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Direkte Messung des Stromflusses durch G-Quadruplex-DNA mithilfe
von mechanisch kontrollierbaren Bruchkontaktelektroden**

Shou-Peng Liu, Samuel H. Weisbrod, Zhuo Tang, Andreas Marx, Elke Scheer und Artur Erbe*

Der Bedarf an miniaturisierten Bauteilen fiir zukiinftige
Anwendungen in der Nanoelektronik hat zur Suche nach
neuen molekularen Schaltelementen gefiihrt. DNA ist be-
sonders interessant fiir nanoelektronische Stromkreisen auf-
grund ihrer vorhersagbaren Ausmafe und der selbstorgani-
sierten Stapelung der Nucleobasenpaare.!?! In den letzten
Jahren hat der Ladungstransport durch Doppelstrang-DNA
(dsDNA) groBere Beachtung gefunden, weil dsDNA-Nano-
drihte potenziell als Bausteine in nanoelektronischen
Stromkreisen genutzt werden konnen. Hierbei spielt die
einzigartige Fihigkeit der DNA zur Selbstorganisation,'? die
auBerdem fiir biochemische Sensoren interessant ist,”! eine
zentrale Rolle. Theoretische Studien deuten auf eine relativ
hohe Elektronenleitfdhigkeit von DNA im Fall einer unge-
storten Uberlappung der 7i-Orbitale hin.” In fritheren expe-
rimentellen Arbeiten berichteten einige Gruppen iiber DNA-
Molekiile mit hoher Leitfihigkeit,*® wohingegen andere
Experimente vorwiegend sehr geringe Leitfdhigkeiten der
untersuchten DNA aufzeigten,” %! wahrscheinlich aufgrund
von unterschiedlicher Kontaktgestaltung!"'-*?! sowie variabler
Sequenz und flexibler Konformation der DNA. Kiirzlich
jedoch wurde berichtet, dass kurze dsDNA mit G-C-Sequenz
eine hohere Leitfihigkeit aufweist als solche mit A-T-Se-
quenz."*"*! Bestimmte guaninreiche DNA-Sequenzen, wie
man sie in den Telomeren an den Enden der Chromosomen
findet, kdnnen sich zu stabilen Quadruplex-Strukturen falten,
in denen Stapel aus mehreren G-Quartetten vorliegen.*
G-Quartette bildende Sequenzen wurden auch in den Pro-
motoren von Protoonkogenen gehiuft identifiziert.]

Hier berichten wir tber direkte Messungen des Strom-
flusses durch einen G-Quadruplex, der kovalent in einem
mechanisch kontrollierbaren Bruchkontakt zwischen zwei
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Goldelektroden befestigt wurde. Der G-Quadruplex weist
eine relativ hohe Leitfahigkeit auf, die auch dann bestehen
blieb, wenn die Entfernung zwischen den Elektroden rever-
sibel tiber eine Spanne von mehreren Nanometern variiert
wurde. Diese beispiellosen Eigenschaften machen G-Qua-
druplexe zu interessanten Kandidaten fiir nanoelektronische
Anwendungen, wo ohne Verlust der Leitfdhigkeit unter-
schiedliche Abstinde zwischen Elektroden uberbriickt
werden miissen.

Neben der iiblichen Doppelhelixform kénnen bestimmte
guaninreiche DNA-Sequenzen auch stabile Quadruplex-
Strukturen bilden, in denen mehrere G-Quartette gestapelt
sind; bei diesen Quartetten handelt es sich um ebene An-
ordnungen von je vier Guaninbasen, die durch acht Wasser-
stoffbriicken zusammengehalten werden (Abbildung 1a).
Stapel aus solchen G-Quartetten konnen durch Kationen wie
K" oder Na* stabilisiert werden, die Pldtze zwischen jeweils
zwei Quartetten besetzen. Aus verschiedenartigen Sequenzen
konnen intra- oder intermolekulare G-Quadruplexe oder G-

a) b)
N R L}

Abbildung 1. Struktur der Oligonucleotide: a) G-Quartett-Ebene mit
einem zentralen Kation (graue Kugel); graue Punkte: Wasserstoffbri-
cken. b) G-Quadruplex-Struktur mit gemischt parallel-antiparalleler Fal-
tung (nach einer NMR-spektroskopischen Strukturanalyse in
Losung) .2 Schwarze Linien zeigen die Orientierung des Riickgrats.
Die farbigen Rechtecke verdeutlichen die drei gestapelten G-Quartette.
c) An den Molekiilenden befinden sich modifizierte Thymidinbasen
(T*), welche die Bindung zu den Goldelektroden erméglichen. d) MKB-
Aufbau: Eine freitragende, 100 nm schmale Metallbricke wird auf
einen flexiblen Trager aufgebracht. Der Triger wird gebogen, indem der
zentrale Stempel gegen die duReren Gegenlager gedriickt wird. Dabei
bricht die Metallbriicke, und es entstehen zwei nah beieinander liegen-
de Elektroden mit einzelnen Atomen an ihren Spitzen. Die DNA wird
aufgebracht, indem ein Tropfen einer DNA-L&sung auf dem Probentra-
ger platziert wird.
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Drihte (mit Léngen bis in den Mi-  g)
krometerbereich) gebildet werden.
Fiir die menschliche Telomerse-
quenz, die wir in unseren Experi-
menten verwendeten, wurden ver-
schiedene Strukturen mit paralle-
ler,! antiparalleler®! oder ge-
mischt parallel-antiparalleler Fal-
tung®! der Stringe beschrieben.
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Obwohl bisher keine Struktur
im Vakuum bekannt ist, gibt es
Hinweise darauf, dass G-Quadru- c)
plexe mit gestapelten G-Quartet- 10" —
ten in der Gasphase existieren.*?" L
Weil zwischen den Quartetten eine
starkere Uberlappung der w-Elek-
tronen auftritt, und weil lange G-
Quadruplex-DNA-Strukturen we- 10° [
niger flexibel sind als dsDNA, -
sollten sie eine hohere Leitfdhig- 10°
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keit aufweisen; diese Vermutung
konnte durch Polarisierbarkeits-
messungen  bestitigt werden.!
Dartiber hinaus diirften K*- oder
Na*-Ionen in den Quadruplexen
die Leitfahigkeit verbessern, weil
sie die Basenstapelung férdern und
eine intrinsische Dotierung dar-
stellen, dhnlich wie das Einbringen
von Metallkationen ins Innere von
dsDNA-Helices deren -elektroni-
sche Eigenschaften verindert.”**! Um den Stromfluss durch
einen G-Quadruplex im Experiment zu messen, nutzten wir
einen mechanisch kontrollierbaren Bruchkontakt (MKB;
siche Abbildung 1d und die Hintergrundinformationen).
Dabei verbindet ein einzelnes Oligonucleotid, das einen G-
Quadruplex aus drei G-Quartetten bilden kann, die Elek-
troden (Abbildung 1b und c). Der G-Quadruplex wurde so
modifiziert, dass das ni-System der Nucleobasen am oberen
und unteren Ende des Quadruplexes direkt iiber eine Thiol-
Gold-Bindung mit den Goldelektroden des MKB verbunden
werden kann."!

Zuerst vermafBen wir den Ladungstransport in Abhdn-
gigkeit vom Elektrodenabstand, wobei die Elektroden durch
das Oligonucleotid G1 (5-(T*G;[TTAGGG];T*)-3') ver-
bunden wurden, das stabile G-Quadruplexe bildet. Dabei
steht T* fiir die modifizierte Thymidinbase,*” deren Schwe-
felatome die Bindung der Molekiile an die Metallelektroden
ermdglichen (Abbildung 1¢). Die Abbildungen 2a—c zeigen
den gemessenen Widerstand, wihrend der Abstand der
Elektroden fiir zwei Proben von G1 verkiirzt und verléngert
wurde. In Abbildung 2a (Probe Nr. 1) weist der Widerstand
beim Offnen und SchlieBen des Spalts zwischen den Elek-
troden ein ausgeprigtes Plateau auf, das einem Abstandsbe-
reich von etwa 2nm entspricht. Der Widerstandswert im
Plateaubereich schwankt und liegt in der GréBenordnung um
10% Q. Dieses Verhalten ist in etwa 30 Zyklen reproduzierbar.
Danach verschwindet das Plateau schlieBlich (griine und
blaue Kurve), und die verdnderten /-V-Kennlinien zeigen den
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Abbildung 2. Der Widerstand als Funktion des Elektrodenabstands. a) Typische Offnungs- und
SchlieRkurven fiir Probe Nr. 1 bei einer Spannung von 100 mV. Bei mehrfach wiederholtem Offnen
und SchlieRen des Kontakts wurde zunichst ein ausgeprigtes Plateau beobachtet (schwarz und rot),
das spiter verschwand (blau und griin). b,c) Reproduzierbare Offnungs- und SchlieRkurven fiir Probe
Nr. 2 bei einer Spannung von 100 mV. Plateaus treten beim Offnen des Kontakts auf, beim SchlieRen
verschwindet die Plateauphase, oder sie tritt bei anderen Widerstandswerten auf. In (b) und (c) sind
der Ubersicht halber jeweils nur Kurven fiir zwei Zyklen abgebildet. d) In den Offnungs- und SchlieR-
kurven fiir die Kontrollstruktur C1 treten keine ausgeprigten Plateaus auf.

Verlust des Molekiils im Kontakt an. Ein dhnliches Verhalten
wird bei der Wiederholung der Experimente mit Probe Nr. 2
beobachtet (Abbildung 2b und c), mit dem kleinen Unter-
schied, dass die Plateaus beim Offnen des Spalts zwischen den
Elektroden ausgeprigter auftreten. Wiederum bleiben die
Kurven mehrere Zyklen lang stabil. Die Breite des Plateaus
schwankt zwischen 0.5 und 3.5 nm. Anders als in gleichartigen
Untersuchungen mit dsDNA, bei denen ebenfalls Plateaus
beim Verdndern des Elektrodenabstands gefunden
wurden,P! ist der stufenférmige Verlauf in vielen Details re-
produzierbar: die Stufen treten bei denselben Abstdanden und
denselben Widerstandswerten auf. Fiir andere Molekiil- und
Atomkontakte unterscheiden sich die Kurven von Offnung zu
Offnung, und charakteristische Widerstands- oder Ab-
standswerte konnen nur statistisch ermittelt werden.['>*
Reproduzierbare Offnungs- und SchlieRzyklen werden be-
obachtet, wenn die Elektroden maximal 4 nm voneinander
entfernt werden (bis zu einem Widerstand oberhalb 10 Q).
Wird der Abstand weiter vergroflert, so verdndert sich der
stufenformige Verlauf, oder er verschwindet ganz. Bei einem
solchen vollstandigen Bruch werden Gold-Gold-Bindungen
gebrochen,™ und die lokale Geometrie wird komplett ver-
dndert.

Wir deuten die Plateaus als charakteristisch fiir das Ent-
falten und Falten der Molekiile im Kontakt. In diesen Kon-
takten wirkt eine streckende Kraft senkrecht zu den G-
Quartett-Ebenen, die dadurch gegeneinander verschoben
werden, was zu den Fluktuationen des Widerstandswerts in



der Plateauphase fiihrt. Jiingste Messungen zur Bindungs-
stairke innerhalb von G-Quadruplex-Strukturen ergaben
Krifte zwischen 25 und 50 pN,**! was mehrere Zehnerpo-
tenzen unter den veranschlagten Werten fur typische Thiol-
Gold-Bindungen (1.5 nN) und Bindungen im Metall (1 nN)
liegt.”™ Der Widerstand bleibt in der Plateauphase nahezu
konstant, solange die G-Quadruplex-Konformation noch
vorliegt. Das leicht abweichende Verhalten von Probe Nr. 1
und Nr.2 kann unterschiedlichen Bindestellen der G-Qua-
druplexe auf den Elektroden zugeschrieben werden.

Die Interpretation der Offnungs- und SchlieBkurven wird
unterstiitzt durch die Strom-Spannungs-Kennlinien, die bei
verschiedenen Streckungszustdnden gemessen wurden (Ab-
bildung 3). Als Anhaltspunkt fiir den Molekiilzustand wih-
rend des Streckens mafen wir den Widerstand R wihrend der
Offnungs- und SchlieBkurven bei einer Spannung von V=
100 mV. Abbildung 3d gibt die drei Regionen an, bei denen
die I-V-Kurven in Abbildung 3a—c bestimmt wurden. Fir
kleine Widerstinde R < 10° Q sind die /-V-Kurven in einem
Spannungsbereich bis ungefdhr 1 V weitgehend linear, was
wir dem Tunneln von Elektronen durch eine Barriere zu-
ordnen.”® Es gibt keine Hinweise auf einen Elektronen-
transport durch die Molekiilorbitale, weil der Stromfluss
durch direktes Tunneln den Strom, der durch das Molekiil
flieBen kann, um eine Zehnerpotenz iibersteigt. In der Pla-
teauregion, fiir 10’ Q < R(V=100 mV) < 10° Q, weisen die I-
V-Kurven eine typische S-Form auf, wie es bereits friher fiir
andere DNA-Derivate gefunden wurde."? Jedoch ist der
Strompegel unserer Proben — mehrere hundert Nanoampere
bei einem Widerstand von ungefdhr 0.7 V — groBer als die
Werte, die in den meisten Fillen fiir dsDNA berichtet
wurden."! Wir beschrinkten die Stromstirke in unserem
Aufbau auf 1 pA, da beim Uberschreiten dieses Werts gele-
gentlich der Kontakt zerstort wurde. Wir merken an, dass

normale Tunnel- oder Halbleitertransportmodelle die I-V-
Kurven nicht beschreiben konnen. Wir finden gewdhnlich
eine Unterdriickung des Stromflusses bei einer Spannung von
0V, was auftreten kann, wenn die Ladeenergie der Elektro-
nen auf den Molekiilen grofier ist als die Kopplung zwischen
den Elektroden und den Molekiilen.”! Die relativen GréBen
dieser Energien hidngen von der Verbindung der Molekiile
zum Metall und der Geometrie der Kontakte ab. Bei unseren
Messungen hdngt die Grofie des Spannungsbereichs mit re-
duzierter Leitfdhigkeit von dem AusmaB der Streckung und
vom Widerstand ab. Aufgrund der ausgeprigten Wider-
standsschwankungen ist eine genaue Korrelation kaum auf-
zustellen, aber tendenziell fithren grofere Abstande zu ho-
heren Spannungen. In mehreren Fallen fanden wir ein Hy-
stereseverhalten mit systematisch hherem Stromfluss, wenn
der absolute Spannungswert verringert wurde. Diese Asym-
metrien und Hysteresen erschweren eine quantitative Be-
schreibung der Kurvenform. Die Polaritdt der Asymmetrien
wechselt jedoch von Kontakt zu Kontakt, was darauf hinweist,
dass die Nichtlinearitit tatsdchlich aufgrund des Stromtrans-
ports durch ein einzelnes (oder einige wenige) Molekiile
entsteht.!

Wenn der Kontakt tiber die Plateauregion hinaus gedffnet
wird, wechseln die /-V-Kurven wieder zum anfénglichen,
nahezu linearen Verhalten, was wir wiederum als Tunneln
deuten. In der iberstreckten Stellung ist die Konformation
des Molekiils ein DNA-Einzelstrang. Ladungstransport durch
Tunneln ist der typische Transportmechanismus durch Ein-
zelstrang-DNA. 11!

Zum Abschluss untersuchten wir auch die Transportei-
genschaften des Kontroll-Oligonucleotids C1 (5'-d(T*Cs-
[TTACCC];T#)-3"), das keine Quadruplex-Struktur ein-
nimmt"™ und nur im sauren Bereich (pH <5.9) ein I-Motiv
bilden konnte.*! Es wurden keine reproduzierbaren Plateaus

in den Offnungs- und SchlieBkur-
ven beobachtet (Abbildung 2d),

a) 1.0 b) 30 1000 und die /-V-Kurven waren entwe-
20 E der unstet (Spriinge beim Abtas-

0.5 + 500 ten der Spannung) oder anni-
108 hernd linear, wie man es fiir Tun-

0.0 0E 40 neln durch eine Barriere erwartet.
IpA ”nA_m e ] Dieses Verhalten wurde auch fiir
-0.5 200MQ —| =500  Einzelstrang-DNA experimentell
= 3 beobachtet, die iiber Kohlenstoff-

~10 By e 0570190 Nanordhrchen kontaktiert war.“.sl
VIV Zusammenfassend haben wir

) o8k d) gezeigt, dass G-Quadruplex-DNA
10" = bei maiBigen Transportspannun-

0.3 - gen im Bereich von 1V einen be-

17 nA 10° trachtlichen Strom transportieren
0.0 RIQ kann. Wihrend die /-V-Kennlini-

& en nichtlinear sind und der Wi-

03 260 0 derstand deshalb stark von der

i | 1 i | Regi')lnl [ | 1 i angelegten Spannung abhingt,
e Lo.s‘ = lo%o‘ - l0~5‘ =5 10° 01’0651015202530 hiangt der Widerstand kaum vom
viv d/nm Streckungszustand des Molekiils

Abbildung 3. I-V-Kennlinien fur Probe Nr. 1 und Nr. 2 (a—) bei verschiedenen Stufen des Entfaltens
(d). a) Typische Kurven in Region I, b) in Region Il (Plateauphase) und c) in Region lIl. d) In der Auftra-
gung des Widerstands gegen den Elektrodenabstand fiir Probe Nr. 1 sind die Regionen I-1II definiert.

ab. Diese Eigenschaft ist einzig-
artig fiir molekulare Kontakte,
deren Widerstand normalerweise
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bei kleinen Anderungen der Anordnung stark schwankt. Eine
lingenunabhiingige Leitfahigkeit wurde fiir atomare Drihte
frither bereits entdeckt,* jedoch darf die Langenschwankung
in diesem Fall nur wenige Angstrom betragen. G-Quadru-
plexe kénnten deshalb als flexible Anschlussdrihte dienen,
um Mikroelektroden mit molekularen Funktionseinheiten
wie molekularen Schaltern zu verbinden, die eine betriicht-
liche Konformationséinderung beim Schalten eingehen, z.B.
photoschaltbare Azobenzolderivate.™

H

Experimentelles

- T*GGG[TTAGGG]T*3 (G1) und §-T*CCC[TTACCC];T*-3
(C1) wurden durch automatisierte DNA-Oligonucleotid-Synthese
erhalten.””! Massenspektrometrische Analysen wiesen die Integritdt
der Oligonucleotide nach. Zur Immobilisierung wurden die Oligo-
nucleotide mit PBS-Puffer auf eine Konzentration von 10 um ver-
diinnt (40 mm K,PO, und 26 mm KH,PO,, pH 6.98). In dieser Losung
{ca. 100 mm K*) solite das 22mere Oligonucleotid G1 eine parallele
oder gemischt parallel-antiparallele Quadruplex-Struktur einnehmen
(Abbildung 1), wihrend C1 in der Einzelstrang-Konformation ver-
bleibt, wie mit CD-Spektroskopie gezeigt wurde >
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