
c|> R/ © ’ _Hn sich wahrend des Trocknens bildende Interferenzmuster dient
R o als Indikator fiir die ungefdhre Schichtdicke, umso weiter die
)‘><H Streifen im Interferenzmuster auseinander liegen, desto

H

H diinner ist die erzeugte Polymer-Schicht. Die folgenden Schritte
MH der Prdparation erfordern, dass im Bereich der ausgewahlten
H-"\  Monolage eine Schichtdicke erzeugt wird, die etwa zwei
Interferenzstreifen pro Millimeter entspricht. Ist die

Abb. 3.2.3.1: Strukturformel
gewlinschte Stiarke des Cellulose-Polymers erreicht, wird dem

des Cellulose-Polymers

Polymer auf dem Stiick Wafer Zeit gegeben, sich komplett zu
verfestigen. Die angestrebte Starke des Polymers ist, je nachdem mit welcher Geschwindigkeit die
Beschichtungen durchgefiihrt wird, nach ein- bis dreimaligem Eintauchen erreicht. Nachdem das
Cellulose-Polymer komplett getrocknet ist, wird mit einem Skalpell ein kleiner, circa 2mm x 2 mm,
rechteckiger Bereich um die Monolage herum ausgeschnitten (siehe Abb. 3.2.3.2 c/d). Hierbei ist
penibel zu beachten, dass die Monolage weder durch das Skalpell selbst, als auch durch
moglicherweise sich von der Oberfliche losendes, aufwolbendes oder einreifdendes Polymer
beschadigt wird. Der rechteckige Bereich, der sowohl die intakte Monolage als auch Teile der

Markierungen beinhaltet, ist jetzt vom Rest des am Wafer anhaftenden Polymers isoliert und kann

fiir den nachsten Praparationsschritt verwendet werden.
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200 um

Abb. 3.2.3.2: Unterschiedliche Praparationsschritte einer Monolage fiir den Transfer auf den Chip,

Schichtkristall aus Bild a in Bildern b, ¢, und d mit Rahmen gekennzeichnet
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Um die soweit vorbereitete Monolage iiber die lediglich einen Mikrometer messende Pore der
Siliziumnitridmembran des Chips abzulegen, wird der in Abbildung 3.2.3.3 gezeigte

Mikromanipulator verwendet.

Eee 7 - a9 10 0213 A Tea

Abb. 3.2.3.3: Mikromanipulator auf Arbeitsflache (links) und am Auflichtmikroskop fixiert (rechts)

Dieser ermdglicht, iiber manuelle Regelung von drei Mikrometerschrauben mittels feiner
Nadelspitzen, in einem mit Reinstwasser (Millipore Milli-Q, Merk KGaA, Darmstadt, Deutschland)
gefiilltem Teflon-Behaltnis auf und unter der Wasseroberflidche zu agieren. Eine weitere Einheit
am Manipulator erlaubt es den Chip aufzunehmen und ebenfalls {iber eine Mikrometerschraube
vom Grund des Teflon-Beckens bis zur Wasseroberflache zu fahren. Um den mit der Mikropore
versehenden Chip, auf die sich unter Wasser befindliche Halterung des Manipulators abzulegen,
ist es notwendig, die diinne freistehende Membran des Chips vor den Kréaften, welche die relativ
grofde Oberflichenspannung von Wasser ausiibt, zu schiitzen. Zur Vermeidung dieser Krafte und
einer moglichen damit einhergehenden Beschddigung der Membran wird der Chip zuvor
vorsichtig hochkannt in einen mit Isopropanol gefiillten, abgetrennten Deckel eines
Mikroreaktionsgefafies (Eppendorf Safe-Lock Tubes 1,5ml, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) (Eppi) gegeben und komplett auf den Grund des Teflon-Behdltnises abgesenkt.
AnschliefSend kann der Chip unter Wasser mittels einer Pinzette aus dem Eppi-Deckel
herausgenommen und auf die dafiir vorgesehene Halterung des Manipulators gesetzt werden.
Jetzt wird der Chip in seiner Halterung noch zentriert und waagerecht ausgerichtet. Hierfiir kann
der Mikromanipulator am Auflichtmikroskop fixiert werden. Der Chip wird in die Ndhe der
Wasseroberflache gefahren und mit Zuhilfename des Fokus kann sehr gut abgeschatzt werden,
wann der Chip eine komplett horizontale Lage eingenommen hat. Des Weiteren ist es so moglich
sich zu vergewissern, dass die Membran mit der Mikropore, den Transfer von Luft Ulber
Isopropanol in Wasser schadlos liberstanden hat. Fiir den nachsten Schritt verbleibt der Chip auf

seiner Halterung in der niedrigst moglichen Position, um in der Nahe der Wasseroberflache einem
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moglichst grofden Aktionsraum zu gewdhrleisten. Das Stiick Wafer mit dem freigestellten Bereich
wird nun vorsichtig, wiederholt unter sehr flachem Winkel in das Teflon-Behéltnis mit
Reinstwasser eingetaucht. Dieser Vorgang wird solange durchgefiihrt, bis sich das kleine,
gehdrtete Rechteck Cellulose-Polymer vom Wafer komplett 16st und auf der Wasseroberflache
treibt. Das nun frei treibende Polymer darf sich wihrend der Ablosung nicht falten oder

umstiilpen um Schdden an der auf der Unterseite fixierten Monolage zu vermeiden.

Der komplette Mikromanipulator wird nun vorsichtig aufgenommen und auf die bewegliche
Station des Auflichtmikroskops abgesetzt, welches selbst auf einem vibrationsddmpfenden Tisch
ruht. Mittels Einsatz einer Pinzette kann das treibende, und fast nur durch die zuvor gesetzten
Markierungen sichtbare Polymer in Richtung der fahrbaren Nadelspitzen des Mikromanipulators
gesteuert werden. Unter diesen angekommen, werden die Nadeln langsam gesenkt bis diese das
Polymer auf der Wasseroberflache fixieren. Der Vorgang wird unter dem Mikroskop verfolgt, um
die Spitzen nicht versehentlich direkt {iber der Monolage aufzusetzen. Durch die extreme Diinne
und die damit hergehenden optischen Eigenschaften ist es nicht moglich die Monolage durch das
Polymer auf der Wasseroberfliche zu erkennen. Hier werden die zuvor gemachten Aufnahmen
und die Markierungen zur Hilfe genommen, um die ungefahre Position abzuschatzen. Hierbei hilft
es enorm, wenn die Monolage sich in unmittelbarer Nahe an einen Verbund aus mehreren Lagen

befindet, da diese durch das Mikroskop erkannt werden kénnen.

Ob die Monolage den Transfer vom Wafer unbeschadet iiberstanden hat und sich wirklich auf der
Unterseite des Polymers befindet, ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht ersichtlich. Durch geschicktes
Senken und Heben bei gleichzeitigem horizontalem Bewegen der Nadeln ist es mdglich, den
Bereich mit der Monolage endgiiltig zwischen den beiden Nadelspitzen des Manipulators und der
Wasseroberfliche einzuspannen. Die so auf der Oberfliche fixierte und {iber die
Mikrometerschrauben bewegbare Polymerschicht wird tiber die Chiphalterung gefiihrt. Der Chip
samt Halterung wird daraufhin langsam nach oben gefahren und, um den resultierenden
sinkenden Wasserspiegel entgegenzuwirken, die beiden Nadeln welche das Polymer in Position
halten nach unten. Es ist wichtig die Nadeln nicht zu weit hinunter zu fahren, da das Polymer
sonst unter die Oberflache gedriickt wird. Ebenfalls kann es bei zu wenig Druck passieren, dass
sich das Polymer 16st. In beiden Fillen muss, wenn keine Beschddigung entstanden ist, das
Einfangen von vorne begonnen werden. Die Anndherung wird nun soweit fortgesetzt, bis die
Chipmembran und das Polymer sich so nahe kommen, dass beide gleichzeitig im Fokus des
Mikroskops sichtbar sind. Jetzt kann beim weiteren Ndhern mittels stindigen Wechsels der
Fokusebene zwischen Membran und Polymerunterseite die Pore und der Teil des Polymers, auf

dem die Monolage vermutet wird, direkt iibereinander gelegt werden. Sobald Chip und Polymer
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an der Wasseroberfliche einmal in Kontakt sind, sorgt die Adhasion dafiir, dass das Wasser

verdrangt wird und die Trocknung beginnt, ein Losen ist jetzt nicht mehr méglich.

Abb. 3.2.3.4: Chip und Polymer kurz nach dem Kontakt (links), Chip mit getrockneter

Polymerschicht in Halterung des Mikromanipulators (rechts)

Erst wahrend der Trocknung, wenn sich kaum noch Wasser zwischen Membran und Polymer
befindet, wird die Monolage langsam wieder sichtbar und es zeigt sich ob diese iiber der Pore
platziert werden konnte (Abb. 3.2.3.4 links). Ebenfalls kann jetzt die Erkenntnis gewonnen
werden, ob die Monolage beschédigt ist, leider nur Teile der Pore bedeckt sind oder, ob sich
liberhaupt eine Monolage auf der Unterseite des Polymers befunden hat. Wenn auf einen
moglichen erfolgreichen Transfer zu schliefen ist, wird das komplette Wasser aus dem Teflon-
Becken entfernt und der Verbund fiir 24 Stunden zum Trocknen unter dem Mikroskop belassen.
Wahrend des Trocknungsprozesses kann es durch mechanische Spannungen, hervorgerufen von
den Nadelspitzen, vorkommen, dass das Polymer sich anhebt und die Membran samt Monolage
zerreifdt. Ebenso kann der Markierungsfarbstoff bei der Trocknung eine Kraft auf das Polymer
ausiiben, sodass dieses sich langsam wieder ablost und die Monolage nicht mehr iiber der Pore
verbleibt. Nach dem vollstindigen Trocknen werden die Nadelspitzen angehoben und der Chip
aus der Halterung genommen (Abb. 3.2.3.4 rechts). Um das Cellulose-Polymer vom Chip zu
entfernen, wird dieser mit einer Pinzette vertikal in ein Gefafs mit Ethylacetat gegeben. Hier kann
der Chip sowohl geschwenkt oder auch, wenn notwendig abgelegt werden. Nach dem
vollstandigen Aufldsen des Polymers bleibt die Monolage iiber der Pore auf der Membran zurtick.
Wie zuvor beim Eintauchen wird der Chip jetzt ebenfalls vertikal und dufderst langsam aus der
Fliissigkeit gezogen und bis zur vollstindigen Verfliichtigung des Losungsmittels in der Pinzette
gehalten. Unter dem Mikroskop wird gekldart ob die Monolage auch diesen Schritt intakt

tiberstanden hat.
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3.2.4 Nanopore

Die flir das Experiment erforderliche Festkorpernanopore wird mittels eines Helium-lonen-
Mikroskops erzeugt. Hierfiir wird der soweit praparierte Chip aus Kapitel 3.2.3 abermals mit der
Membran nach unten in das Mikroskop eingelegt. Mit geringer Auflosung und unter Verwendung
der ,Floodgun“ wird behutsam so lange an die Membran herangefahren bis die zuvor gebohrte
Mikropore ausfindig gemacht wird. Um weder die Monolage noch die Membran zu gefdhrden,
werden keine detaillierteren Bilder mehr aufgenommen sobald die Mikropore sichtbar ist (Abb.
3.2.4.1 rechts), zuvor sind schon Mehrfachlagen auf der anderen Seite der Membran schemenhaft

zu erkennen (Abb. 3.2.4.1 mitte)

Abb. 3.2.4.1: Auflicht- und HIM-Aufnahmen einer mit Monolage iberspannten Mikropore

AnschliefSend wird der Ionenstrahl auf das Zentrum der Mikropore fokussiert und bei einem
Strom von 0,8pA fiir 60Sekunden dort gehalten. Vorausgegangene Arbeiten?8 zeigen, dass mit
diesem Vorgehen eine Pore von circa 40nm Grofée in der MoS;-Monolage entsteht. Zwar ist es
ohne weiteres moglich analog auch kleinere Poren zu erzeugen. Fiir dieses Experiment, welches
sich primar mit der Realisierbarkeit einer Translokation durch MoS;-Monolagen beschaftig, ist die
Verwendung einer etwas grofderen Pore bei der Einfidelung jedoch von Vorteil. Obwohl jetzt die
theoretische Moglichkeit besteht die Dimension der gebohrten Nanopore direkt mit dem HIM zu
iiberpriifen, wird davon abgesehen, um das sensible Konstrukt nicht weiter zu gefahrden. Eine
alternative, spater in dieser Arbeit angewandte Methode um auf die Porengrofie zu schliefien,

stellt die Messung des Porenwiderstandes nach Einbau in eine Flusszelle dar2s.s.
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3.2.5 Flusszelle

Der in den Arbeitsschritten der vorherigen Kapitel hergestellte Chip soll nun in die fiir das
Nanoporen-Experiment verwendete Flusszelle eingebaut werden. Die einzelnen Schritte, die
jeweils zur Anfertigung und Zusammenbau einer Flusszelle fiir eine Messung notwendig sind,

werden im Folgenden beschrieben.

Der schematische Aufbau der Flusszelle ist in Abbildung 3.1.2 dargestellt. Die Basis bildet ein
diinnes Deckglas (60mm x 24mm x 0,15mm), auf dieses wurde mittels Rotationsbeschichtung
eine ca. 40 um dicke Schichte PDMS (Sylgard 184 Silicone Elastomer, Dow Corning Co., Michigan,
USA) aufgebracht (Abb. 3.2.5.1 a). In die PDMS-Schicht wird mit einem Skalpell ein etwa 1
Millimeter breites und ca. 2,6 Zentimeter langes Rechteck geschnitten und der innere Teil mit
einer Pinzette entfernt, sodass ein flacher Kanal entsteht (Abb. 3.2.5.1 b). Als néachstes wird ein
mit PDMS  beschichteter Objekttrager verwendet, dessen Oberfliche vor der
Rotationsbeschichtung silanisiert wurde, die Schichtdicke betragt ebenfalls ca. 40 um. Diese beide
PDMS-Lagen sollen jetzt wasserdicht miteinander verbunden und der entstehende Kanal
luftblasenfrei mit Puffer befiillt werden. Hierfiir ist es notwendig, dass beide PDMS-Schichten
zundchst hydrophilisiert werden. Dies geschieht, indem das PDMS unmittelbar vor dem
Zusammenbau fiir 30 Sekunden mit einem Sauerstoff-Plasma behandelt wird. Die
Stickstoffatmosphére der Plasmaanlage wird hierfiir bis auf 8-10-3mbar abgepumpt und darauf
mit Sauerstoff bis zu einem Druck von 0,1 mbar bei weiterhin aktivem Abpumpen im Durchstrom
geflutet. Das Plasma wird mittels 500 kHz Wechselspannung zwischen 20kV und 45kV geziindet.
Nach der Behandlung wird in die unversehrte PDMS-Schicht des Objekttragers zuerst zentral ein
ca. 1,3mm grofdes Loch gestanzt, der innere Teil entfernt und anschliefdend mit einem Skalpell ein
Rechteck von ca. 4 cm x 1,5 cm um das Loch herum geschnitten (Abb. 3.2.5.1 c). Das Rechteck wird
vorsichtig mit zwei Pinzetten vom Objekttrager gezogen und in der Luft gedreht, sodass die
hydrophile Seite nach unten zeigt. Anschliefdend wird das PDMS-Rechteck flach iiber den Kanal
des beschichteten Deckglases gelegt, sodass dieser komplett bedeckt und das gestanzte Loch
mittig tiber dem Kanal liegt (Abb. 3.2.5.1 d). Abschlief3end werden noch zwei weitere 3mm Lécher
durch beide PDMS-Schichten zu den Enden des Kanals gestanzt und mit einer Pinzette von Resten
befreit (Abb. 3.2.5.1 ). Um die noch anhaltende Hydrophilie des gebauten Kanals zu nutzen, wird
dieser, vom mittleren Zugang beginnend, mit Puffer befiillt. In sdmtlichen Experimenten wird,
wenn nicht anders angegeben, 20mM KCl, 2mM Tris/HCl Puffer mit einem pH-Wert von 8,0
verwendet, der durch Unterdruck entgast wurde. Die hydrophilen Wande des Kanals sorgen
dafiir, dass der Puffer blitzartig zu beiden Enden des Kanals hin transportiert wird. Nach einer
optischen Kontrolle, dass der Kanal bis zu beiden Enden gefiillt und absolut frei von Luftblaschen

ist, werden die beiden dufderen Zugiange mit Puffer aufgefiillt.
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Abb. 3.2.5.1: Schematische Darstellung der notigen Praparationsschritte zur Erzeugung eines

diinnen PDMS-Kanals mit drei Zugdangen

Aufgrund der empfindlichen Chip-Membran in Zusammenspiel mit moglich auftretenden
Kapillarkraften und Druckgradienten miissen die weiteren Schritte unter Puffer durchgefiihrt
werden. Hierzu wird ein transparentes PET-Behaltnis mit einem Liter im Ultraschallbad
entgastem Puffer gefiillt. Um jedwede Verunreinigung der Fliissigkeit sowohl durch Staub als auch
durch Zellen oder anderen Partikel zu erschweren, wird ausschliefdlich mit Haarnetz und
Mundschutz unter einer Flowbox gearbeitet. Auf dem Grund des Behaltnisses wird zuerst der
metallende Boden der Flusszelle abgelegt. Der Boden hat ein grofderes Loch fiir den Laserstrahl
und eine 0,2 mm tiefe Aussparung, in die das soeben praparierte Deckglas mit den drei Zugidngen
hineingelegt wird. Um den sensiblen Chip in den Puffer einzutauchen, wird erneut die Methode
des mit Isopropanol gefiillten Eppi-Deckels aus Kapitel 3.2.3 angewandt. Der Chip wird vorsichtig
mit einer Pinzette aus dem Eppi-Deckel herausgenommen und mit der Nanopore nach unten auf
das Zentrum des mittleren Zugangs gelegt. Der Chip darf auf keinen Fall versehentlich neben dem

1,3mm messenden Zugangsloch abgelegt werden da jeder mechanische Druck auf die Monolage
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oder die 20nm diinne Membran diese einreifRen lassen wiirde. Uber die beiden dufleren Zugénge
wird der erste Teil der zweiteiligen Acrylglas-Abdeckung gesetzt und mit Inbus-Schrauben fixiert.
Im Acrylglas befinden sich direkt iiber den beiden Zugdngen zwei vertikale, vollstindig
durchgehende Kanile, diese beiden Kandle bilden jetzt zwei grofiere Fliissigkeitsreservoire. Um
die Oberseite des Chips zu versiegeln, wird aus ca. 0,60mm dickem PDMS ein 3mm grofder
Dichtungsring gestanzt, dessen Innendurchmesser 1,5mm betragt. Der Dichtungsring wird
zusammen mit der zweiten Acrylglas-Halfte, bestehend aus einem hohlen Stempel, auf dem Chip
platziert und mit Messing-Schrauben behutsam angezogen. Der hohle Stempel stellt Reservoir 3 in

der folgenden Abbildung dar.

Reservoir 1 mit Zugang Reservoir 3 mit Zugang
unter Nanopore Uber Nanopore

Abb. 3.2.5.2: Vollstdndig zusammengebaute Flusszelle, bereit zur Kontaktierung und Einbau in die

Optische Pinzette

Aufgrund der mittels PDMS erzeugten Dichtigkeit der Flusszelle miissen jegliche Partikel und
Ionen, um von einem der dufieren Reservoire 1/2 in das mittlere Reservoir 3 zu gelangen, die

Nanopore passieren.

Alle in dieser Arbeit verwendeten PDMS-Schichten auf Objekttragern und Deckgldsern wurden in
einem Reinraum aus entgastem PDMS mittels Spincoating hergestellt und anschliefiend in einem
Ofen (APT.Line Serie ED 115, Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland) 2Stunden bei 85°C

ausgehartet.
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3.2.6 Mikrokiigelchen

Fiir die Durchfithrung einer kontrollierten Translokation von DNA in der im letzten Unterkapitel
praparierten Flusszelle muss die DNA an ein Mikrokiigelchen gebunden werden. In diesem Kapitel
wird der Vorgang des Immobilisierens von A-DNA an ein Polystyrolkiigelchen beschrieben. Hierzu
werden 0,25pl einer 5%igen Losung aus mit Streptavidin beschichteten Polystyrol-
Mikrokiigelchen mit einem Durchmesser von 3,05pm (Kisker Biotech GmbH, Steinfurt,
Deutschland) mit einer Pipette aufgenommen und in einen Eppi (1,5ml) gegeben. Danach werden
0,5 ul biotinylierte A-DNA Lésung (70ng/ul) (Promega Madison, Wisconsin, USA) abgemessen, mit
in das Eppi gegeben und vorsichtig vermengt. Anschlief;end wird das Gemisch fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, damit DNA und Kiigelchen sich verbinden und die Biotin-
Streptavidin-Bindungen bilden kénnen. Das gewahlte Verhaltnis von Kiigelchen zu DNA-Strangen
betragt ca. 1:800, sodass davon ausgegangen werden kann, dass sich nach 10 Minuten an jedem

Kiigelchen mindestens ein DNA-Strang befindet.

Als letzter Schritt wird das Eppi schliefdlich mit entgastem Puffer aufgefiillt und fiir ein bis zwei
Sekunden bei kleinster Stufe auf den Vortexmischer (Vortex-Genie-2, Scientific Industries, USA)
gehalten. Hierdurch werden mogliche entstandene Aggregate aufgelost und die Kiigelchen

gleichmaflig im Eppi verteilt.
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3.3 AFM-Abbildung

Zur Uberpriifung der rein optisch und empirisch detektierten Monolagen wird als weitere
Methode eine Rastersonden-Mikroskopie-Technik eingesetzt, die Rasterkraftmikroskopie (engl.:
atomic force microscopy - AFM). In Abbildung 3.3.1 ist das

Funktionsprinzip eines Rasterkraftmikroskops schematisch

Carﬁ'i:rver dargestellt. Eine feine Nadel, deren Spitze im Idealfall nur wenige

Atome umfasst, ist an einer Art Metallfeder befestigt, dem so

genannten Cantilever. Mit Hilfe einer Piezoelektrik kann dieser

Cantilever nun in allen drei Raumdimensionen in

Nanometerschritten iiber die Probenoberfliche bewegt werden

. und so abrastern. Je nach Topographie der Probenoberflache und
X, Y, Z piezo

der damit verbundenen Krifte auf die Nadel wird der Cantilever

dabei mehr oder weniger stark ausgelenkt und liefert dadurch ein
Abb. 3.3.1:

) o topographisches Abbild der Probe. Zur dafiir bendtigten Messung
Funktionsprinzip eines

der Cantileverauslenkung gibt es verschiedene Verfahren, in

Abbildung 3.3.1 geschieht dies durch die Bestrahlung der

Rasterkraftmikroskops®®

Cantileveroberseite mit gebiindeltem Laserlicht. Der vom Cantilever reflektierte Laserstrahl wird
dann auf eine Quadrantendiode geleitet, welche die Auslenkung des Cantilevers detektiert und in
ein Spannungssignal umwandelt. Bei der Abrasterung der Probenoberfliche mit der Cantilever-
Nadel treten verschiedene Krafte auf, die in ihrer Summe die Auslenkung des Cantilevers
bewirken. Zur Uberpriifung der Dicke ausgewahlter MoS;-Lagen wird das AFM im tapping mode
betrieben, dieser Modus rastert die zu untersuchende Oberflaiche materialschonend aber dennoch
mit hoher Auflésung ab. Hierbei wird der Cantilever in Schwingung versetzt und in der
unmittelbaren Nahe der Probenoberfldche beginnen sich die Atomorbitale der Probenoberflache
sowie der Sondenspitze fiir sehr kurze Zeit zu iiberlappen. Diese Uberlappung fiihrt zu
Repulsivkriften welche eine Verschiebung der Resonanzfrequenz des Systems zur Folge hat,
weshalb sich messbare Anderungen in der Schwingungsamplitude und in der Phase (zwischen

Anregung und Schwingung) ergeben.

Um die Schichtdicke einer zuvor ausgewahlten MoS;-Lage zu messen, wird der Teil der Wafers,
auf dem sich die zu untersuchende Struktur befindet, auf die Mafie von ca. 8mm x 8 mm
zurechtgeschnitten. So prapariert kann das Fragment mittels doppelseitigen Klebebands auf ein
AFM-Probentrager, einer ebenen Metallscheibe ( @ 10mm) aus rostfreiem Stahl, fixiert werden.
Der Probentriager wird anschlieffend in die Messapparatur des Rastersonden-Mikroskops
(Nanoscope V, Multimode, Bruker, Massachusetts, USA) eingesetzt. Der Scanvorgang erfolgt mit

einem Kraftsensor (Tap300AL-G, Ted Pella Inc, Redding, Kalifornien, USA) im tapping mode.
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3.4 Ablauf einer Messung

In diesem Unterkapitel wird der typische Ablauf eines DNA-Translokations-Experiments an der
Optischen Pinzette dargestellt. Ziel der Messung ist es, sowohl Krifte als auch die Anderungen im
Ionenstrom zu detektieren, die wahrend der Translokation eines, an einem Mikrokiigelchen
immobilisierten, A-DNA-Doppelstrangs durch eine Nanopore auftreten. Hierzu wird die zuvor
praparierte Flusszelle aus Kapitel 3.2.5 in die Halterung der Optischen Pinzette eingebaut und

elektrisch kontaktiert (vgl. Kapitel 3.1).

Siliziumnitrid-Membran

MoS,-Monolage

mit Nanopore z-Abstand

messbare Kraft F

Abb. 3.4.1: Prinzip des DNA-Translokations-Experiments mit der Optischen Pinzette

In der Steuerungssoftware wird als erstes die Messung einer U-I-Kennlinie des verbauten Chips
veranlasst, anhand dieser kann sofort ermittelt werden ob der Probenchip den Einbau
unbeschadet iiberstaden hat. Am Patch-Clamp-Verstarker ist es moglich eine Vorspannung
einzustellen um eine Offset-Kalibrierung des Stroms durchzufiihren und so elektrochemische
Prozesse auszugleichen. Aus den Werten des gemessenen lonenstroms ist sofort ersichtlich, ob
die Flusszelle dicht zusammengebaut wurde, die Siliziumnitrid-Membran des Chips samt
Nanopore intakt ist oder sich Luftblasen direkt vor oder hinter der Pore befinden. AufRerdem wird
optisch abgeklart, ob sich Verunreinigungen vor der Membran oder im Trichter des Chips
angesammelt haben. Sofern solche vorhanden sind, miissen diese durch kontinuierliches Spiilen
mit entgastem Puffer vorsichtig entfernt werden. Diese miissen entfernt werden weil Luftblasen,
grofdere Partikel oder Cluster zum einen die Nanopore verstopfen konnen, zum anderen
beeinflussen sie die spitere Kantendetektion des Kiigelchens negativ oder machen diese

unmoglich. Auflerdem kann durch den verwendeten Laser eine Verunreinigung insoweit
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beeinflusst werden, dass diese extrem stark erhitzt, das umgebende Wasser zum Kochen bringt

und infolgedessen die Membran oder Nanopore beschédigt.

Abb. 3.4.2: Mikroskopische Aufnahme im Durchlicht von einer Verunreinigung im Trichter des
Chips und von auf der Membranoberflache adhirierender Kiigelchen (links), Auflicht-

aufnahme von einer Luftblase im Kanal in der Ndhe des Membranfensters (rechts)

Speziell bei der Beseitigung von Zellen oder anderen Partikeln im Trichter des Chips ist immense
Vorsicht geboten (siehe Abb. 3.4.2 links). Jeglicher Austausch von Flissigkeit in der Ndhe der
Membran fiihrt zu einer Strémung und damit zu einer Anderung des hydrodynamischen Drucks
auf die Membran und die Nanopore. Durch wiederholtes gezieltes Pipettieren von Puffervolumina
im Mikroliter-Bereich innerhalb des Trichters ist es vereinzelt méglich die Verunreinigungen zu
beseitigen. Bei zu stark adhadrierenden Partikeln ist das Ablosen innerhalb der
zusammengebauten Zelle nicht moglich, der Chip muss, soweit die Membran nach den
Sauberungsversuchen noch intakt ist, aus der Zelle ausgebaut werden. Hierfiir ist das komplette
Zerlegen der Flusszelle notwendig. Nur durch eine externe Behandlung mit Losungsmitteln sind

hartnackige Verschmutzungen zu beseitigen, dies bedeutet den Abbruch des Experiments.

Konnen jedoch all diese ,makroskopischen“ Probleme ausgeschlossen werden, folgt der nachste
Schritt des Versuchs. Aus der angelegten Spannung, dem resultierenden lonenstrom und der
bekannten Membrandicke kann der effektive Porenradius?8 berechnet und somit auf die Eignung
fiir das Experiment geschlossen werden. Liegt der Durchmesser innerhalb des gewiinschten
Bereiches von 40nm, kann mit dem Einspiilen, der mit A-DNA versehenden Polystyrolkiigelchen

(vgl. Kapitel 3.2.6), begonnen werden.

Das Hinzugegeben der Kiigelchen-Losung geschieht, indem aus den beiden duferen Reservoiren
jeweils eine kleine Menge Puffer mit einer Mikropipette heraus pipettiert wird. Danach wird

Reservoir 1 mit der Kiigelchen-Losung befiillt, durch den hydrostatischen Druckunterschied der
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Reservoire 1 und 3 wird die Fliissigkeit samt Kiigelchen langsam durch den Kanal geleitet bis sich
ein Gleichgewichtszustand einstellt. Im Mikroskop ist dies durch eine immer weiter abnehmende
Flief3geschwindigkeit der Kiigelchen zu beobachten. Wenn die Geschwindigkeit der
vorbeistromenden Kiigelchen fast zum erliegen gekommen ist, wird mit dem Einfangen eines
vielversprechend aussehenden Exemplars in der Optischen Pinzette begonnen. Alle relevanten
Parameter wie Grofde und Symmetrie des Kiigelchens sollten fiir eine erfolgreiche Messung den
Vorgaben entsprechen. Innerhalb der angesetzten Kiigelchen-Losung kommen immer wieder
Exemplare unterschiedlicher Grofe mit Defekten oder ungeniigenden optischen Eigenschaften
vor, diese gilt es zu meiden. AufRerdem muss das Kiigelchen unbedingt separiert vorliegen, also
keinen Teil eines durch DNA zusammengehalten Verbundes mit anderen Kiigelchen darstellen.
Zeichnet sich das Exemplar als verwendbar aus, kann mit der Anndherung an den spateren
Messort begonnen werden. Dies geschieht in der Ebene iiber den manuell zu bedienenden x-y-
Tisch und in z-Richtung, ebenfalls noch manuell, iiber den Fokus des Mikroskops. Das Kiigelchen
wird nun derartig platziert, dass die Position etwas weniger als einen Kugelradius Abstand in z-
Richtung von der SizNs-Membran entspricht. An diesem Platz sind, fiir die jetzt anstehende Fokus-
Ausgleichs-Kalibrierung (advanced focus correction calibration), identische optische Bedingungen
vorzufinden, wie sie direkt iliber der Nanopore herrschen. Die Kalibrierung ist fiir die genaue

Bestimmung der wirkenden Kraft aus der Kiigelchen-Auslenkung notwendig.

Wie bereits in Kapitel 3.1 erwahnt, findet eine scheinbare Gréfienanderung des Kiigelchens statt.
Diese Anderung ist weder linear noch fiir unterschiedliche Kiigelchen identisch und muss fiir
jedes frisch eingefangene Exemplar erneut betrachtet werden. Zur Berechnung der Auslenkung
und somit der anliegenden Kraft ist aufder dem durch die Videoauswertung bestimmten Radius r
des Kiigelchens die Kenntnis dessen Radius ohne Krafteinwirkung ro an jedem Ort z der Messung
notwendig. Die Auslenkung Az ergibt sich dann, mit einem Konversionsfaktor 3, nach folgender

Formel:3

AzzB[éM—lj
Tr
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Das Prinzip der videobasierten Grofienbestimmung eines gefangenen Kiigelchens ist in der
folgenden Abbildung 3.4.3 zu sehen. Die Auswertsoftware detektiert die steigenden (pink) und
fallenden (bordeauxrot) Kontrastkanten des Objektes und bestimmt aus deren Mittelwert

(orange) die scheinbare Kugelgrofe (gelber Kreis)s.

Abb. 3.4.3: Kantendetektion der Software zur Bestimmung des scheinbaren Kugelradius (links),

Ansicht des Membranfensters durch das Mikroskop (rechts)

Nach der Fokus-Ausgleichs-Kalibrierung wird das Kiigelchen in z-Richtung, durch Verwendung
des computergesteuerten Piezotisches, mehrere Male gleichmif3ig und laminar durch die
Fliissigkeit gefahren. Die vorldufige Kraftkonstante, welche notwendig fiir die Berechnung der
wirkenden Kraft wihrend des laufenden Experiments ist, wird lber die wirkende Stokes-
Reibungskraft ermittelt. Wie zuvor muss auch dieser Wert fiir jedes neu gefangene Kiigelchen neu
bestimmt werden. Alle folgenden prazisen Bewegungen des Kiigelchens werden jetzt nur noch

mittels der LabView-Steuerungssoftware am Rechner ausgefiihrt.

Sind die beiden Kalibrierungsprozeduren durchgefiihrt, wird das Kiigelchen in circa 2 um Abstand
direkt unter der Nanopore platziert (vgl. Abb. 3.4.1). Bei der Kldarung der Position der Nanopore
sind die zuvor sowohl optisch als auch im HIM aufgenommenen Bilder zum Vergleich eine
ausgesprochene Hilfe. Die Nanopore allein ist durch ihre Gréfde natiirlich nicht sichtbar, wurde
jedoch zentral in die 1 um Pore gebohrt. Verursacht durch die schlechten Sichtverhaltnisse der
Flusszelle und der verbauten Infrarotfilter, ist selbst diese grofiere Pore meistens nicht eindeutig
auszumachen und ihre Position deshalb mehr oder weniger nur zu erahnen. Bei der
Positionierung sollten weder die Membran noch die Monolage beriihrt werden. Dies kann sich als
schwieriger als zunachst gedacht herausstellen, da zu beachten ist, dass die Chip-Membran nicht
wie im trockenen Zustand glatt gespannt, sondern mitunter auch gewolbt iiber dem Fenster liegen
kann. Griinde fiir diese sowohl nach oben als auch nach unten auftretenden Auswélbung sind die

Wairme der Beleuchtung, die Absorption der Laserenergie und der elektroosmotische Fluss. Bei
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einer Berithrung der Membran besteht immer die Maoglichkeit, diese unwiderruflich zu
beschadigen, selbiges gilt natiirlich, jedoch noch brisanter, fiir die Monolage bzw. die Nanopore.
Zusatzlich kann eine Beriihrung auch zu unerwiinschter Adhésion des Kiigelchens an der
Membranoberflache selbst oder an Verunreinigungen auf dieser fithren. Ein Wiederablosen ist
durch die begrenzte maximale Kraft des eingesetzten Lasers nur selten moglich. Wenn ein
Kiigelchen in der Nahe der Pore kleben bleibt, beeinflusst dieser Zustand, wie die zuvor im Kapitel
erwdhnten Verunreinigungen im Trichter des Chips, die Kantendetektion und es kann erst
fortgefahren werden, wenn die Messumgebung wieder frei von stérenden Einfliissen ist. In den
Fillen zu starker Adhdsion muss die Flusszelle fiir eine Reinigung wieder komplett zerlegt

werden.

Direkt unterhalb der Nanopore angelangt, wird jetzt eine Transmembranspannung angelegt und
die Translokation initialisiert. Die Spannung wird solange erhoht bis ein Sprung in der Kraft,
welcher auf eine Einfidelung hindeutet (vgl. Kap. 2.2), detektiert wird. Die Maximalspannung
sollte 150mV nicht iibersteigen. Ist die angestrebte Translokation eingetreten und ein Sprung in
der auf das Kiigelchen wirkende Kraft detektiert, wird zur Verifizierung der Einfidelung des DNA-
Stranges die Spannung etwas herabgesetzt. Das Verringern der angelegten Spannung sollte ein
abnehmendes Kraftsignal zur Folge haben. Ist die Verminderung in der Echtzeit-Kraftmessung

festzustellen, kann von einer gegliickten Translokation ausgegangen werden.

Ist die DNA eingefadelt, konnen nun verschiedene Experimente durchgefiihrt werden, wobei die
resultierenden Krafte auf die DNA und der lonenstromfluss kontinuierlich aufgezeichnet werden.
Ein hier durchgefiihrtes Experiment, hinsichtlich der Moglichkeit der Gen-Sequenzierung mit
MoS;-Monolagen, ist das kontrollierte langsame Herausziehen und Wiedereinfiihren eines Teils
des DNA-Strangs und spaterer Analyse der dafiir benétigen Kraft als auch der Anderungen im
lonenstromfluss. Das Ende der Translokation, also die Ausfiddelung des kompletten DNA-Stranges,
ist durch einen abrupten Abfall auf den Grundzustand in der Kraftkurve sichtbar. Zwischenzeitige
Spriinge im Kraftsignal, die nicht bis auf den Grundzustand herunterreichen, kdnnen auf die
Ausfadelung eines von moglicherweise mehreren eingefddelten DNA-Strangen schliefden lassen.
Auch andere, nicht durch kontinuierlichen Zug oder permanente Gleichspannung, hervorgerufene
Kriafte und Stromdnderungen koénnen untersucht werden. Hierzu gehort die ebenfalls
durchgefiihrte Messung der Auswirkungen einer auf die angelegte Gleichspannung
aufmodulierten Wechselspannung beim Durchfahren verschiedener Frequenzen. Viele weitere
interessante und lohnenswerte Messungen sind denkbar, wie zum Beispiel die Untersuchung der
Auswirkungen verschiedener, an die DNA-Striange gebundener Liganden. So wurden im Verlauf
dieser Arbeit Translokations-Experimente durchgefiihrt bei denen zuvor das Restriktionsenzym

EcoRI an den A-DNA-Doppelstrang angebracht wurde.
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Kommt es bei der oben aufgefiihrten Prozedur, auch bei maximal angelegter Spannung, zu keiner
Einfidelung, kann dies verschiedene Griinde haben. Es besteht die Mdglichkeit, dass das
Kiigelchen noch zu weit von der Nanopore entfernt ist. Da ein Kontakt mit der Membran
vermieden wurde, ist eine genaue Bestimmung des Abstands nicht méglich und kann nur durch
Erfahrung geschatzt werden. In diesem Fall kann sich, entweder bei immer noch angelegter oder
ganzlich ohne Spannung, der Nanopore etwas weiter angendhert werden. Dies ist solange moglich,
wie noch ein ausreichender Abstand zwischen Pore und Kiigelchen vorhanden ist, da bei der
abrupten Einfidelung das Kiigelchen immer zur Nanopore hin ausgelenkt wird. Eine erfolgreiche
Einfidelung wird wie zuvor durch die markante Anderung im Kraftsignals deutlich. Wenn keine
Translokation erfolgt, ist die Position des Kiigelchens moglicherweise falsch gewahlt. Je nachdem
welche Oberflachenbeschaffenheit der Chip nach den diversen Praparationsschritten aufweist, ist
es mehr oder weniger gut moglich die Position der Pore einschidtzen zu konnen. Hierbei spielt
ebenfalls die mitiibertragende Umgebung der Monolage eine gewichtige Rolle, Kristalle mit
optischen Charakteristiken konnen bei der Einschitzung der Position der Pore enorm behilflich
sein. Eine weitere Moglichkeit erfolgloser Einfidelungsversuche riihrt von den, mit der Zeit
denaturierenden, DNA-Strangen her, dieses Problem kann durch einfaches Ausspiilen des alten

Puffers und Zugabe einer frisch angesetzten DNA-Kiigelchen-Lésung behoben werden.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente werden in Kapitel 4.2 aufgezeigt und diskutiert.
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4 Ergebnisse und Auswertung

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse vorgestellt, welche mit den im vorigen Kapitel
genannten Methoden gewonnen wurden. Zundchst werden in Kapitel 4.1 die Ergebnisse der
durchgefiihrten AFM-Messung zur Bestimmung der Molybdansulfid-Schichtdicke ausgewertet
und diskutiert. Das anschlieffende Kapitel 4.2 befasst sich mit den Ergebnissen der DNA-

Translokations-Experimente durch die angefertigten MoS,-Nanoporen.

4.1 MoS:2-Schichtdicke

Im Folgenden werden die Ergebnisse der AFM-Messung eines ausgewahlten, optisch als Monolage
identifizierten, Kristallfragments vorgestellt. Bei der Auswertung muss beachtet werden, dass die
Messdaten von Schichtdicken, welche mittels Raster-Kraft-Mikroskopie gewonnen wurden, auch
immer von den Eigenschaften der verwendeten Cantilever-Spitze und dem Substrat abhingig
sind. Die ermittelte Hohe einer Monolage auf einem Substrat kann sich stark von der Hohe des
freistehenden Materials unterscheiden. Bei Graphen, mit einer Monolagenstiarke von 0,34 nm,70
wurden bei AFM-Messungen von Einzellagen auf SiO;-Substrat im tapping mode Schichtdicken
von weit liber 0,34nm bestimmt.”! Genauere Untersuchungen an Graphen ergaben, dass die
attraktiven Wechselwirkungen zwischen Spitze und Graphen sich von denen zwischen Spitze und
Substrat soweit unterscheiden, dass bei Messungen ein Offset von ca. 0,33 nm mit einbezogen
werden sollte.”2 Eine Monolage Graphen wird somit auf Siliziumoxid eine mittels AFM gemessene
Héhe von ca. 0,7nm aufweisen. Analoge Uberlegungen sollten bei der Betrachtung der Ergebnisse

der hier durchgefiihrten Messungen an MoS;-Lagen mit einbezogen werden.

In Abbildung 4.1.1 ist links der Bereich eines Wafer markiert, auf dem sich mehrere mutmafiliche
Monolagen befinden. Das eingezeichnete Rechteck umschliefst den Bereich der zur AFM-
Abrasterung ausgewahlt wurde. Auf der rechten Seite der Abbildung ist die AFM-Aufnahme des
ca. 6um x 6 um grofden Ausschnitts zu sehen, die Kristallstrukturen der Lichtbildaufnahme sind
auch auf dem korrespondierenden AFM-Bild deutlich zu erkennen. Die weif3 Linie zeigt den
genauen Ort der Bestimmung des Hohenprofils, welches in Abbildung 4.1.2 wiedergegeben wird.
Da sich die Lagen zu den Rdndern hin nach oben zu wdélben scheinen wurde fiir das Hohenprofil
eine Linie ausgewdhlt die durch das Zentrum einer Kristallflocke fiihrt, hier scheint die

Schichtdicke am geringsten zu sein.
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Abb. 4.1.1: Lichtmikroskopische Aufnahme eines diinnen MoS;-Kristalls auf SiO,-Substrat
(links), AFM-Aufnahme eines Teilstiicks des MoS,-Kristalls auf Substrat (rechts)
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Abb. 4.1.2: Hohenprofil einer MoS,-Monolage auf SiO,-Substrat

Der geringste gemessene Abstand zum Substrat belduft sich nach Auswertung der Messkurve auf
ca. 0,9 nm. Dieser Wert fiir die Schichtdicke ist eindeutig geringer als die theoretische Hohe einer
MoS;-Doppellage, somit kann die zuvor optisch bestimmte Kristallstruktur nun auch durch das
AFM als Monolage identifiziert werden. Der geringfiigige Hohenunterschied zu einer
freistehenden Einzellage kann gut mit dem zuvor im Kapitel angesprochenen Effekt der

scheinbaren Zunahme der Hohe von diinnen Schichten auf Substrat erklart werden.
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4.2 DNA-Translokation durch Nanoporen

In diesem Kapitel werden die Daten von zwei erfolgreichen DNA-Translokationsexperimenten
vorgestellt. Die erste Messung wurde ausschliefilich unter Verwendung von Gleichspannung zum
Aufbau des Transmembranpotentials durchgefiihrt. Bei der zweiten Messung wurde auf die
angelegte Gleichspannung wahrend des Experiments zusatzlich noch eine Wechselspannung
aufmoduliert. Bevor die Ergebnisse dieser beiden Messungen im vollen Umfang présentiert

werden, wird vorab kurz auf die Aussagekraft des stets ebenfalls aufgezeichneten lonenstroms

eingegangen.
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Abb. 4.2.1: Anderungen im Ionenstrom und Kraft wihrend der zeitverzégerten Einfidelung von

zwei DNA-Strangen in eine Molybdandisulfid-Nanopore

In Abbildung 4.2.1 wird die Anderung des Ionenstroms als auch der gemessenen Kraft wihrend
der Einfidelung von zwei DNA-Strangen kurz hintereinander dargestellt. Deutlich ist ein Anstieg
in der Kraft auszumachen, sobald ein DNA-Strang in die Pore eingefddelt wird. Aus dem in der
obigen Grafik gezeigten Verlauf des gemessenen Stroms wird deutlich, dass die Kombination aus
Messaufbau und Probe der in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente den Anforderungen einer
moglichen Gen-Sequenzierung aus der Anderung der lonenstromstirke heraus, nicht geniigt. Der
lonenstrom wird zwar mit 100 kHz aufgenommen und ware so, bezogen auf die Zeitauflésung, bei
weitem in der Lage bei einer Translokation die passierenden Basenpaare deutlich zu
differenzieren, aber das gemessene Signal ist so stark mit Rauschen behaftet, dass nicht einmal
wihrend der abgebildeten doppelten DNA-Einfidelung in die Nanopore eine markante Anderung
in der Messkurve auszumachen ist. Dieser Umstand liegt primér an der, als Basis fiir die Nanopore
dienenden, verwendeten SizNs-Membran des Chips und sekundir an der zur Messung der Kraft

notwendigen Beleuchtung und der elektromagnetischen Abschirmung des Experiments. Bei der
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gezeigten Messung sind trotzdem einzelne Ereignisse deutlich erkennbar, diese treten in der
gezeigten Messkurve durch teilweise erhebliche Anderungen im Stromsignal iiber mehrere
Millisekunden hinweg stark hervor. Hierbei kdnnte es sich einerseits um freie Translokationen
von DNA-Stringen handeln oder auch um Partikel wie Verunreinigungen die die Nanopore
passieren. Um derartige Ereignisse genauer untersuchen zu konnen diirfte bei zukiinftigen
Messungen die Verwendung einer kleineren Nanopore, deren Durchmesser idealerweise nur
wenig liber dem eines DNA-Strangs liegt, von Vorteil sein. Bei deren Verwendung sollte sich die
Translokationszeit von DNA-Stringen erheblich erhéhen und die messbaren Anderungen im
Stromsignal deutlicher vom Rauschen abheben.28 Fiir Messungen in der relevanten
Grofdenordnung sollte ferner der Einfluss des Lasers und der Kaltlichtlampe auf den zu

detektierenden Stromfluss zuvor genau untersucht werden.

Aufgrund der aktuell mangelnden Aussagekraft der Messungen des lonenstroms wird das
Augenmerk in der weiteren Auswertung auf das korrespondierende und eindeutig
informationsreichere Kraftsignal der Optischen Pinzette gelegt. Das Kraftsignal ist dariiber hinaus
auch weitaus unanfilliger gegeniiber Beeinflussungen durch mangelhaft Abschirmung oder die
Pore passierenden Verschmutzungen. Die aufgezeichneten Stromdaten werden jedoch noch zum
nachtraglichen Korrigieren der angelegten Transmembranspannung benutzt. Mittels einer
Ausgleichsrechnung wird die am Messgerdt grob einstellbare Vorspannung zum Kompensieren
elektrochemischer Prozesse wahrend der Messung bestimmt und in die Spannungsdaten mit

einbezogen. Die Daten werden so korrigiert, dass bei 0mV angelegter Spannung entsprechend

0 pA Strom flief3en.
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Abb. 4.2.1: Drift des lonenstroms bei verschiedenen Spannungen vor Offset-Korrektur
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Diese Methode zur Bestimmung der real angelegten Transmembranspannung ist allerdings
fehlerbehaftet, da der lonenstrom wahrend einer Messung einen deutlichen, in Abbildung 4.2.1
dargestellten, Drift erfihrt und der ausgewdhlte Zeitpunkt der Nullung infolgedessen einen
gewichtigen Einfluss ausiibt. Folglich stellen die nachtriglich korrigierten Spannungen in den
kommenden Graphen der Auswertung keine exakten Messwerte dar und sollten nur unter

Vorbehalt quantitativ betrachtet werden.

Eine exakte Bestimmung des Durchmessers der wihrend der Messung verwendeten Nanopore ist
im Zuge dessen ebenfalls leider nicht méglich. Hier kdnnte in Zukunft, fiir den Fall, dass der Chip
das Experiment schadlos iiberstanden hat, eine nachtrdgliche AFM-Abrasterung der Pore die

gesuchte Information liefern.

Die Kraftdaten der ersten erfolgreichen Messung einer kontrollierten DNA-Translokation durch
eine praparierte Nanopore in einer freistehenden MoS;-Monolage sind in der folgenden Abbildung
4.2.2 dargestellt. Die Ergebnisse werden zuerst kurz beschrieben und spater genauer erortert. Fiir
eine detailliertere Diskussion der beobachtbaren Effekte und Mechanismen sind einige
ausgewahlte Zeitintervalle der Messung, insbesondere diese mit einem sich deutlich &ndernden

Kraftsignals, in den darauf folgenden Grafiken hoher aufgel6st abgebildet.

Die abgebildete Messung beginnt bei einer z-Position von 4 um. Die z-Position darf nicht mit dem
z-Abstand verwechselt werden. Wie im Kapitel 3.4 beschrieben, wird immer ein Mindestabstand
zur Membran eingehalten, um ein Adhdrieren des Kiigelchens bzw. der DNA zu vermeiden. Eine
Aussage iiber den absoluten Abstand ist deshalb nicht méglich und dieser kann, aufgrund der
moglichen Wolbung der Membran, ausgelost durch den elektroosmotischen Fluss und der
Beleuchtung, nur  geschiatzt werden. Das  Experiment beginnt, indem eine
Transmembranspannung von 40 mV angelegt wird, bald darauf ist durch eine auf 15pN erhohte
wirkenden Kraft auf das Kiigelchen sehr deutlich zu erkennen, dass die anhaftende DNA in die
Nanopore eingefddelt wurde. Hierbei stellt die relativ hohe Kraft jedoch eher einen Wert dar, der
auf das gleichzeitige Einfideln von mehr als einem DNA-Strang hindeutet. Um einen wirklich
ausreichenden Abstand zur Pore zu gewdahrleisten, wird der Abstand des Kiigelchens um 1pum
vergrofiert. Dieser Vorgang allein stellt schon eine erste, wenn auch nur kurze, kontrollierte DNA-
Translokation tiber die Ldnge von 1um dar. Bei der folgenden Reduzierung der Spannung auf
15mV nimmt die gemessene Kraft wie erwartet erheblich ab und kann als Beweis einer zuvor
erfolgreich durchgefiihrten Einfidelung erachtet werden. Mit dieser reduzierten Spannung wird
die kontrollierte Translokation, also das gezielte langsame Ziehen des DNA-Strangs durch die

Nanopore, iiber mehrere Mikrometer hinweg weiter fortgesetzt.
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Abb. 4.2.2: Messung einer kontrollierten DNA-Translokation durch eine Nanopore in einer

freistehenden MoS;-Monolage

Danach wird durch das Anlegen einer leicht negativen Spannung die DNA unkontrolliert
ausgefadelt, eine anschliefSende systematische Erhohung der Transmembranspannung bis zum
Ausgangswert von 40mV verursacht keine erneute Einfidelung, die Distanz zwischen Pore und
Kiigelchen ist hierfiir zu grof3. Fiir eine erneute Einfddelung wird das Kiigelchen bei weiterhin
angelegter Spannung wieder langsam naher an die Pore gebracht. Ein abermaliger abrupter
Anstieg in der Kraftkurve signalisiert eine erfolgreiche Einfidelung. Die Stiarke der wirkenden
Kraft liegt diesmal bei einem Wert, der sich gut mit dem eines einzelnen DNA-Strangs deckt. Im
Anschluss folgt eine komplette kontrollierte Translokation des sich in der Pore befindlichen
Strangs. Der deutlich zu erkennende sprunghafte Abfall im Kraftsignal stellt das Ende der
kontrollierten Translokation dar, der Strang wurde vollstindig aus der Pore ausgefddelt. Die
kontrollierte Translokation von doppelstrangiger A-DNA durch eine Nanopore in einer Monolage

Molybdandisulfid mit Hilfe der Optischen Pinzette ist demzufolge moglich.

Die vorausgegangene Beschreibung der Messergebnisse offenbart, dass bei dem ersten
Einfidelungsprozess die anliegende Kraft deutlich iiber den erwarteten und auch zuvor an
vergleichbaren Poren gemessenen Wert von ca. 5pN bei der Translokation eines DNA-

Doppelstrangs liegt.5*

In der folgenden Abbildung 4.2.3 wird der relevante Teil des ersten Einfidelungsprozesses bei ca.

21 Sekunden detailliert dargestellt.
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Abb. 4.2.3: Einfidelung zweier DNA-Strange in kurzer Abfolge

Deutlich ist erkennbar, dass sich der Anstieg in der Kraft wahrend der Einfddelung iber zwei klar
differenzierbare Ereignisse erstreckt, wovon jedes einer Einfidelung eines separaten DNA-Strang
zugeschrieben werden kann. Die relativ grofde Kraftzunahme von ca. 7 pN bei der Einfidelung des
ersten Strangs und ca. 6,5pN fiir die des zweiten DNA-Strangs kann mit zusatzlichen am
Kiigelchen haftenden DNA-Molekiilen in der Ndhe der Porenregion erklart werde. Diese konnen
als nicht entwirrbares Knauel vorliegen, was eine Einfddelung verhindert, aber als zusatzliche
Ladungsansammlung zu der wirkenden Kraft beitragen. Zum Vergleich ist der zweite

Einfidelungsprozess derselben Messung bei ca. 210 Sekunden in der Abbildung 4.2.4 aufgezeigt.
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Abb. 4.2.4: Einfidelung eines DNA-Strangs in eine Nanopore

In der obigen Grafik ist anders als zuvor nur eine Stufe erkennbar, die Anderung der Kraft betrigt
ca. 5pN und deckt sich gut mit dem zu erwartenden Wert. Es kann geschlussfolgert werden, dass
eine Einfddelung eines einzelnen DNA-Strangs vorliegt. Neben der Stirke der wirkenden Kraft an
sich konnen durch eine genaue Analyse des Verlaufs des Kraftsignals wahrend der Einfadelung
somit hochstwahrscheinlich ebenfalls Riickschliisse auf die Anzahl involvierter DNA-Strange
geschlossen werden. Dies ist nur aufgrund der relativ hohen zeitlichen Auflésung des Kraftsignals

von 1555 Hz moglich.
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Der Beginn der Messung mitsamt der Einfidelung und kontrollierter Translokation zweier DNA-
Strange iiber eine Linge von 3pm ist in Abbildung 4.2.5 zu sehen. Gleich am Anfang der
Messkurve, bei 18 Sekunden, ist ein leichter Anstieg in der Kraft zu erkennen, sobald eine
Transmembranspannung angelegt wird. Diese Zunahme kann durch den Einfluss des elektrischen
Feldes auf die Oberflachenladung des Kiigelchens selbst sowie auf die dort angebrachten DNA-
Molekiile in der Ndhe der Pore begriindet werden. Im Zeitintervall von 74 bis 104 Sekunden findet
die kontrollierte Translokation statt, hier wird das Kiigelchen langsam, mit 0,1 um pro Sekunde,
von der Pore entfernet. In diesen 30 Sekunden ist ein recht homogenes Kraftsignal mit leichten
Schwankungen auszumachen. Die gemessene Kraft am vorldufigen Ende der Translokation
scheint dariiber hinaus etwas geringer als am Anfang auszufallen. Es handelt sich hierbei
wahrscheinlich um die Auswirkungen der im Kapitel 3.4 besprochenen, nichtlinearen Effekte bei

der Bestimmung der scheinbaren Kiigelchengréfie und der daraus berechneten Kraft.
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Abb. 4.2.5: Kontrollierte Translokation zweier DNA-Strange durch Nanopore

Der interessanteste Teil der Messung, mit einer kompletten kontrollierten Translokation eines
einzelnen DNA-Strangs, wird im Graphen der Abbildung 4.2.6 detailliert gezeigt. Der vollstandige
Verlauf des abgebildeten Messintervalls findet bei einer angelegten Transmembranspannung von
40 mV statt. Sowohl die Ein- als auch die Ausfidelung sind deutlich zu erkennen. Die Ausfadelung
des DNA-Strangs zeigt das Ende der kontrollierten Translokation an, diese erstreckte sich iiber
eine Lange von 9,43 um. Die Differenz der Messung zur theoretischen Konturlange des kompletten
A-DNA-Strangs ergibt sich zu einem Teil aus dem Abstand des Kiigelchens zur Pore wahrend der

Einfidelung. Zu einem kleinen Teil sind ebenfalls die elastischen Eigenschaften der DNA dafiir
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verantwortlich, der Strang liegt selbst bei einer anliegenden Zugkraft etwas verkiirzt vor. Sowohl
Abstand als auch Elastizitdt konnen aber nicht allein fiir eine solche Abweichung verantwortlich
sein. Es wurde wie beschrieben zwar stets ein Sicherheitsabstand zur Pore eingehalten, dieser ist,
selbst bei einer durchgebogenen Chip-Membran, jedoch nicht in dieser Groéfdenordnung
anzusiedeln. Gegen einen grofden Abstand zwischen Kiigelchen und Pore spricht aufierdem die
erfolgreich durchgefiihrte Einfadelung, iiber eine Distanz von mehreren Mikrometern wiirde diese
nicht zustande kommen. Die Ergebnisse konnten jedoch auf die Einfidelung eines beschadigten
DNA-Strangs zurtickzufiihren sein, auch die Moglichkeit eines teilweise am Kiigelchen klebenden
und dadurch verkiirzt scheinenden DNA-Strangs ist denkbar. Bei Betrachtung des Kraftverlaufs
wird deutlich, dass dieser, speziell im letzten Drittel der Translokation, nicht einheitlich ist. Ein
qualitativer Vergleich dieses Messabschnitts mit dem zuvor genauer betrachteten in Abbildung
4.2.5 zeigt jeweils zu Beginn der Translokation ein vollkommen deckungsgleiches Verhalten. Eine
stetige Abnahme der gemessen Kraft vom Start der kontrollierten Translokation bis zu einer z-

Position von 7 um mit einem darauf folgenden leichten Anstieg ist in beiden Kurven sichtbar.
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Abb. 4.2.6: Einfidelung, kontrollierte Translokation und Ausfddelung eines DNA-Strangs

Der weitere Verlauf der Kraft ist von 7pm bis zu einer z-Position von 10pm weitestgehend
homogen, im Bereich danach bis zur Ausfadelung ist jedoch eine auffillige Abnahme zu erkennen.
Die sich deckenden Kraftschwankungen zu Beginn der beiden dargestellten Translokationen,
zusammen mit der Position der soeben beschriebenen Kraftabnahme im letzten Drittel des obigen

Graphen, lassen erneut auf einen Zusammenhang zur detektierten scheinbaren Grofde des
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Kiigelchens schlieflen. Die fiir jedes benutzte Kiigelchen separat ausgefiihrte Fokus-Ausgleichs-
Kalibrierung (AFCC) (vgl. Kapitel 3.4) war zum Zeitpunkt der Messung in der Steuerungssoftware
so festgelegt, dass der Bereich unterhalb von 10 um feinstufiger als der oberhalb von 10 um erfasst
wurde. Gerade bei dem hier vorliegenden nichtlinearen Verhalten der scheinbaren Grofle des
Kiigelchens konnen fehlende Informationen einen erheblichen negativen Einfluss auf die
Genauigkeit der durchgefiihrten Kalibrierung haben. Dieser zu spat erkannte und in
Folgeexperimenten behobene Missstand spiegelt sich hier vermutlich in der Genauigkeit der
berechneten Kraftwerte oberhalb von 10 um wieder. Bei der deutlich sichtbaren Abnahme der
Kraft zum Ende der Translokation kann es sich somit durchaus nur um ein Artefakt der
videobasierten Kraftdetektion handeln. Auch bei den beiden identischen, nicht so stark
ausgepragten Schwankungen zu Beginn beider Translokationen, durchgefiihrt mit demselben
Kiigelchen, jedoch mit unterschiedlichen DNA-Strangen, kann davon ausgegangen werden, dass es

sich ebenfalls um Artefakte handelt.

Die Messung einer zweiten erfolgreichen Translokation ist der nachstehenden Abbildung 4.2.7
dargestellt. Analog zur ersten besprochenen Messung findet als erstes eine, durch das Anlegen
einer positiven Transmembranspannung induzierte, Einfidelung statt. Dieser Prozess kann in
Abbildung 4.2.8 detaillierter betrachtet werden. Bei einer korrigierten Transmembranspannung
von 70mV sind drei separate Ereignisse in der vergrofierten Ansicht der Einfiadelung
auszumachen. Die letztlich gemessene Kraft von 14 pN rithrt demnach von drei sich simultan in

der Pore befindlichen DNA-Strangen her.
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Abb. 4.2.7: Einfadelung von DNA-Strangen und kontrollierte Translokation durch eine Nanopore
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Nach Validierung der Einfddelung durch Herabsetzen der Spannung auf 40mV und einer damit
einhergehenden Verminderung der Kraft auf ca. 8pN erfolgt eine kontrollierte Translokation iiber
eine Distanz von 2,5 um. Wahrend der anschliefdend durchgefiihrten Spannungsvariation werden,
dem Kraftverlauf nach wahrscheinlich am lokalen Spannungsminimum, zwei der drei zuvor
eingefddelten DNA-Strange unkontrolliert aus der Pore ausgefddelt, sodass beim erneuten
Erreichen der zuvor schon angelegten Transmembranspannung von 40 mV nur noch die einem
DNA-Strang zugeschriebene Kraft von ca. 5pN gemessen werden kann. Eine hinterher fiir kurze
Zeit durchgefithrte Spannungsminderung auf 10mV mit anschlieffender Riickkehr zum
Ursprungswert von 40 mV verursacht keine erkennbare Anderung im Kraftsignal, der DNA-Strang
scheint einzeln und stabil in der Pore vorzuliegen. Der weitere Verlauf des Graphen zeigt ein in

beide Richtungen kontrolliertes Durchfadeln des DNA-Strangs iiber eine Distanz von ca. 2,25 pm.
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Abb. 4.2.8: Einfiddelung von drei separaten DNA-Strangen in eine Nanopore

Bei der genauen Betrachtung wahrend des Experiments angelegten Spannungen, speziell wahrend
der Variation, muss beachtet werden, dass es sich hier, wie bei der zuvor vorgestellten Messung,
um nachtraglich korrigierte Werte handelt. Wenn die Spannung im Minimum der Variation
tatsachlich negativ sein sollte, kann die, dem ungeachtet weiterhin wirkende, Kraft
moglicherweise durch entropische Effekte erklart werden. In der betrachtenden Situation
befindet sich das Kiigelchen mit mindestens einem, eventuell auch noch allen drei, eingefadelten
DNA-Strangen 3pm plus dem geringen Sicherheitsabstand von der Membran entfernt. Der
Grofdteil dieser ein, zwei oder aller drei DNA-Strange befindet sich somit auf der trans-Seite der

Pore und liegt dort in statistischer Knduelform vor. Bei keiner oder nur einer geringen angelegten
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negativen Spannung ist es denkbar, dass das Knduel auf der trans-Seite weiterhin eine geringe,
durch entropische Effekte erzeugte, Zugkraft auf das anhaftende Kiigelchen auswirken kann. Eine
zweite sehr viel trivialere moégliche Erklarung ist, dass die Nullung von Strom und Spannung
durch den Drift des Ilonenstroms soweit verschoben wurde, dass die real angelegte

Transmembranspannung doch im positiven Bereich anzutreffen ist.

Bei den folgenden vorgestellten Ergebnissen handelt es sich um die Daten der letzten DNA-
Translokationsmessung dieser Arbeit. Bei dem Experiment geht es um die Auswirkungen von
Wechselspannung variabler Frequenz auf einen in einer Nanopore eingefidelten DNA-Strang.
Hierzu wird auf eine Gleichspannung, welche wie in den vorherigen Experimenten einen DNA-
Strang in der Nanopore halt, eine 50 mV Wechselspannung aufmoduliert und die resultierenden
Werte der wirkenden Kraft und des lonenstrom aufgezeichnet. Der Abstand des Kiigelchens zur
Membran betragt circa 4um. Die Messergebnisse sind in den drei folgenden Abbildungen
dargestellt. Bei den angegebenen Spannungen im Text und in den Graphen handelt es sich wie
zuvor um korrigierte Werte. Im folgenden Graphen ist links der Ubergang von der angelegten

40 mV Gleichspannung zu einer 1 Hertz Wechselspannung zu sehen.
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Abb. 4.2.9: Gemessenes Kraftsignal eines DNA-Strangs in einer Nanopore bei angelegter 1 Hz und

5Hz Wechselspannung

Die Wirkung der variierenden Transmembranspannung auf den DNA-Strang und das Kiigelchen
ist deutlich im Verlauf der Kraft sichtbar. Wie erwartet, zeigt auch der gemessene lonenstrom ein

korrespondierendes Verhalten, bei 10000 pA ist das Maximum des vom Gerat messbaren Stroms
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erreicht. Nach sieben 1 Hertz-Schwingungen wird die Frequenz auf 5 Hz erh6ht, ohne dass dies
eine signifikante Auswirkung auf die gemessene Kraft hat. Eine detaillierter Kraftverlauf wahrend
einer 1 Hertz-Schwingung ist in Abbildung 4.2.11 gezeigt. Die Frequenz wird im Verlauf des
Experiments soweit erhoht bis eine signifikante Anderung im Kraftsignal ausgemacht werden
kann. Bei dem in Abbildung 4.2.10 dargestellten Ubergang von 10 Hz zu 20 Hz Wechselspannung
tritt nach wenigen Schwingungen eine abrupte, nicht mit dem Spannungssignal korrelierte
Kraftabnahme auf. In den zwei folgenden Spannungsschwingungen ist noch eine leichte
synchrone Kraftinderung auszumachen, bis diese letztendlich auch verschwindet, die DNA hat

den Bereich der Pore entweder verlassen oder ist nicht mehr an das Kiigelchen gebunden.
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Abb. 4.2.10: Kraftsignal wiahrend des Ubergangs von 10 Hz zu 20 Hz Wechselspannung

Der Zeitpunkt der abrupten Kraftabnahme beziehungsweise der Wert, der zu diesem Zeitpunkt
anliegenden Wechselspannung, ist flir eine Ausfidelung sehr ungewohnlich. Der Prozess der
Ausfiadelung, nach dem der gesamte DNA-Strang auf der cis-Seite der Pore lokalisiert ist, sollte
eher bei einer minimal auf das Kiigelchen wirkenden Kraft und deshalb bei einem Minimum der

Wechselspannung auftreten.

Die einfachste Erkldarung bietet eine Diskrepanz in der Linge des eingefiddelten Strangs. Ein
generell zu kurzer oder teilweise mehrfach am Kiigelchen anhaftender und dadurch verkiirzt
erscheinender DNA-Strang ist moglich, sodass dieser die ganze Messung iiber kurz vor einer
Ausfadelung stand und diese letztendlich dann entropisch getrieben stattfand. Ebenfalls
erdenklich wire ein Resonanzphdnomen, wobei die auf den Strang iibertragenden Schwingungen

sich so verstarken, dass ein Riss im Strang oder ein Ablésen vom Kiigelchen ausgeldst wird. Auch
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dielektrophoretische Effekte aufgrund der angelegten Wechselspannung koénnten als Ursache
dienen. Ob eine dieser Moglichkeiten tatsachlich zutrifft gilt es in weiteren Untersuchungen zu

klaren.

Bei genauem Vergleich der Messkurven der Abbildung 4.2.10 und der folgenden Abbildung ist ein
Anstieg des lonenstroms (diinne schwarze Linie) mit zunehmender Frequenz festzustellen. Die
Membran bildet zusammen mit der Nanopore ein RC-Glied welches ein frequenzabhingiges

Verhalten aufweist.
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Abb. 4.2.11: Detailansicht des Kraftsignals eines DNA-Strangs bei angelegter 1 Hz

Wechselspannung
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4.3 Aufgetretene Schwierigkeiten

Zum Ende der Auswertung soll noch auf einige, sich wahrend der Praparation und der Messung

ergebende Schwierigkeiten eingegangen und eine Losung prasentiert werden.

Ein grofdes Problem sowohl wdhrend des Zusammenbaus der Flusszelle als auch bei der
Durchfiihrung von Messungen waren die sich in der Fliissigkeit befindlichen Lufteinschliisse. Wie
schon zuvor in Kapitel 3.4 erwahnt, kdnnen zu grofde Bldschen die Kantendetektion storen und die
Probe beschadigen. So waren die Bildung und das anschlief;ende Anwachsen der zuerst mit dem
blofden Auge nicht sichtbaren Luftblaschen immer wieder fiir den Abbruch von Praparationen und
laufenden Messungen verantwortlich. Versuche die grofleren Mengen Pufferlosung, die fiir den
Zusammenbau der Flusszelle benotigt werden, mittels Ultraschall zu entgasen blieben erfolglos.
Letztendlich stellte sich die mehrtigige Lagerung des Puffers bei Raumtemperatur vor der
Verwendung als die bis dato effektivste Methode der Entgasung heraus. Dennoch befand sich
immer noch ausreichend geloste Luft in der Fliissigkeit um das Experiment zu stéren. Die sich im
Kanal des Flusszelle anhdufenden und sich ausdehnenden Lustblasen, speziell an der Stanz-Kante
des zentralen Lochs im PDMS, um die Chip-Membran herum, kdnnten in Zukunft mdglicherweise
durch eine Anderung im Priparationsablauf vermindert werden. Das Ausstechen des mittleren
Lochs noch vor der Plasmabehandlung wiirde dessen Innenkante im Sauerstoffplasma ebenfalls
mit hydrophilieren und so moglicherweise das dortige Entstehen und Akkumulieren grofierer

Luftblasen verhindern.

Das wohl grofdte sich aufgetane Hindernis fiir die erfolgreich Durchfiihrung einer gréofieren Anzahl
von Translokationen war die zuvor in diesem Ausmafd noch nicht aufgetretene Adhdsion der mit
DNA funktionalisierten Kiigelchen wahrend der Experimente. Genauere Untersuchungen ergaben,
dass das verwendete Cellulosepolymer sich nach der Ubertragung der Monolage auf den Chip
nicht komplett riickstandsfrei von dessen Oberfliche entfernen lief3. Einzelne Chips wiesen auch
nach langerem Verweilen in Ethylacetat nach der Trocknung immer noch deutlich sichtbare grofie
wie auch kleine Cluster auf der Oberflache und in der Porenregion auf. Betrachtet man den Aufbau
des in Abbildung 4.3.1 dargestellt Polymers genauer wird deutlich warum es zu der ungewollten
Adhadsion kommt. Sdmtliche Varianten der auftretenden Reste des Polymers sind partiell positiv
geladen und so kann es zu attraktiven elektrostatischen Interaktionen mit dem negativ geladenen

Phosphat-Riickgrat eines DNA-Strangs kommen.
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In Abbildung 4.3.2 sind zwei Auflichtmikroskop-Aufnahmen der Chip-Oberfliche nach der
vermeintlichen Auflésung des Polymers in Ethylacetat zu sehen. Deutlich ist eine Vielzahl an
Riickstdnden unterschiedlichster Ausdehnung zu erkennen dessen Anzahl und Ausprigung von
Chip zu Chip variiert. Zur Abkldarung des Vorhandenseins noch kleinerer, mit dem Lichtmikroskop
nicht abbildbarer Ablagerungen, wurde ein Chip mit einer zuvor darauf praparierten Monolage im
AFM genauer untersucht. Abbildung 4.3.3 zeigt die Phasenaufnahme der AFM-Abrasterung, diese
offenbart etliche blasenformige Gebilde auf der gesamten untersuchten Einfachlage. Bei dem
deutlich die Phase der Cantilever-Schwingung beeinflussenden Material handelt es sich
hdéchstwahrscheinlich ebenfalls um Polymeriiberreste. Das Vorkommen auf den Monolagen, also
in unmittelbare Umgebung der Nanopore, erklart die haufig aufgetretene irreversible Adhdsion
der immobilisierten DNA-Strange wahrend der Einfidelungsversuche. Anstatt dem elektrischen
Feld zu folgen und durch die Pore zu wandern bindet der DNA-Strang auf dem Weg zur Nanopore

an den Polymerriickstianden auf der Monolage.

Um die Riickstinde bis auf ein Minimum zu reduzieren wurden verschiedene Versuche
unternommen. Ein sich einmal auf der Oberflache abgesetztes Polymer-Cluster konnten nur durch
lange Einwirkzeit in Ethylacetat weiter verkleinert werden. Hierzu wurden die Chips iiber
mehrere Tage hinweg in einem Gefaf}, gefillt mit einem gréfleren Volumen Ethylacetat,
aufgehdngt wobei das LOsungsmittel mit einem Magnetriihrstibchen permanent in leichter
Bewegung gehalten wurde. Vor und wéihrend des Heraushebens des Chips wurde die
Losungsmitteloberflache zusatzlich noch mit einer Wasserstrahlpumpe von etwaigen sich dort

angesammelten Polymer-Clustern befreit.
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Abb. 4.3.2: Chipoberfliche und Membran mit Polymertiberresten unter dem Auflichtmikroskop

Abb. 4.3.3: Lichtbildaufnahme eines Chips mit einer Monolage neben der Mikropore (links),
AFM-Phasenbild der Monolage (rechts)
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Um das Problem der sich an der Chipoberflache adhirierenden DNA zu lésen oder zumindest
weitgehend zu vermindern konnte in Zukunft abgesehen vom griindlicherem Auflésen des
Polymers die Verwendung eines alternativen Ubertragungsmediums erwogen werden. Andere
Polymere sind moglicherweise einfacher zu entfernen oder iiben keine so ausgeprégte attraktive
Wirkung auf DNA oder Mikrokiigelchen aus. Ebenso konnte eine Abkehr von dem in dieser Arbeit
durchgefithrten Wedging-Transfer hin zu einer komplett trockenen Ubertragungsmethode

erwogen werden welche gar kein derartiges Transfermedium mehr benétigt.

Als eine relativ neue jedoch aufierordentlich erfolgreich angewandte Methode der Ubertragung
von diinnen Lagen auf ein Substrat hat sich der viskoelastische Transfer erwiesen?374. Hierbei
wird unter einem Mikroskop die ebenfalls durch Exfoliation erzeugte Monolage, mittels einem per

Mikromanipulator steuerbaren Stempel, auf ein zuvor dort platziertes Substrat iibertragen.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob Molybdéndisulfid-Monolagen ein mdgliches Material
fiir DNA-Translokationsexperimente mit der Optischen Pinzette darstellen. Die grundlegende
Fragestellung war, ob kontrollierte DNA-Translokationen durch Nanoporen dieses Materials
tiberhaupt durchfiihrbar sind und wenn ja, ob aus den Daten der Messungen Riickschliisse auf die
mechanischen und elektrischen Wechselwirkungen zwischen DNA und Pore erméglicht werden

konnen.

Im Zuge dieser Arbeit, wurden mehrfach erfolgreiche DNA-Translokationen durchgefiihrt. Bei den
einzelnen Versuchen an den eigens fiir diese Arbeit hergestellten Proben wurde sowohl mit
Gleich- als auch mit Wechselspannung gearbeitet. Zunidchst konnte gezeigt werden, dass die
wahrend einer kontrollierten Translokation auftretenden Krafte mit der erwarteten Genauigkeit
zu messen waren. Dariiber hinaus konnte, unabhingig von der letztendlich wirkenden
Gesamtkraft, durch genaue Analyse der Daten des Einfadelungsprozesses auf die Anzahl der DNA-
Strange in der Nanopore geschlossen werden. Die Durchfiihrung einer kompletten Translokation
eines A-DNA-Doppelstrangs von der Einfidelung bis zur kontrollierten Ausfidelung konnte
erfolgreich gezeigt werden. Ebenso wurde die Moglichkeit des wiederholten Abfahrens eines
Teilstiicks eines zuvor eingefidelten Strangs demonstriert. Uberdies hinaus konnte die Kraft auf
einen eingefadelten A-DNA-Doppelstrang in Abhéngigkeit von einer angelegten Transmembran-

Wechselspannung fiir verschiedene Frequenzen aufgezeichnet werden.

Grundsatzlich hat sich gezeigt, dass Molybdandisulfid fiir DNA-Translokationsexperimente gut
geeignet zu sein scheint. Einige Herausforderungen, hauptsachlich im Bereich der Praparation,
missen in Zukunft jedoch noch bewiltigt werden. Hierzu gehoren priméar die Probleme mit der
Adhéasion der DNA-Striange an Polymerriickstdnden. Generell ist die Ausbeute an intakten Proben,
aufgrund der vielen oft aufwendigen Prdparationsschritte bei dem hier angewandten Wedging-
Transfer, eher gering. Deshalb sollte die Verwendung eines vollkommen neuen
Ubertragungsverfahrens in Erwigung gezogen werden. Dieses konnte der zuvor in Kapitel 4.3
angesprochene viskoelastische Transfer (Stempeln) sein und sollte in Zukunft fiir die Verwendung
der Ubertragung von Monolagen auf diinne Chipmembranen evaluiert werden. Sollte sich dieses
Transfermethode als geeignet erweisen, koénnten in Zukunft wieder Experimente ohne

Behinderungen durch Adhésion durchgefiihrt werden.

Dem ungeachtet ist zu erwdhnen, dass gleichwohl der hier aufgetretenen Hindernisse, selbst bei
der weiteren Verwendung des Wedging-Transfers die Mdoglichkeit gegeben ist weiterfithrende

Messungen an dsDNA, DNA-Liganden-Komplexen und Nanoporen unterhalb von 40nm
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durchzufiithren und sich langfristig an der Translokation von einzelstrangiger DNA zu versuchen.
Es ist davon auszugehen, dass im spannenden und hochaktuellen Bereich der DNA-Nanoporen-

Experimente in Zukunft noch viele interessante Erkenntnisse gewonnen werden.
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