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1. Einf�hrung

Nat�rliche Ionenkan�le regulieren auf selektive Weise
den Transport von Biomolek�len, Ionen, Protonen und sogar
Elektronen durch Zellmembranen und spielen damit eine
entscheidende Rolle f�r nahezu alle zellul�ren Ereignisse.
Die nat�rlichen Ionenkan�le dienten als Vorbild f�r die Er-
zeugung k�nstlicher Nanoporen in Membranen f�r bioana-
lytische Anwendungen. Der erste nanoporenbasierte Bio-
sensor bestand aus einem einzelnen a-H�molysin (aHL) mit
einer Porenweite von 1.4 nm an der schmalsten Stelle.[1] Der
Innendurchmesser von aHL und dessen F�higkeit zur wie-
derholbaren Selbstorganisation sind geeignete Eigenschaften
f�r den Nachweis von Biomolek�len. Die passende Selekti-
vit�t f�r ein bestimmtes Biomolek�l l�sst sich �ber die Ab-
messungen der Nanopore festlegen. Dementsprechend wur-
den verschiedene biologische Membranproteine wie Areoly-
sin,[2] Porin A aus Mycobacterium smegmatis (MspA),[3]

ClyA,[4] FhuA,[5] membranadaptiertes phi29-Motorprotein[6]

und SP1[7] in nanoporenbasierten Analysesystemen einge-
setzt. Eine andere Art von k�nstlichen Nanoporen sind
Festkçrpernanoporen. Bei dieser Methode werden mittels
Mikrofabrikationstechniken nanometergroße �ffnungen in
d�nne, isolierende Festkçrpermembranen gebohrt, um bio-
logische Nanoporen nachzuahmen. Große Anstrengungen

wurden unternommen, um optische Komponenten, komplexe
Elektronikbauteile und eine Vielzahl von Nachweiselemen-
ten mit Festkçrpernanoporen zu koppeln.[8]

Wenn ein Analytmolek�l in die Nanopore eintritt, indu-
ziert es eine vor�bergehende �nderung des Ionenflusses (des
Stroms) durch die Pore (Abbildung 1). Nach Zugabe des
Analyten (z. B. eines Biomolek�ls) in eine der beiden Elek-
trolytkammern kann eine Abfolge von Blockadestrçmen ge-
messen werden. Die Eigenschaften des Biomolek�ls, wie
Grçße, Struktur, Konformation und Dynamik, kçnnen durch
Aufzeichnung und statistische Analyse der Blockadestrçme,
ihrer Dauer und sogar ihrer Form dekodiert werden. Nano-
porentechniken ermçglichen den Nachweis von Biomolek�-
len ohne Markierung, Oberfl�chenimmobilisierung oder
biomolekulare Modifikation. Es sind darum leistungsf�hige
Methoden f�r den Nachweis von einzelnen Molek�len,[9]

insbesondere von einzelnen Nukleins�uren. Zum Beispiel

Nanoporentechniken, die die Funktionen nat�rlicher Ionenkan�le
nachahmen, sind n�tzliche Methoden f�r den Einzelmolek�lnachweis.
Das Verfahren erlaubt die selektive Analyse von Nukleins�uren in
Echtzeit und im Hochdurchsatz. Zwei Arten von Nanoporen finden
Anwendung: biologische Nanoporen und Festkçrpernanoporen.
Dieser Kurzaufsatz beleuchtet die Grundlagen und j�ngsten Fort-
schritte bei der nanoporenbasierten Sequenzierung und Detektion von
Nukleins�uren. Außerdem wird eine neuartige, erst k�rzlich einge-
f�hrte Nanoporentechnik f�r die Analyse von Biomolek�len vorge-
stellt.

Abbildung 1. Prinzip der nanoporenbasierten Analyse. Ein Nuklein-
s�urestrang tritt in die Nanopore ein und verursacht einen plçtzlichen
Abfall des Ionenstroms (a), passiert die Pore und erzeugt einen cha-
rakteristischen Blockadestrom mit charakteristischer Blockadedauer
(b) und tritt schließlich wieder aus der Pore aus, wodurch der ur-
spr�ngliche porenoffene Zustand wiederhergestellt wird (c). Die Poten-
tialdifferenz wird durch zwei Elektroden hergestellt. pA = Pikoampere.
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wurden Nanoporentechniken als aussichtsreichste Kandida-
ten f�r die DNA-Sequenzierung dritter Generation vorge-
schlagen.[10] In einem idealen nanoporenbasierten Sequen-
zierungsexperiment werden die Nukleotide einer einstr�ngi-
gen DNA (ssDNA) in strikt sequenzieller Reihenfolge durch
die Pore gerastert und erzeugen jeweils ein eindeutiges Aus-
gabesignal, was einer lokalen Sequenzanalyse des Nuklein-
s�urestrangs entspricht. In diesem Kurzaufsatz betrachten wir
zun�chst die Fortschritte beim Einzelmolek�lnachweis von
Nukleins�uren mit biologischen und Festkçrpernanoporen.
Danach stellten wir die j�ngsten Entwicklungen bei neuarti-
gen Nachweissystemen vor.

2. Biologische Nanoporen

2.1. DNA-Sequenzierung mit biologischen Nanoporen

1996 entdeckten Kasianowicz et al. , dass ssDNA und
RNA elektrophoretisch durch eine aHL-Nanopore gesteuert
werden kçnnen (Abbildung 1).[1a] Nanoporentechniken wer-
den seither als vielversprechende Kandidaten f�r eine DNA-
Sequenzierung dritter Generation gehandelt. Vorher gilt es
jedoch, eine ganze Reihe von Herausforderungen zu bew�l-
tigen. Ein grçßeres Hindernis f�r die Anwendung in der
DNA-Sequenzierung ist, dass die Translokation von ssDNA
durch den Porenkanal zu schnell ist, um Informationen �ber
einzelne Nukleobasen zu gewinnen. Fr�he Studien hatten
ergeben, dass Polynukleotide mit einer Geschwindigkeit von
1–10 ms/Base translozieren,[1b,11] was jenseits der Zeitauflç-
sung kommerzieller Nachweisinstrumente liegt. Eine der
wichtigsten Aufgaben bei der Entwicklung einer nanoporen-
basierten Sequenzierungstechnik ist daher die Kontrolle der
Translokationsgeschwindigkeit der DNA durch die Poren.[10]

Verschiedene Strategien wurden hierf�r angewendet, z. B.
wurde die Viskosit�t der Probelçsung erhçht,[12] die Tempe-
ratur des Fluids abgesenkt,[13] oder mittels Mutagenese wur-
den „molekulare Bremsen“ in die DNA-Str�nge einge-
f�hrt.[14] Eine der effizientesten Methoden ist die Verwen-
dung von Enzymen als molekulare Motoren zur Transloka-
tionskontrolle der DNA. Zum Beispiel katalysiert Polyme-
rase die nukleotidweise Verl�ngerung eines DNA-Strangs mit
einer Umsatzgeschwindigkeit im Bereich von Millisekunden
pro erzeugtem Nukleotid.[15] Indem das Enzym die ssDNA
prozessiert, wird der Strang mit einer sehr viel geringeren
Geschwindigkeit durch die Pore gezogen; typische Ge-
schwindigkeiten sind 20 ms mit der T7-DNA-Polymerase und
300 ms mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I
aus Escherichia coli.[16] Auch phi29-DNA-Polymerase (phi29-
DNAP) wurde in Nanoporenstudien verwendet.[17] Als eine
Polymerase der B-Familie verbleibt phi29-DNAP in der aHL-
Pore rund 10 000-mal l�nger an die DNA gebunden als Po-
lymerasen der A-Familie.[17] Akeson und Mitarbeiter de-
monstrierten, dass phi29-DNAP einen DNA-Strang mit einer
Geschwindigkeit von 2.5–40 Basen/s nukleotidweise durch
die Pore rastert.[18] Mit dieser verbesserten Strategie zur
Blockierung der Oligomertranslokation war anders als bei
fr�heren Experimenten keine aktive Potentialkontrolle mehr
erforderlich, um die Bindung der Polymerase an DNA zu
bewirken.[19] Die Methode bewirkt eine automatisierte Vor-
w�rts- und R�ckw�rtsrasterung der DNA-Str�nge durch die
Pore, was eine pr�zisere DNA-Sequenzierung ermçglicht
(Abbildung 2a).

Ein anderes Konzept zur Optimierung der nanoporen-
basierten DNA-Sequenzierung besteht darin, die Auflçsung
des Stromsignals zu verbessern. Im Prinzip geht man hierbei
so vor, dass der Unterschied zwischen den nukleotidindu-
zierten Blockadesignalen verst�rkt wird, um einen spezifi-
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Abbildung 2. Strategien f�r die DNA-Sequenzierung mit biologischen Nanoporen. a) Kontrolle der Tranlsokationsgeschwindigkeit eines DNA-
Strangs durch eine aHL-Pore (grau) mittels phi29-DNAP (braun).[18] b) Kovalente Anbindung von Cyclodextrin (dunkelblau) an das b-Barrel von
mutiertem aHL (hellblau).[24] Das Histogramm der Blockadestrçme und Stromspuren der aus ssDNA und Exonuklease I erzeugten Mononukleoti-
de zeigt vier charakteristische Signalhçhen, die den vier Nukleotiden entsprechen. c) Kombiniertes System aus der Polymerase phi29-DNAP und
der mutierten Pore MspA f�r die DNA-Sequenzierung.[3a, 26] d) Gemessene Stromspuren (oben) und daraus abgeleitete mittlere Strçme (unten) zur
Sequenzierung eines bekannten DNA-Molek�ls.[3a] e) Ein DNA-Origami-Transmembrankanal.[27] f) Eine DNA-Origami-Nanopore, die in eine Fest-
kçrpernanopore eingeschoben wurde.[28] Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [3a,18,24,26,27].
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scheren Nachweis der Nukleobasen zu erreichen. Eine als
„Sequenzierung durch Synthese“ bezeichnete Strategie mit
Polymerase und Cumarin-PEG-markierten Nukleotiden ver-
st�rkt die unterschiedlichen Strçme, die von den vier Nu-
kleobasen erzeugt werden.[20] Studien haben gezeigt, dass im
b-Barrel der aHL-Nanopore drei Erkennungsstellen f�r Nu-
kleobasen vorhanden sind.[21] Um die Identifizierung der
Basen zu verbessern, war es erforderlich, mittels Mutagenese
ein oder zwei Erkennungsstellen zu verst�rken und die je-
weils anderen Stellen auszuschalten.[22] Zur weiteren Opti-
mierung wurden die aHL-Poren mit b-Cyclodextrin als mo-
lekularem Adapter ausgestattet, da b-Cyclodextrin Mono-
nukleotide bindet und gut in den aHL-Kanal passt.[23] Mit
einer aHL-Pore mit kovalent gebundenem b-Cyclodextrin
konnten die vier aus ssDNA und Exonuklease I produzierten
Nukleotide mit einer exzellenten Genauigkeit von 99.8%
identifiziert werden (Abbildung 2 b).[24]

Bisher wurden die meisten nanoporenbasierten Sequen-
zierungstechniken mit dem gut untersuchten aHL entwickelt.
aHL zeichnet sich durch seine leichte Modifizierbarkeit und
verl�ssliche Genauigkeit im Subnanometerbereich aus. Al-
lerdings erstreckt sich das b-Barrel einer aHL-Nanopore �ber
ca. 5.2 nm und kann einen Strang mit rund 20 Nukleotiden
aufnehmen.[25] Diese strukturelle Gegebenheit resultiert in
uneindeutigen Stromsignalen bei der Sequenzanalyse, da es
schwierig ist, den pr�zisen Beitrag jeder Nukleobase zum
beobachteten Blockadestrom zu identifizieren. Um dieses
Problem zu umgehen, wurde Porin A aus Mycobacterium
smegmatis (MspA) als geeigneterer Kandidat f�r die nano-
porenbasierte DNA-Sequenzierung untersucht.[3b,29] MspA
hat eine einzelne Engstelle mit einem Durchmesser von ca.
1.2 nm und eine L�nge von 0.5 nm, was zu gut aufgelçsten
Stromsignalen f�r vier benachbarte Nukleotide f�hrt. Mit
einem Nachweissystem aus mutiertem MspA und phi29-
DNAP wurde ein gut aufgelçster und reproduzierbarer Io-
nenstrom mit einer mittleren Signaldauer von 28 ms und
Stromdifferenzen von bis zu 40 pA beobachtet (Abbil-
dung 2c).[3a] Aufgrund des komplexen Strommusters und der
Asynchronit�t der Polymerase ist es mit dieser Methode
bisher nicht mçglich, jede einzelne Base in einem Nuklein-
s�urestrang zu identifizieren (Abbildung 2d). Dennoch sei
hervorgehoben, dass dieses System zwei zentrale Probleme
der nanoporenbasierten DNA-Sequenzierung lçst: Translo-
kationskontrolle durch die Polyermase und ann�hernde Ein-
zelnukleotidauflçsung durch MspA. K�rzlich entwickelte
DNA-Origamitechniken bieten Mçglichkeiten f�r die maß-
geschneiderte Einstellung der Gestalt und Oberfl�chenfunk-
tionalit�t von Nanoporen mit nahezu atomarer Pr�zision. Wie
in Abbildung 2e gezeigt ist, wurde durch Selbstorganisation
von DNA und DNA-gebundenen Cholesteringruppen ein
nanoskaliger Transmembrankanal erzeugt, der der Struktur
von aHL nachempfunden ist.[27] Diese DNA-Origami-Nano-
pore verf�gt �ber eine zentrale �ffnung mit einem Durch-
messer von 2 nm und kann in eine Festkçrpernanopore in
einer Doppelschicht eingeschoben werden (Abbildung 2 f).[28]

Origami-Nanoporen dieser Art sind in der Lage, einzelne
DNA-Molek�le nachzuweisen und haben daher das Potential
f�r Anwendungen in der DNA-Sequenzierung. Auch andere
selbstorganisierende Nanomaterialien, die sich spezifisch

modifizieren lassen und deren Geometrie mit nanoskaliger
Pr�zision abgestimmt werden kann, kommen f�r die Ent-
wicklung von Nanoporen f�r die DNA-Sequenzierung in
Betracht.[30]

2.2. Konformationsabh�ngige Detektion von Nukleins�uren
mittels aHL-Nanoporen

Obwohl Nukleins�uren in unterschiedlichen Konforma-
tionen in den breiten Vorhof der aHL-Pore eintreten kçnnen,
kann nur ssDNA in gestreckter Konformation durch die
Engstelle translozieren. Ein Polynukleotid (oder sein Kom-
plex) geht im Vorhof des aHL Konformations�nderungen wie
z. B. Unzipping- und Entfaltungsprozesse ein, um die Ener-
giebarriere f�r die nachfolgende Translokation in seiner ein-
str�ngigen und gestreckten Form zu senken. Diese Eigen-
schaft bietet eine interessante Perspektive f�r die empfindli-
che und spezifische Nukleotidanalyse auf Einzelmolek�l-
ebene.

1999 demonstrierten Akeson und Mitarbeiter, dass die
aHL-Nanopore einzelne Polynukleotide aufgrund ihrer spe-
zifischen Konformationen unterscheiden kann. Sie zeigten,
dass Poly(A) aufgrund seiner helikalen Struktur einen grç-
ßeren Blockadestrom erzeugt als Poly(C) und Poly(U).[11]

Unterdessen fanden Kasianowicz und Mitarbeiter, dass eine
lockere Kette von Poly(dT) im Vergleich zur starren Struktur
von Poly(dC) und Poly(dA) einen charakteristischen dop-
pelstufigen Blockadestrom mit pulsfçrmigen Signalen indu-
zierte.[25a,31] Ein Antigen-bindendes Fragment, Fab HED10,
das als „Steuerruder“ agierte, zwang Poly(dT) in eine ge-
streckte Konformation und bewirkte eine betr�chtliche Ab-
senkung der Energiebarriere (Abbildung 3a).[32] In einer an-
deren Studie wurde aHL genutzt, um die gefalteten und
entfalteten Zust�nde eines Aptamers zu unterscheiden; die
Konformation des Aptamers ist der Schl�ssel f�r die spezifi-
sche Bindung eines Zielmolek�ls.[33] Die G-Quadruplex-
Struktur des Aptamers unterliegt einem Entfaltungsprozess
im Vorhof des aHL, woraufhin ein ver�nderter Blockade-
strom resultiert.[33a] In einer weiteren Untersuchung wurden
die molekularen Konformations�nderungen des ATP-bin-
denden Aptamers bei der Bindung von Zielmolek�len in
Echtzeit gemessen (Abbildung 3b).[33b] Die zeitliche Signatur
der Aptamerkonformation bei der Bindung des Analytmo-
lek�ls bietet somit eine schnelle Methode f�r den spezifischen
Analytnachweis. Zum Beispiel gelang der Nachweis von
300 ngmL�1 Kokain innerhalb von 60 s durch Aufzeichnung
des Bindungsereignisses zwischen dem Kokain-Aptamer und
Kokain.[33c] Um die Nachweiseffizienz f�r native DNA-Nu-
kleobasen zu verbessern, wurden biotinylierte ssDNA-
Str�nge mit Avidin/Streptavidin verkn�pft und auf diese
Weise in der aHL-Nanopore immobilisiert. Weil das ange-
h�ngte Protein zu groß f�r den aHL-Kanal ist, verursacht es
eine l�ngere Aufenthaltszeit des ssDNA-Strangs im aHL
(Abbildung 3c). Diese Strategie ermçglichte die Unter-
scheidung und Identifizierung einzelner substituierter Ba-
sen,[21, 22, 34] einer epigenetischen DNA-Modifikation,[35] einer
oxidativen Einzelbasenl�sion[36] und abasischer Segmente.[37]
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Eine doppelstr�ngige DNA (dsDNA), die mit ihrer F�h-
rungssequenz in der aHL-Nanopore immobilisiert ist, wird
unter einem anliegenden Potential im Vorhof der aHL auf-
gespalten.[38] Der Spaltvorgang der DNA dauert erheblich
l�nger, wenn die ssDNA mit dem perfekt komplement�ren
Strang hybridisiert ist, als wenn der Komplement�rstrang ein
einzelnes falsches Nukleotid enth�lt.[38a] Die Strategie konnte
somit erfolgreich zum Nachweis einzelner Nukleotidfehl-
paarungen genutzt werden. Durch Messung der Spaltungs-
kinetik von oxidativ gesch�digter dsDNA gelang es, einzelne
Abschnitte mit Oxidationssch�den zu lokalisieren.[38c,f] Um
MikroRNA in Plasmaproben von Lungenkrebspatienten zu
analysieren, wurde die Ziel-MikroRNA mit einer ssDNA-
Sonde mit F�hrungssequenzen an beiden Enden hybridisiert

(Abbildung 3 d).[38d] Durch Aufzeichnung der spezifi-
schen Signaturen war es mçglich, subpikomolare
Konzentrationen von krebsassoziierten MikroRNAs
mittels aHL-Nanoporen zu quantifizieren. Die Auf-
spaltung einer Haarnadelstruktur wurde weiterhin
zum Nachweis von Hg2+ mit einer Nachweisgrenze von
7 nm genutzt.[38e]

3. Festkçrpernanoporen

3.1. DNA-Nachweis mit Festkçrpernanoporen

Li et al. entwickelten die erste synthetische Fest-
kçrpernanopore, die erfolgreich f�r den DNA-Nach-
weis eingesetzt wurde.[39] Eine Nanopore mit Durch-
messer 5 nm wurde mit einem Ionenstrahl in eine SiN-
Schicht gebohrt. Ein deutlicher Abfall des Ionen-
stroms wurde gemessen, wenn eine 500 bp lange
dsDNA unter einem anliegenden Potential von
120 mV durch die Pore gesteuert wurde. Eine Nano-
pore mit einem Durchmesser von 2–20 nm in einer
Elektrolytlçsung befolgt unter anliegender Spannung
n�herungsweise das Ohmsche Gesetz. Der offenporige
Strom I0 l�sst sich mit Gleichung (1) beschreiben.

I0 ¼
VA1

1Heff
ð1Þ

1 ist der Widerstand der Elektrolytlçsung, V ist die
angelegte Spannung �ber die Membran, Heff ist die
effektive Membrandicke und A1 ist die mittlere
Querschnittsfl�che der Nanopore.[9d]

Ein mçgliches Problem bei k�nstlich hergestellten
Festkçrpernanoporen sind uncharakterisierte Ober-
fl�cheneigenschaften, die das Sensorverhalten der
Pore beeintr�chtigen kçnnen. Verglichen mit biologi-
schen Nanoporen haben Festkçrpernanoporen einen
hçheren elektrischen Rauschpegel, was die mçgliche
Signalauflçsung limitiert. In fr�heren Studien[40] wurde
festgestellt, dass das Funkelrauschen (flicker noise; 1/
f) in Festkçrpernanoporen von Ladungsfluktuationen
an der Nanoporenoberfl�che, Fluktuationen der La-
dungstr�gergesamtzahl und nanometergroßen gasfçr-
migen Bl�schen im Inneren der Pore verursacht wird.

Das 1/f-Rauschen konnte durch Feinabstimmung der Ober-
fl�cheneigenschaften von SiN-Nanoporen mittels Atomla-
genabscheidung (ALD) von Aluminiumoxid deutlich redu-
ziert werden.[41] Dar�ber hinaus zeigen Al2O3-Nanoporen
verringertes Hochfrequenzrauschen, hohe Signal-Rausch-
Verh�ltnisse und erhçhte Empfindlichkeit in DNA-Translo-
kationsexperimenten.[42] Die Behandlung eines Siliciumtr�-
gerchips mit Piranha-Lçsung reduziert ebenfalls das 1/f-
Rauschen.[40e] Ferner lassen sich die Nanobl�schen entfernen,
indem man die Lçsung zuerst gegen Wasser und dann Etha-
nol austauscht, bevor man schließlich wieder den Elektro-
lytpuffer einsetzt.[40d]

Eine der verbleibenden Herausforderungen f�r die Ver-
wendung von Festkçrpernanoporen in der DNA-Sequenzie-

Abbildung 3. Konformationsabh�ngiger Nachweis von Nukleins�uren mittels ei-
ner aHL-Pore. a) Die Translokationszeit von Poly(dT)45 durch eine aHL-Pore ist
in Gegenwart von Fab HED10 verk�rzt.[32] b) Die aHL-Pore ermçglicht den
Nachweis des ATP-bindenden Aptamers in Form seines gefalteten, linearen
Doppelstrangs und von ATP-gebundenen Konformationen.[33b] c) Mit Avidin
komplexierte, biotinylierte ssDNA bleibt in der aHL-Pore stecken und bewirkt
eine Langzeitblockade. d) Typisches Signalmuster f�r die Translokation von ge-
spaltener MikroRNA durch eine aHL-Pore.[38d] Abdruck mit Genehmigung aus
Lit. [32,33b,38d].
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rung ist die hohe Translokationsgeschwindigkeit, die das
Auslesen der Sequenzinformation aus den Stromkurven
schwierig macht.[9c] Bashir und Mitarbeiter berichteten, dass
die Translokationsgeschwindigkeit in gesputterten Al2O3-Po-
ren aufgrund der Bildung positiv geladener Dom�nen ver-
ringert wird.[42b] Dekker und Mitarbeiter tauschten das Anion
der Pufferlçsung aus und fanden, dass die Translokationszeit
eines dsDNA/ssDNA-Molek�ls durch eine Festkçrpernano-
pore mit kleiner werdendem Anion (K+! Na+! Li+) stark
ansteigt.[43] Dank der geringen Dicke von festen, klassisch
hergestellten Membranen im Nanometerbereich sind darin
befindliche Festkçrpernanoporen direkt f�r die DNA-Se-
quenzierung mit Einzelbasenauflçsung geeignet. Zum Bei-
spiel entspricht eine 30 nm dicke siliciumbasierte Membran
ungef�hr 60 Nukleobasen in einem ssDNA-Molek�l. Gra-
phen ist aufgrund seiner außerordentlich kleinen Schicht-
dicke (0.34–0.68 nm), die mit dem Abstand zwischen be-
nachbarten Nukleotiden in ssDNA vergleichbar ist (0.32–
0.52 nm), schnell ins Rampenlicht der Forscher ger�ckt.[44]

Die erste einzelne Nanopore in suspendiertem Graphen
wurde von Fischbein und Drndic hergestellt.[45] Sp�ter wurden
einzelne dsDNA-Molek�le durch Graphen-Nanoporen ge-
steuert (Abbildung 4a,b)[46] und Translokationssignale der
DNA erhalten, was das enorme Potential von Graphen-Na-
noporen in der DNA-Sequenzierung best�tigte. Das hohe 1/f-
Rauschen in Graphen-Nanoporen verhinderte den direkten
Nachweis von einzelnen Nukleotiden durch Auslesen des
Ionenstroms. Studien zeigten, dass mehrlagige Graphen/
Al2O3-Nanolaminatmembranen einen geringeren elektri-
schen Rauschpegel haben als Nanoporen in reinem Gra-
phen.[44] Trotz gewisser Fortschritte m�ssen noch etliche
Probleme gelçst werden, bevor mit Festkçrpernanoporen-
systemen eine DNA-Sequenzierung mit Einzelbasenauflç-
sung gelingen wird.

3.2. Elektrochemische Nachweissysteme

Ein klassisches Nachweissystem f�r die nanoporenba-
sierte Analyse besteht aus einem Patch-Clamp-Verst�rker
und einem Analog/Digital-Wandler. Axopatch 200B, der sich
als der beste Patch-Clamp-Verst�rker f�r Nanoporenexperi-
mente erwiesen hat, verf�gt �ber eine Zeitauflçsung von etwa
4 ms. Allerdings sind die derzeitigen Translokationsge-
schwindigkeiten von Festkçrpernanoporen so hoch (1–100
Nukleotide ms�1), dass eine Detektorbandbreite im MHz-
Bereich erforderlich w�re und die Messung von Pikoam-
perestufen im Ionenstrom unmçglich ist. Das klassische
Patch-Clamp-System muss auf Bandbreiten von rund
100 kHz begrenzt werden, da bei Frequenzen ab etwa 10 kHz
der Rauschpegel des Verst�rkers zu hoch wird. Es gilt daher,
einen optimalen Kompromiss zwischen mçglichst niedrigem
Rauschen und mçglichst hoher Zeitauflçsung zu finden. Ein
k�rzlich vorgestelltes Nanoporensystem (CNP; CMOS-inte-
grated nanopore system) mit integriertem komplement�rem
Metalloxidhalbleiter (CMOS; complementary metal oxide
semiconductor), das �ber einen rauscharmen Stromvorver-
st�rker in Kombination mit einer SiN-Festkçrpernanopore
verf�gt, arbeitet bei einer Bandbreite von 1 MHz bei einem

Rauschpegel von 24 pARMS (Abbildung 4c).[8b] Dieses System
besitzt die bisher hçchste Bandbreite in der nanoporenba-
sierten Analyse. Der Verst�rker wird direkt in der Fl�ssig-
keitskammer unterhalb der SiN-Poren platziert. Diese Bau-
form ermçglicht eine erhebliche Verringerung parasit�rer
elektrischer Kapazitanzen bei hoher Frequenz. Zum Beispiel
betr�gt das Grundrauschen des CNP nur 3.2 pARMS bei

Abbildung 4. a) Diagramm und TEM-Bild einer d�nnen Schicht von
Graphen-Nanoporen.[45a] b) Streukurven des Blockadestroms als Funk-
tion der Blockadedauer zur Unterscheidung zwischen gefalteter (A)
und entfalteter DNA (B).[45a] c) Aufbau des CNP (links), eines Vorver-
st�rkerkanals (rechts, oben) und eines 8-Kanal-CMOS-Stromvorverst�r-
kers (rechts, unten).[8b] d) Grundrauschen des CNP-Systems und des
Axopatch 200B.[8b] Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [8b] und [45a].
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100 kHz, im Vergleich zu 9 pARMS beim Axopatch (Abbil-
dung 4d).

Schnelle Hochdurchsatz-DNA-Sequenzierungen erfor-
dern die Entwicklung von nanoporenbasierten Mehrkanal-
systemen. Das planare Design des CNP-Verst�rkers ist f�r
parallelisierte Anwendungen mit Mehrkanaldetektion gut
geeignet und bietet Potential f�r portable Ger�te.[8b] Dunbar
et al. entwickelten einen miniaturisierten R�ckkopplungs-
widerstand basierend auf einem Metalloxidhalbleiter vom N-
Typ mit tiefer N-Wanne f�r die Verwendung in Nanoporen-
arrays.[47] Das gesamte Nachweissystem wurde in einem
0.35 mm CMOS-Prozess gefertigt. Bei einer Grçße des
CMOS-Verst�rkers inklusive Kontaktst�ck von 0.4 mm2

kçnnen auf einer Platine von 600 mm2 1500 Kan�le integriert
werden.[48] Damit kçnnte ein portabler Nanoporenarray mit
hoher Zeitauflçsung und niedrigem Hintergrundrauschen
konstruiert werden. Durch die Kombination von neuartigen
Nachweissystemen mit neuen experimentellen Strategien
kçnnte es schlussendlich gelingen, Einzelnukleotidauflçsung
mit Festkçrpernanoporen zu erreichen.

4. Schlussfolgerungen

Die aktuellen Nanoporentechniken zum DNA-Nachweis
sind in der Lage, die charakteristischen Stromkurven be-
kannter DNA-Str�nge abzubilden[3a] – die Analyse unbe-
kannter Sequenzen ist jedoch problematisch. Obgleich eine
direkte Anwendung von Nanoporensensoren in der DNA-
Sequenzierung noch nicht mçglich ist, sind biologische und
Festkçrpernanoporen exzellente Einzelmolek�lsensoren in
der Biophysik und der Nanobiotechnologie. Die Kombinati-
on von Festkçrpernanoporen mit anderen Einzelmolek�l-
techniken bietet einen multimodalen Ansatz f�r den Nach-
weis kleiner Strukturmerkmale entlang eines einzelnen
DNA-Molek�ls. Zuk�nftige Fortschritte bei den experimen-
tellen Strategien, den Mikrofertigungstechniken und den
Elektronikkomponenten sollten Nanoporentechniken f�r
den erschwinglichen und personalisierten DNA-Nachweis
zug�nglich machen, insbesondere f�r DNA-Sequenzierun-
gen. Dar�ber hinaus haben wir keinen Zweifel, dass sich
Nanoporentechniken zu Routinewerkzeugen in Einzelmole-
k�lstudien sowie auch in der medizinischen Diagnostik ent-
wickeln werden.
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