Vortrag von Ann-Kathrin Wagner
am 15. Juli 2013
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1. Motivation

 biologische Zelle besitzt eine Vielzahl
verschiedener Arten von Nanoporen

e Geschichte:

— 1990er Jahre: Vermutung, dass Nanoporen DNA ablesen
kdnnen

— 1996: 1. Experimente an a—haemolysin von Kasianowicz
am NIST

— Seit 2002: Festkorper-Poren
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2. Biologische Poren

* Protein a-haemolysin
—> wird abgesondert von Staphylococcus
aureus Bakterien
—> Protein lagert sich in die Lipid-
membran ein

e Durchmesser von d =1,4 nm
—> nur ssDNA passt durch
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2. Biologische Poren

ionic Al |
current

> time

—> Entdeckung der
Sequenzierungsmaoglichkeit
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2. Biologische Poren

Problem:

— Signal-to-Noise-Ratio zu hoch, um einzelne Basen
auflosen zu kbnnen

— Aulderdem:

fixe Grol3e, limitierte Stablilitat bel Veranderungen
Im pH-Wert, in den Salzkonzentrationen und der
Temperatur

= Festkorper-Poren
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3. Herstellung von

Poren

Festkorper-

« Atzen von Lochern in isolierte Schichten

—> groRere Locher

« Schiel3en eines einzelnen hochenergetischen

Schwermetall-lons durch eine

Polymer-Schicht

— entlang des defekten Pfac
der Poren > 2nm)
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3. Herstellung von Festkorper-

Poren

* lon beam sculpting- Methode

—> Strahl auf SiN, SiO, Oberflachen
—> fokussierter Ag-Strahl mahlt Loch
—> Ldcherausdehnung ist

abhangig von T und von ot | k )* g
- | |ﬁcmnGn

der lonenrate .

— (at controlled
temperature)

= lon focusing
Einzel lens

lon energy
analyzer
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3. Herstellung von Festkorper-

Poren

« TEM-Methode

—> mittels Elektronenstrahl-Lithographie und Atzen
entstehen Poren in den

Membranen aus Si,
SiN, SIO,

—> Sichtbarmachen
mittels Transmissions-
elektronen-Mikroskopie e
= SiO, andert sich s

Ann-Kathrin Wagner, Solid-State Nanopores 9




4. Experiment

* Allgemeines:

—> Versuche mit dsDNA-Molekllen mit unter-
schiedlichen Langen (6 557 - 97 000 bp)

—> Translokation der dsDNA durch SiO,-Pore mit
einer Tiefe von d = 20 nm

> Anlegen eines Stromes von | = 120 mV
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4.1 Aufbau

* Verwendung einer SiO, — Pore mit einem
Durchmesser von 10 nm

* Aufbau: | r@_
u?:r‘\'g-mra;edevice
PDMS: Polydimethylsiloxan (Polymer i

auf Siliziumbasis) {-‘

+

sehr salzige Puffer-Losung

* Anlegen einer Spannung:

Translokation der DNA wegen Elektrophorese
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4.2 Ergebnisse

 Detektion der DNA:

Pufferlosung wird wahrend des Translokationsprozesses in
der Pore verdrangt

> Stromabfall messbar WTW
s0pAl /

[—> Breite der Abfallzeit 2 MaR fir die  °**

Dauer der Translokation 50 pAL_ “c\ ’ i ‘.U “
500 us Dwell time t
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4.2 Ergebnisse

* Versuchsdurchfihrung mit drei verschiedenen
Losungen/DNA Langen

I.  Lineare 11,5 kbp DNA
i. Lineare 48,5 kbp A-DNA
. Mix aus 27,5 kbp; 9,4 kbp; 6,5 kbp; 2,3 kbp; 2,0 kbp

66kbp s  19.4kbp  27.5 kbp } 48 kbp

counts
©
o
x
3
S

100 e 1000 Dwell tme [ps] 10000
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4.2 Ergebnisse

« Jede DNA-Lange besitzt ihr Maximum zu einer
anderen Zeit

—> wahrscheinlichste Zeit pro Lange

10000 "

= tT~Lg
a=1,27+ 0,03

Dwell time [us]
S

100 ————r——— . S —
10 DNA length [kbp] 100
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4.3 Theoretisches Modell

« Translokationsprozess besteht aus 2 Komponenten

. Einfangen
Ii. Durchdringen der Pore

—> Schnelle vs. Langsame Translokation
Lange des Polymers: Lo(t) = Nb  mit b Kuhn-Lange
Zimm-Zeit: t;= 0,41 (Ry)3/(kT)
mit n Viskositat; R, Windungsradius des Polymers

= R,~Lg mitv=0,588 Flory Quellkoeffizient
D~Ls mit D Diffusionskonst. und v=0,611+ 0,016
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4.3 Theoretisches Modell

« Beispiel fur langsame Translokation:
ssSDNA durch a-haemolysin

= v.~ 0,8 us/Base
bel einer Lange von 100 Basen: t =80 us

> Zimm-Zeit: t,~ 20 us

> t,«t langsame Translokation
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4.3 Theoretisches Modell

* Im Experiment (48,5 kbp £ 16,5 um dsDNA)

T=2ms
t, =~ 700 ms
— T« schnelle Translokation

« Schnelligkeit beruht auf Verwendung von dsDNA
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4.4 Welche Krafte wirken?

1. Zugkraft

F,., =2€eVia =110 pN
mit e Elementarladung, V Potentialdifferenz,
a =0,34 nm Nukleotidabstand

—> F,,q ISt obere Grenze, da Rontgenuntersuchungen die
effektive Ladung der DNA verringern (53 — 85%)

> Faygert = 20 =50 pN
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4.4 Welche Krafte wirken?

2. Viskositatsreibung in der Pore

|:Vis = 27T771‘ dPore Viin /(R—l‘)
mit R Porenradius, r Polymerradius, n Viskositat,
dp,. POrentiefe, v, lineare Geschwindigkeit der DNA

= F,.=0,3pN

F\ic vernachlassigbar im Vergleich zur Zugkraft
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4.4 Welche Krafte wirken?

3. Hydrodynamische Wechselwirkung

|:drag = GﬂURng
mit Vg Schwerpunktsgeschwindig-
keit des Polymerknauls

e N
SERT \i
" O " N /
= >
N\ Eiriving

= Fyrag ® 24PN

Hydrodyn. WW 2 Gegenkraft zur Zugkraft
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4.5 Theoretische Bestatigung des

Experiments

« Model der schnellen Translokation

—> Prinzipielle Effekt der hydrodyn. WW ist die
Bewegung der DNA durch die Pore zu verhindern

— 2
|:drag = $ett XVpiop Rg It
mit ¢ Reibungskoeffizient ~ R, , o, ~ Ry/T
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4.5 Theoretische Bestatigung des

Experiments

« wahle Randbedingungen so, dass die DNA
zusammengeknault vorliegt und eine Gleichge-

wichtsbeziehung mittels o A _
Ry ~ Lo

existiert
|:> T~ Rgz ~ Lozv

Dwell time [us]
g

1&} T T
10 DNA length [kbp] 100

* Theorie: a=2v=122 mitv =0,61
Experiment. a=1,27 + 0,03
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5. Kraftspektroskopie

* Fragen:

Welche Krafte wirken auf die DNA und wie grof3
sind diese? Welche Rolle spielt die Menge der
Ladungen?

 DNA wird an Bead befestigt, welches in dem Fokus
eines IR-Laser gefangen ist

— Translokationsprozess bewirkt eine Zugkraft auf
das Bead
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6. Ausblick

e Sequenzierung

— DNA bewegt sich zu schnell durch die Pore, um
die Basenpaare abtasten zu konnen (optische
Tweezer ziehen das Bead langsam)

— sehr geringer Basenabstand (Verwendung von
Graphen)

« Entzippen von ssRNA (Haarnadeln)
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