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1 Johdanto

DNA-molekyylien sdhkonjohtavuus on askarruttanut tutkijoita jo usean vuo-
sikymmenen ajan. Periaatteessa DNA-molekyylin sdhkoiset mittaukset eivét
eroa mitenkdan minka tahansa sidhkokomponenttien mittauksesta. Useat tut-
kimukset ovat kuitenkin osoittaneet, ettd hyvin monet parametrit mittausjar-
jestelyissé vaikuttavat saatuihin tuloksiin merkittévasti, joten mitdan yksise-
litteista vastausta DNA:n sdhkonjohtavuuteen ei ole saatu. Tamé opinnayte
keskittyykin néaissé erityyppisissd mittauksissa kaytettyjen mittausjarjestely-
jen tarkasteluun ja saatuihin tuloksiin.



2 Lahtokohdat

Motivaatio DNA-molekyylien sdhkoénjohtavuuden tutkimiselle voidaan johtaa
ainakin puolijohdeteollisuuden tarpeista. Mikropiirien kehitys on ollut valtavaa
siita lahtien, kun niitd alettiin kayttaa. Tata kehitysta voidaan kuvata niin sa-
notun Mooren lain avulla, jonka mukaan kaupallisten mikropiirien sisaltamien
transistorien maéra kaksinkertaistuu kahdessa vuodessa. Suorittimien proses-
sointiteho ja muistiyksikoiden kapasiteetti ovat suoraan verrannollisia tahén
kehitykseen, ja kuluttajien saataville onkin tullut entistd huokeampia, suori-
tuskykyisempid ja pienempia laitteita, joihin jonkinasteinen mikropiiri on si-
sdanrakennettuna.

Tahén mennessa puolijohdeteollisuuden kayttama tekniikka komponenttien
valmistamiseen on pohjautunut optiseen litografiaan, missé valotukseen kéyte-
tyn valon aallonpituus vaikuttaa suuresti pienimpéan mahdolliseen piirteiden
viivanleveyteen. Télla hetkelld kaytettdessa valotuksessa 193 nm:n ultraviolet-
tivaloa péadstdan viivanleveydessd hieman alle 50 nm:n kokoluokkaan. Aallon-
pituutta ei voida kuitenkaan loputtomiin pienentéa, silla pienet aallonpituudet
absorboituvat hyvin voimakkaasti véliaineeseen. Joitakin parannuksia, joilla
viivanleveytta voitaisiin vieldkin kaventaa, on kehitteilla [1], mutta on eri asia,
saadaanko namé tekniikat tarpeeksi luotettaviksi ja kustannustehokkaiksi teol-
lisuuden tarpeisiin. Optisen litografian rajat ovat siis joka tapauksessa jo néa-
kyvissé, joten motivaatio vaihtoehtoisten tekniikoiden kehittamiseksi on suuri.

Eras ehdotus mikropiirien piirteiden pienentédmiseksi perustuisi hiilinano-
putkien kayttamiseen. Hiilinanoputken sahkoiset ominasuudet kuitenkin vaih-
televat suuresti riippuen sen niin sanotusta kierteisyydesta. Tata ominaisuutta
ei ole viela valmistusprosesseissa kyetty hallitsemaan tarpeeksi hyvin ainakaan
laajasti, joten suhteellisen helposti ja varmasti valmistettavat DNA-rakenteet
olisivat erinomainen vaihtoehto nanokomponenttien perustaksi. DNA:n suu-
rena etuna olisi nimittdin sen itsejarjestyvyys, mikéd mahdollistaisi hyvinkin
monimutkaisten komponenttien luotettavan valmistamisen myos teollisuuden
vaatimassa laajuudessa. Selvittdmatta yhé kuitenkin on, soveltuuko DNA-ketju
sahkonjohtavuutensa puolesta elektronisten komponenttien valmistukseen.

Vaikka tutkimusta DNA-molekyylin sdhkonjohtavuuden saralla on tehty jo
useita vuosikymmenia, tuloksista on kyetty tekemadn hyvin vahdn varmoja
johtopaatoksia. Tuloksia on saatu laidasta laitaan, silla niin eristeille, puolijoh-
teille kuin johteillekin tyypillista kdyttaytymista on havaittu. Mittausasetelmat
ja kdytettyjen DNA-molekyylien rakenne ovat kuitenkin vaihdelleet, joten erot
selittyvat nailla parametreilla. Téssa tutkielmassa pyritadn esitteleméan teh-
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Kuva 2.1. Yksittdinen nukleotidi koostuu fosfaatti-, sokeri- seki emésosasta.
DNA:n tapauksessa sokeriosa on 2’-deoksi-D-riboosi, kun taas RNA:ssa sokeri-
na on D-riboosi. Erona esitettyyn kuvaan D-riboosissa on 2’-hiileen sitoutuneen
alaspéin osoittavan H-atomin tilalla sitoutuneena reaktiivinen OH-ryhma. Té-
mé on syy siithen, miksi DNA-molekyyli on huomattavasti vakaampi rakenne
RNA-molekyyliin verrattuna.

tyja mittauksia seka vertaamaan saatuja tuloksia keskenéan.

2.1 DNA-molekyylin rakenne

2.1.1 Yksijuosteinen DNA (ssDNA)

DNA eli deoksiribonukleiinihappo on yksi elaméan peruselementeisté, joka sisal-
tda kaikkien elididen seké joidenkin virusten proteiinien tuottamiseen tarvitta-
van informaation. Tadma tieto on varastoituneena yksittédisten rakennuspalikoi-
den tiettyyn jarjestykseen DNA-juosteessa. Nama rakennuspalikat ovat nimel-
tadn nukleotideja. Kunkin nukleotidin rungon muodostavat syklinen 2'-deoksi-
D-riboosisokeri seké fosfaattiryhmé PO7 . Sokeriosan 3-hiilen OH-ryhmé voi
muodostaa fosforiesterisidoksen reagoimalla toisen nukleotidin fosfaattiryhmén
kanssa, jolloin muodostuu yksijuosteisen DNA:n runko. Koska fosfaattiryhma
on kiinnittyneena sokeriosan 5'-hiileen, voidaan juosteen paat erottaa toisistaan
puhumalla 3'- ja 5’-péista. Yksittaisen nukleotidin rakenne on esitetty kuvassa
211

Kunkin nukleotidin sokeriin on kovalenttisesti sitoutunut lisiksi myos aro-
maattinen typpiemaésosa, joita on DNA:sta puhuttaessa nelja erilaista: puriinit
adeniini (A) ja guaniini (G) seké pyrimidiinit tymiini (T) ja sytosiini (C). Juuri
naiden emésosien jarjestykseen yksijuosteisessa DNA-ketjussa on koodattuna
tieto proteiinien rakenteesta. Tamé jarjestys muodostaa DNA-molekyylin pri-
maéarisen rakenteen.

2.1.2 DNA-kaksoisjuoste (dsDNA)

DNA-molekyylin toiminnan kannalta ratkaisevaa on, ettd nukelotidien emés-
osat pystyvat muodostamaan keskendan vetysidoksia. Emékset eivit kuiten-
kaan pariudu sattumanvaraisesti, vaan adeniini pariutuu aina tymiinin kans-
sa ja vastaavasti guaniini sytosiinin kanssa kuvien [2.2(a)| ja [2.2(b)| mukaisesti.
Taté kutsutaan 16ytajiensd mukaan Watson-Crick-pariutumiseksi [2]. DNA ei
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Kuva 2.2. Emisparien viliset vetysidokset ovat keskeisimméit DNA-
molekyylin sisiiset vuorovaikutukset. G-C —pariutuminen sisaltdd kolme ve-
tysidosta kun taas A-T pariutuminen vain kaksi, joten se on néistd kahdesta
voimakkaampi.

yleensa esiinnykéan elioissa yksijuosteisena, vaan juosteen kanssa pariutuneena
on sen vastinjuoste, jonka suunta on péinvastainen alkuperdiseen juosteeseen
nahden. Siten DNA-molekyyli koostuukin itse asiassa kahdesta erillisesta poly-
meeriketjusta. Koska juosteiden viliset vetysidokset ovat suhteellisen helposti
purettavissa, voidaan juosteet erottaa solussa toisistaan helposti emasjarjes-
tyksen lukua ja proteiinien tuottamista varten.

Nukleotidien vélilla vaikuttaa vetysidosten lisdksi toinenkin DN A-molekyylin
rakenteeseen vaikuttava voima. Emésosat ajautuvat nimittdin mahdollisimman
lahekkéin m—m-pinoutumisvuorovaikutuksen seurauksena, mika on tyypillinen
attraktiivinen voima aromaattisille renkaille. Emasosien vuorovaikutukset ym-
paroivan liuottimena toimivan aineen kanssa pyrkivat minimoitumaan, jolloin
emékset pinoutuvat kahden juosteen keskelle ja muodostuu helikaalinen raken-
ne. Riippuen ympaériston olosuhteista ja eri nukleiinihappoemaésten lukuméa-
rien keskinaisistd suhteista kaksoisjuosteen kierteen ominaisuudet voivat kui-
tenkin vaihdella. Kuvassa[2.3|on esitetty A-, B- ja Z-DNA-konformaatiot, jotka
ovat kolme parhaiten tunnettua muotoa. Naista B- ja Z-muotoja on havaittu
elavissa organismeissa, ja naistd B-muoto on yleisin. Néitd muotoja erottavat
mm. kierteen kulma keskiakseliin nahden, leveys sekd emasten etdisyys toisis-
taan. [2]

2.1.3 Muut juosterakenteet

Pelkastaan juosteen emassekvenssista riippuvaisia rakenteita on useita. Esimer-
kiksi mikéali juosteessa on monen adeniinin ketju, tulee juosteeseen taipuma. Ns.
palindromisekvenssit voivat puolestaan muodostaa eraénlaisen ristiméisen ra-
kenteen keskelle kaksijuosteista DNA:ta kuvan mukaisesti. Solussa ndma
rakenteet voivat toimia mm. proteiinien kiinnittymiskohtina elion toimintojen
saatelya varten. [2]

DNA-rakenteet voivat koostua myos joissain tapauksissa useammastikin
kuin kahdesta ss-DNA-juosteesta. Puriinit (A- ja G-emékset) voivat nimittain
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Kuva 2.3. Kuvassa on esitetty kolme yleisintd DNA-kaksoisjuosteen konfor-
maatiota lahteen [2] mukaan. Kussakin rakenteessa on 36 emésparia. B-muoto
on kaikkein yleisin eldvissé organismeissa havaittu konformaatio, kun taas A-
muotoa esiintyy vain hyvin kuivissa, epéfysiologisissa olosuhteissa. Z-muotoa
puolestaan voi esiintyd esimerkiksi silloin, kun juosteessa on paljon vuorottele-
via C- ja G-emdaksid. Huomaa, ettd Z-muodossa helikaalinen kierre on vasenké-
tinen kun taas kahdessa muussa oikeakétinen.
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Kuva 2.4. Palindromisekvenssit DNA-kaksoisjuosteessa voivat johtaa ku-
van mukaisien ristiméisten rakenteiden muodostumiseen. Komplementaariset
sekvenssit eivit saa olla liian kaukana toisistaan rakenteen muodostumiselle.
Tamén kaltaiset rakenteet ovat joidenkin solun sédételyproteiinien kiinnittymis-
kohtia. Kuvassa kéytetty 1ldhdetta [2]



muodostaa normaalin Watson—Crick-sidoksen liséksi ns. Hoogsteenin eméspa-
rin. Esimerkiksi T-A-pariin voi sitoutua joko ylimaérdinen A- tai T-emés, jol-
loin muodostuneista tripleteista voidaan kdyttaa merkintoja TA*A ja TA*T.
Samoin tripletit CG*G sekd CG*C™, missd yliméddrdinen C-emés on protonoi-
tuneena, ovat mahdollisia. Nain voi muodostua kolmesta DNA-juosteesta koos-
tuva helikaalinen rakenne, kun yliméarédinen juoste pariutuu ds-DNA:n kanssa.
Jopa neljasté juosteesta koostuvat rakenteet ovat mahdollisia, mikéli juosteet
siséltdvit paljon G-nukleotideji. Metallikationeiden (esim. K, Na® tai Mg®*)
ldsné ollessa tallaiset G-tetrapleksit voivat muodostaa hyvinkin vakaita ja pit-
kia superrakenteita, joita kutsutaan G-johdoiksi.



3 Sahkonjohtavuusmittaukset

Idea DNA-molekyylin kayttamisestda johteena on suhteellisen vanha, silla jo
pitkddn on arveltu juostetta pitkin kulkevien varauksenkuljettajien osallistu-
van DNA:n korjausmekanismeihin tavalla tai toisella [3]. Jo vuonna 1962 Eley ja
Spivey tekivit mittauksia neljalld eri DNA-naytteelld ja yhdella RNA-néytteella
puristettuina platinaelektrodien valiin. Ominaisvastukseksi néaissd mittauksis-
sa saatiin 5-10' Qcm ja energia-aukon suuruudeksi 2,42 £ 0,05 eV, mitki ei-
véat juurikaan vaihdelleet naytteiden valilla. Mittausten ja DNA:n rakenteen
tuntemuksen perusteella heiddn mielestdan oli perusteltua vaittiaa, ettd DNA
kykenee siirtdméaan varauksia nukleotidien emésten muodostamien 7-sidosten
kautta [3]. Tata véitettd ei kuitenkaan pystytty pitavésti osoittamaan, joten
lisad mittauksia ja erilaisia koejarjestelyja tarvittiin.

Kuten todettua, DNA-molekyylin siéhkénjohtavuusmittauksia on tehty run-
saasti ja niiden tulokset ovat vaihdelleet laidasta laitaan. Edellisen luvun pe-
rusteella voitaneen todeta, ettd eroja tuloksiin aiheuttavat tutkittavan DNA:n
rakenne ja siten sen emasjarjestys ja ympariston olosuhteet. Lisaksi mittauk-
sissa on kaytetty hyvin paljon erilaisia menetelmia ja lahestymistapoja.

Molekyylin séhkonjohtavuuden tutkimiseen on kaksi eri lahestymistapaa.
Molekyylit voidaan pyrkia asettamaan kahden elektrodin véliin tavalla tai toi-
sella, jolloin mittaamalla sdhkovirtaa jannitteen funktiona voidaan maarittaa
vastus néytteelle, joka voi olla jopa yksittdinen molekyyli. Téllaiset mittaukset
ovat suoran ldhestymistavan mittauksia. Epédsuorissa mittauksissa molekyylin
kyky siirtad varauksia pyritdan selvittamaan spektroskopian keinoin, joten yk-
sittaistd molekyylia ei kiytannossa tarkastella. Tassa luvussa esitelladn eniten
huomiota saaneita erityyppisid mittauksia ja niiden tuloksia kronologisessa jar-
jestyksessa.

3.1 Epasuorat mittaukset

DNA-molekyylin sidhkonjohtavuusmittaukset tehtiin aluksi epasuorilla mene-
telmilld. Niissd DNA-heliksiin pyritddn aluksi kiinnittamééan varauksen luo-
vuttaja- ja vastaanottajamolekyylit. Molekyylien pitda luonnollisesti tunnistaa
ja sitoutua nukleiinihappoon esimerkiksi sen eméasosaan. Molekyylit voivat esi-
merkiksi tunnistaa tietyn sekvenssin tai rakenteen DNA-juosteesta ja kiinnittya
sithen. Ne sisdltéavat usein vastaavanlaisia aromaattisia ryhmia, joita nukleoti-
dien eméksetkin sisaltavét, jolloin molekyyli pyrkii tunkeutumaan (interkaloi-
tumaan) ainakin osittain DNA-heliksin sisélle osaksi 7m-pinoumaa. Myos kova-



lenttisesti DNA-péddketjuun sitoutuvia molekyyleja on kéytetty. Joka tapauk-
sessa luovuttajamolekyyliltd voidaan irrottaa sihkomagneettisella sateilylla fo-
toelektroni, joka puolestaan kulkeutuu sen vastaanottajalle oletettavasti DNA-
juostetta pitkin. Taman hapetus—pelkistys-reaktion seurauksena vastaanotta-
jamolekyyli virittyy ja purkautuva viritystila voidaan havaita spektroskopisin
keinoin. Keskeisin kysymys mittauksissa ja niiden tulosten luotettavuudessa
liittyy varauksen siirtymismekanismiin ja sen kulkemaan reittiin.

Edella esitellyn Eleyn ja Spiveyn mittauksen jalkeen mittauksia ei juurikaan
tehty ennen 1980-luvun loppua, silld menetelmat eivat olleet kehittyneet tar-
peeksi eika riittdavaa teoreettista pohjaa varauksen siirtymistehokkuuden méa-
rittamiselle suurien biologisten molekyylien sisallad ja niiden valilla ollut. Ru-
dolph A. Marcuksen kehittdmé teoria elektronin siirtymisreaktioiden nopeuk-
sille vuodelta 1956 laajentui vuonna 1985 koskemaan myos juuri tallaisia jar-
jestelmié, mika loi kaivattua pohjaa myots DNA-mittauksille [4]. Tamén teo-
rian mukaan varauksen siirtymisen tehokkuudesta kertova siirtymisvakio kcp
on verrannollinen tekijaan e, missa d on elektronin luovuttaja- ja vastaanot-
tajamolekyylin vélinen etéisyys ja 8 on vakio, joka kertoo molekyylien elektro-
niorbitaalien kytkeytymisesta ja siten varauksenkuljettajien siirtymisen tehok-
kuudesta. Siten vakiolle ko7 saadaan yksinkertainen esitys

(3.1) kor = Ae P4

Teoreettisesti arvon [ arvioitiin olevan DNA-molekyylin tapauksessa vélilla
0,85 — 2,5 A=1 [5].

Eréas runsaasti epdsuoria DNA:n johtavuusmittauksia tehnyt ryhmé on Jacque-
line Bartonin tutkimusryhmé. Eras varhaisimmista mittauksista on jo vuodelta
1986 [6]. Siina he kayttivat elektronin luovuttaja- ja vastaanottajamolekyyleind
Ru(II)- ja Co(IlI)-komplekseja, jotka ovat kuvan mukaisia aromaattisten
typpiyhdisteiden ympéaroimia metalliradikaaleja. Rutenium-kompleksit toimi-
vat varauksen luovuttajina ja vastaavasti koboltti-kompleksit niiden vastaanot-
tajina. Ryhma paétyi kayttaméan juuri néitd komplekseja, silld niiden sitou-
tumista DNA-molekyyliin oli jo tutkittu [7]. Lisdksi koboltti-kompleksien oli
osoitettu sammuttavan rutenium-kompleksien fluoresenssin hyvin tehokkaasti
elektronin siirtymisen kautta.

Bartonin ryhméan kdyttdmé nayte sisélsi ihmisesta eristettyd dsDNA:ta ve-
sipohjaisessa liuoksessa (pH 7.2, 5 mM tris-puskuri ja 50 mM NaCl). Néissa
olosuhteissa dsDNA on pédasiassa B-muodossa. Tédhan liuokseen he sekoitti-
vat luovuttaja- ja vastaanottajakomplekseja. Naytetta eksitoitiin valolla, jonka
aallonpituus oli 450 nm, mikd vastaa Ru(II)-kompleksin absorbaatiospektrin
huippua. Vastaavasti koboltti-kompleksin emissiospektrin maksimi vastaa aal-
lonpituutta 600 nm, joten yksittaisfotonilaskentamenetelmallé tarkkailtiin tata
aallonpituutta ja saaduista spektreista voitiin maarittaa elektronien siirtymis-
tehokkuus.

Verrattuna kontrollindytteeseen, joka ei siséltdnyt DNA-molekyyleja, fluo-
resenssin elinajat pienenivat, mista voitiin péadtelli DNA:n avustavan elekt-
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Kuva 3.1. Kuvassa esitellyt metallikationi—fenyyli-kompleksit ovat esimerk-
kejd molekyyleistd, jotka sitoutuvat DNA-kaksoisjuosteeseen hyvin suurel-
la affiniteetilla. Lisdksi ne ovat fluoresoivia ja sopivasti valittujen komplek-
sien valilld tapahtuu elektronien siirtymistd luovuttajamolekyyliltd vastaa-
nottajalle eksitoitaessa vastaanottajamolekyyleja valolla, jonka aallonpituus
on sopiva. Kirjaimella M on merkitty metallikationia, jonka varauksen suu-
ruus on n. Varaus on positiivinen, koska negatiivinen varaus hylkisi niini-
kédn negatiivisesti varutunutta DNA-juostetta. Merkinnét I, IT ja III vastaavat
lyhenteissi kédytettyji merkintojia (I=bpy=bipyridiini, II=phen=fenantroliini
ja II=difenyylifenantroliini=DIP). Tutkimuksissa, joissa téllaisia molekyyleja
kaytetadn, tutkitaan itse asiassa elektroniaukon siirtymistd DNA-ketjun sisalla.
Léhde [6].

ronien siirtymisesséa luovuttajamolekyylilté vastaanottajamolekyylille. Elektro-
nien siirtymisnopeudet olivat noin kaksi kertaluokkaa suurempia kontrollinayt-
teeseen verrattuna. Kédytetyn mittausasetelman avulla ei voitu kuitenkaan suo-
raan paatelld elektronin siirtymismekanismia, vaan se jai tulevien tutkimusten
selvitettaviksi. Barton ryhmineen kuitenkin ehdotti, ettd makromolekyylien,
kuten DNA:n, pinnat voivat nopeuttaa molekyylien ja elektronien diffuusio-
ta. He spekuloivat myos, ettd ainakin osa varauksista voisi siirtyd dsDNA:n
m-sidosten vélilla tunneloitumalla, joten elektronien siirtymisnopeuksien kas-
vamiset saattoivat selittyd molempien mekanismien yhteisvaikutuksen avulla.
Tarkkaan ei nimittdin tiedetty, kuinka kéaytetyt metallikationikompleksit si-
toutuivat DNA-ketjuun, ja ei voitu sanoa, ettd pelkédt elektronit siirtyisivét
juostetta pitkin.

Vuoteen 1991 mennessé oli osoitettu Ru(II)-kompleksien sitoutuvan kah-
della ei-kovalenttisella tavalla DNA-ketjuun [§]. Yksinkertaisesti se voi adsorp-
toitua toisen ssDNA-juosteen pinnalle tai osittain sitoutua dsDNA:n sisdén
emasten m-sidosten véliin. Tata tietoa kéytettiin hyvéksi vuonna 1991 julkais-
tussa tutkimuksessa (G. Orellana, A. K. Mesmaeker, J. K. Barton & N. J. Tur-
ro), jonka tulokset olivat hyvin samankaltaisia verrattuna Bartonin ryhmén
aikaisempaan mittaukseen [8]. Lisdksi artikkelissa esitettiin analyyttinen tulos,
jonka mukaan elektronien siirtyminen ei voi selittyd ainakaan merkittéavissa
maérin molekyylien nopeammalla diffuusiolla DNA-kaksoisjuosteen ymparilla
tai sen sisallé, joten elektronin voitiin pédatella siirtyvan pitkin DNA-juostetta



tavalla tai toisella. Luovuttaja- ja vastaanottajamolekyylien vilisen etaisyyden
vaikutus elektronien siirtymisnopeuteen jai tulevien tutkimusten selvitettavik-
si.

A. Brun ja A. Harriman julkaisivat vuonna 1992 tutkimuksen, jossa tut-
kittiin etdisyyden vaikutusta elektronien siirtymisnopeuteen [9]. Mittauksissa
kyettiin erottamaan elektronin siirtyminen DNA:han sitoutuneiden molekyy-
lien valilla, joten vapaana olevat molekyylit voitiin jattda huomiotta. Varauksen
luovuttajamolekyyleind kiytettiin etidiumbromidia (EBY) ja akridiinijohdan-
naista (AO) sekéd vastaanottajamolekyylind N, N’-dimetyyli-2,7-diatsopyreeni
dikloridia (DAP*"). Niiden konsentraatiota séitelemélld voitiin saddelld dsDNA-
juosteeseen sidottujen molekyylien keskimaéraisté etédisyytta toisistaan. Etai-
syytta vaihdeltiin valilla 10 — 18 A.

Bartonin aikaisempia mittauksia vastaavin keinoin voitiin méarittaa elekt-
ronien siirtymisnopeus seka Marcuksen teorian mukainen parametri 8. Esimer-
kiksi etaisyydelld 10 A siirtymisnopeusvakioksi ko saatiin (1,3 £ 0,2) - 107 s~
Tutkimuksessa méaaritettiin myos vastakkaiseen suuntaan kulkeutuvien elekt-
ronien siirtymisvakio, joka oli (5,0 £0,8) 107 s7!. Kéyttien Marcuksen teo-
rian yhtaloa saatiin vakiolle 3 keskiméidriinen arvo (0,88 £ 0,08) A=, jo-
ka oli sopusoinnussa analyyttisesti arvioituun vaihteluvaliin. Taman vakion lu-
kuarvon kerrottiin vastaavan elektronin tunneloitumista emasparien kautta pa-
remmin kuin elektronin kulkeutumista juosteen rungon fosfaattiryhmien kaut-
ta. Joka tapauksessa tutkimuksessa osoitettiin, etté elektronin kulkeutuminen
DN A-matriksissa on mahdollista myds pitkilli (>10 A) matkoilla.

Vuonna 1993 C. J. Murphy tyéryhmineen teki mittauksen [10], joka saavutti
paljon huomiota. Varauksen luovuttajamolekyylina toimi Ru(phen)dep22+, jo-
ka on Ru(IT)-kompleksista johdettu korvaamalla yksi fenantroliiniryhma dipyri-
dofenatsiinilla. Vastaavasti vastaanottajamolekyylina toimi Ru(phedeppz)ZJr
molekyyli. Molekyylien sitotumiskohtaa DN A-kaksoisjuosteessa kyettiin kont-
rolloimaan ja ne saatiin sitoutumaan hyvin spesifisesti DNA-juosteen 5’-padhén.
Né&in pystyttiin tutkimaan elektronin siirtymisté yli 40 A matkan ylitse, mikéa
oli suurin sithen mennessa saavutettu etdisyys. Ryhméa kaytti 15 emaésparin
mittaisia dsDNA-helikseja. Liian pitkien juosteiden kéytto olisi johtanut sii-
hen, ettd samaan juosteeseen sidotut luovuttaja- ja vastaanottajamolekyylit
olisivat saattaneet padstd tormaéileméan toisiinsa juosteen taipumisen vuoksi.
15 emasparin ketju on kuitenkin tarpeeksi jaykké, jotta naita tormaéayksia ei
syntyisi.

Murphyn ryhmén mittauksen tulokset olivat yllattéavia. Fluoresenssin sam-
mumisen nopeusvakio ke oli luokkaa 10°-10™ s7! ja sovittamalla mittaustu-
loksiin Marcuksen teorian mukainen yht#lo saatiin vakion /3 ylarajaksi 0,2 A1
Néaytteella, jossa luovuttaja- ja vastaanottajamolekyylit ovat kovalenttisesti
kiinni toisissaan, paadytaan vastaavaan tulokseen, joten elektronin siirtymiste-
hokkuus DNA-heliksissa oli mittauksen mukaan huomattavan suuri. Téssa vai-
heessa oli my0s jo selvda se, ettd varauksen taytyi siirtyd nimenomaan DNA-
juosteen emésten muodostamien m-sidosten kautta tavalla tai toisella. Mittauk-
sen tulos herédtti mielenkiintoa monissa tutkijoissa, ja se kaynnisti aktiivisen
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Kuva 3.2. Kuvassa on esitetty Meggersin ym. tutkimuksessa [I3] vuodelta
1998 kiytetyt eméssekvenssit, joille varauksen siirtymisnopeusvakiot ko méa-
ritettiin. Suhteelliset siirtymisnopeudet on ilmoitettu kuvien alla. Kuten kuvis-
ta a-d huomataan, varauksen siirtymisnopeus radikaalisen G-eméskationin ja
GGG-yksikon valilld pienenee noin kertaluvun verran yhté vélissa olevaa AT-
emésparia kohden. Tilanne kuitenkin muuttuu, mikali yksi AT-pari korvataan
GC-parilla, mikd n&dhdédén sekvenssien e ja f nopeusvakioista. Rajoittava te-
kija siirtymisnopeudessa on siis ldhinnd AT-emésparien lukumééard hapettavan
ja hapettuvan molekyylin valilld eikd suoraan niiden vélinen etéisyys, joten
Marcuksen teoriaa ei voida suoraan soveltaa DNA-molekyylin varauksenkulje-
tuksen tapauksessa ottamatta huomioon sen eméssekvenssié.

kokeellisen ja teoreettisen tutkimuksen aiheen parissa.

Seuraavat mittaukset keskittyivat varauksen siirtymismekanismin yksityis-
kohtaisempaan tarkasteluun. Varsinkin emésjarjestyksen vaikutus juosteessa
alkoi osoittautua tulevien mittausten myota merkittaviksi tekijaksi. Esimer-
kiksi artkkelissa [I1] vuodelta 1996 tutkittiin emésjirjestyksen vaikutusta jo
alemmin tutkitussa mittausjarjestelyssa, jossa kdytettiin Rh(III)-vastaanotta-
jamolekyylid. Fluoresenssin sammumisnopeusvakio oli tuttua luokkaa 101 s71,
mutta emasjarjestyksella havaittiin olevan vaikutusta. Téméa oli merkki siité,
ettd DNA:n varauksenkuljetuskykyé ei voi késitella samalla tavalla kuin muis-
sa biomolekyyleissd, joten Marcuksen teoriaa ja varsinkaan sen vakiota (3 ei voi
suoraan kayttad kuvaamaan varauksen siirtymistehokkuutta.

Toisena esimerkkinéd emasjérjestyksen vaikutuksesta voisi ottaa Naturessa
vuonna 1996 julkaistun tutkimuksen [12], jossa valmistettiin DNA-molekyyli,
jonka toiseen paahén kovalenttisesti kiinnitettiin rhodium-kompleksi. Lisaksi
johonkin kohtaan ssDNA juostetta sijoitettiin GG-eméasdupletti, jota eroitta-
maan rhodium-kompleksista sijoitettiin vaihteleva maara AT-eméspareja. Tél-
laisessa jarjestelméssa eksitoituneen rhodium-kompleksin fotoelektroni hapet-
taa spesifisesti GG-dupletin 5’-paén G-eméksen, jolloin sithen muodostuu elekt-
roniaukko. Témé hapettuminen havaittiin jopa lahes 40 Am etéisyydelts, mi-
ka osoitti, etta etdinen molekyyli voi indusoida elektroniaukon muodostumisen.
Talld on merkitystd biologisissa jarjestelmissd. Ehkapa tarkedmpi huomio oli
kuitenkin, ettei rhodium-kompleksin ja GG-dupletin etédisyydelld ollut merki-
tystd hapettuneiden G-emésten maédraén.

Viimeistdan vuonna 1998 julkaistu tutkimus [I3] (E. Meggers ym.) osoitti
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sen, ettei varauksen kulkeutumista pitkin DNA-juostetta voitu kuvata Marcuk-
sen teorian vakiolla 8 samalla tavoin kuin muissa molekyylijarjestelmissa. Tut-
kimuksessa kaytettiin varauksen luovuttajamolekyylina G-radikaalikationia, jon-
ka paikkaa suhteessa GGG-emaéstriplettiin vaihdeltiin. Téallaisessa ketjussa ra-
dikaalikationi G™" hapettaa spesifisesti juuri GGG-tripletin eméksid. Hapettu-
neiden emasten méaara suhteessa radikaalikationeiden maéraan pystyttiin méa-
rittdmadn fluoresenssien intensiteetteja vertailemalla. Tésté pystyttiin madrit-
tdméaan varauksen siirtymisen nopeusvakio kor.

Kuvissa [3.2(a)f3.2(f)| on esitetty Meggersin tutkimuksessa kaytetyt emés-
sekvenssit ja niistd maaritetyt suhteelliset nopeusvakiot. Tapauksista a-d nah-
déén, ettd nopeusvakion arvo pienenee kertaluokan liséttéessa yksi TA-eméspari
G* -radikaalin ja GGG-tripletin viliin, joten Marcuksen vakion arvoksi voi-
daan maarittaa arvo 8 ~ 0,7 A=, Tilanne kuitenkin muuttuu tapauksissa e ja
f, joissa yksi TA-pari on korvattu GC-parilla. Vaikka varauksen luovuttaja- ja
vastaanottajamolekyylin etédisyys oli vahintadn neljan eméaksen verran, vasta-
si varauksen siirtymisen tehokkuus kuvassa b esitettya tilannetta, jossa niiden
valilla oli vain kaksi TA-paria. Lisdksi vaikka radikaalin ja GGG-tripletin vélil-
le syntetisoitiin 15 eméksen ketju, varauksen siirtymisen intentiseetin méaarasi
péddasiassa pisimmaéan yhtendisen AT-eméssekvenssin pituus. Tuloksien perus-
teella elektroni siis siirtyy vain G-emésten valilld jattden muut emékset véaliin.
Kokonaisuutena varauksenkuljetusprosessia voidaan kuvata siis monivaiheise-
na "hyppimisprosessina”. Mekanismi voidaan selittda G-emasten alhaisimmal-
la hapettumispotentiaalilla, joten muiden emésten hapettumisen aikaskaala on
litan pitké, jotta hapettumista tapahtuisi muilla kuin G-emaéksilla.

S. Kelley ja J. K. Barton suorittivat vuonna 1999 julkaistuun artikkeliin [14]
hyvin samankaltaisia mittauksia verrattuna edella esiteltyyn Meggersin ym.
tutkimukseen. Varauksen vastaanottajamolekyylind toimi modifoitu fluoresoi-
va G-emas, joka oli sijoitettu vaihteleville etaisyyksille elektronin vastaanotta-
jamolekyylistd. Etaisyyttd muokattiin lisidmaélla AT-eméspareja juosteeseen.
Hapettuva molekyyli oli kovalenttisesti hiilivetyketjun valityksella DNA-ketjun
padahan kiinnitetty etidium-molekyyli, joka interkaloitui spesifisesti péddasias-
sa toisen ja kolmannen eméksen véliin lukien DNA-ketjun péastd. Mittauk-
set suoritettiin kuitenkin yksittaisfotonilaskennan keinoin, joten tutkimuksessa
saatiin tietoa myos varauksen siirtymisen absoluuttisesta aikaskaalasta. Vaihte-
lemalla mittauksien aikaskaalaa voitiin varauksen siirtymista kuvata kahdella
aikavakiolla 5 ps ja 75 ps, jotka olivat riippumattomia etéisyydesta, jota vaih-
deltiin vélilld 10 — 17 A. Sen sijaan varauksen siirtymisen tehokkuus riippui
etédisyydesta voimakkaasti, miké oli siis osoitettu jo aikaisemmissa tutkimuk-
sissa. Tulosten perusteella ryhma vaitti nopeamman aikavakion kertovan suo-
raan varauksen siirtymisen nopeudesta kun taas hitaampi aikavakion liittyisi
etidium-molekyylin elektronin vastaanottamiseen sopivan konfiguraation etsi-
miseen. Tamé tuki késitysta siitd, ettd varaus hyppii juuri G-emésten vélilla
tunneloituen muiden emésten lavitse.

Téssé vaiheessa oli siis yleisesti hyviksytty, ettd varaus kulkeutuu DNA-
juostetta pitkin ns. "G-hyppy”-prosessin kautta. Tamaé ei selittdnyt kuitenkaan
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Kuva 3.3. Kuvassa on esitetty Giesen ym. vuodelta 2001 olevat tulokset artik-
kelista [10], jossa varauksen vastaanottaja- ja luovuttajaeméiksen vélille synte-
tisoitiin 1-16 AT-emésparia dsDNA-ketjuun. Kun G-emésten vililld on 1-3 AT-
paria, varauksen siirtymista voidaan kuvata tunneloitumisreaktiona AT-parien
lavitse. Pidemmilla vélimatkoilla varaus kulkee puolestaan ns. termisesti in-
dusoitujen A-hyppyjen kautta. Kuvaajassa y-akselin arvo kuvaa hapettuneiden
vastaanottavien G-emésten miirian suhdetta GT -radikaaleihin.

taydellisesti kaikkia tuloksia, silléd teorian mukaan havaittavaa hapettumisreak-
tiota ei pitdisi tapahtua, mikali G-emésten valilli on useita AT-eméspareja.
Tunneloitumisen todennakoéisyys pienenee nimittdin eksponentiaalisesti etéi-
syyden funktiona. Esimerkiksi artikkelissa [I5] (Williams, Odon & Barton,
2000) kuitenkin todetaan, ettd hapettumista ja siten varauksen siirtymisté ta-
pahtuu ainakin 10 AT-parin paahén ketjussa. Lisdksi hapettumisen tehokkuu-
den naytettiin riippuvan vain vihan vélilla olevien AT-parien maérastéa, joten
varauksen siirtymisessa voitiin olettaa olevan toinenkin mekanismi G-hyppyjen
lisaksi.

Varauksen siirtymisemekanismia AT-parien lavitse tarkasteltiin systemaat-
tisesti esimerkiksi tutkimuksessa [16], jossa todettiin G-hyppyjen tapahtuvan
vain G-emésten valilld, joiden valilld ei ollut enempéaéd kuin kolme AT-paria.
Mikali AT-parien méaara oli nelja tai suurempi, varauksen kulkeutumista kuva-
si paremmin malli, jossa myods A-emékset osallistuvan varauksenkuljetukseen.
Tamaé selittyy eri reaktioden aikaskaaloja vertaamalla. A-emékset voivat ni-
mittdin myos hapettua merkittavésti, mikéli G-hyppy-reaktion aikavakio ylit-
tad A-emaksen hapettumisreaktion aikavakion. Kuvasta [3.3] jossa on esitetty
Giesen ym. tutkimuksen tulokset, nahdéan paaasiallisen varauksenkuljetusme-
kanismin muuttuvan kolmannen AT-parin lisdyksen jalkeen. Lisdksi varauksen
siirtymistehokkuus ei juurikaan vaihdellut AT-parien lukumééréin funktiona.
Varauksen voitiin siis sanoa kulkeutuvan AT-parien kautta jokaisen A-eméksen
hapettuessa vuorotellen.

Tutkimuksessa [17] (Takada ym., 2004) kyettiin varauksen siirtymisen luon-
netta seuraamaan entisti tarkemmin yli 100 A:n matkalta. Syntetisoidun DNA-
molekyylin 5-paihin liitettiin elektroniaukon luovuttajamolekyyliksi naftaali-
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Kuva 3.4. Kuvassa a on esitetty tutkimuksen [18] hapettuneiden G-emésten
suhteellinen méaara varauksen luovuttajamolekyylien maardan verrattuna. Ku-
vaajan mittauspisteet vastaavat kolmesta erillisestd mittauksesta laskettuja kes-
kiarvoja sekvenssille ApAAAG. Kuten kuvaajan kayttaytymisestd huomataan,
varauksen siirtymistehokkuus kasvaa tasaisesti lampdtilaan 60 °C saakka, mi-
ké kertoo A-hyppyjen roolista DNA-ketjun varauksenkuljetuksessa. Kuvassa b
on puolestaan esitetty varauksen kulkeutumisen etéisyysriippuvuus lampétila-
valilla 0 — 55 °C. Y-akselille on laskettu mittauksista arvo In[®; /P — 1], missi
arvot @ ovat fluoresenssin intensitetteja. Varauksen kulkeutumisen tehokkuus
vaihtelee noin 10 A vilein, miké vastaa noin 3 emiksen pituutta. Tamén tu-
loksen perusteella varauksenkuljetuksen etéisyysriippuvuus on huomattavasti
monimutkaisempi kuin aiemmin oli ajateltu.

imidi-molekyyli (NI) ja vastaavasti vastaanottajamolekyyliksi fenotiatsiini-mo-
lekyyli (PTZ). Syntetisoitu dsDNA-molekyyli oli muotoa NI-A4-(GT),-PTZ,
eli elektroniaukko joutui kulkeutumaan aluksi kuuden A-eméksen kautta péas-
tdkseen ldhimmaélle G-emiékselle. Elektroniaukko ajautui oletettavasti PTZ-
molekyylille G-hyppyjen kautta. GT-jaksojen madraa vaihdeltiin valilla 2—-12
ja tutkimukset suoritettiin myos ketjuilla, joissa GT-jaksot oli vaihdettu GA-
jaksoihin.

DNA-kejtun alussa olleiden kuuden A-eméksen tarkoituksena oli varauk-
sen siirtymisen aikaskaalan pidentaminen. Syntetisoidussa ketjussa elektroniau-
kon kulkeutuminen tapahtui aikaskaalalla mikrosekunneista millisekuntiin, mi-
ka mahdollisti varauksen siirtymisen seuraamisen absorptiospektroskopian kei-
noin. Riippuen GA- ja GT- jaksojen pituudesta, varauksen siirtymisen nopeus-
vakiot olivat valilld 1,2-10* —5,7-107 s7'. Nopeusvakion etdisyysriippuvuus
vastasi mallia, jossa varaus kulkeutuu satunnaiskédvelyn tavoin NI-molekyylia
ldhinné olevalta G-emékseltd PTZ-molekyylille. Liséksi tutkimuksessa havait-
tiin, etta juosteen sisaltdessd GA-jaksoja varauksen siirtymisnopeus oli noin 50
kertaa suurempi kuin GT-jaksoja sisiltévissa juosteessa.

Tutkimuksessa [18] (O’Neill & Barton, 2004) tarkasteltiin erityisesti varauk-
sen kulkeutumista A-hyppyjen vélitykselld. Ensimmaéista kertaa myos varauk-
sen kulkeutumisen lampétilariippuvuutta tutkittiin. Tutkittava DNA-sekvenssi
oli muotoa Ap(A), G, missd n = 0-9 ja Ap-molekyyli oli fluoresoiva 2-aminopyriini,
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jonka fluoresenssin sammuttajana toimi G-emas. Lampotilaa vaihdeltiin valilla
~ 10 — 80 °C. Varauksen siirtymisen tehokkuudesta kertova kuvaaja mittaus-
ten tuloksista erdalld tutkimuksessa kaytetylla sekvenssilla on esitetty kuvassa
. Kuten huomataan, tehokkuus kasvaa tasaisesti lampotilaa nostettaes-
sa alle 60 °C:n lampdétiloilla. Tamén rajan yli mentéessé tehokkuus romahtaa,
silli dsDNA:n juosteet erkaantuvat toisistaan. Lampotilariippuvuus osoittaa
termisesti aktivoituvien A-hyppyjen roolin varauksen kulkeutumisessa DNA-
juostetta pitkin. Téma ei kuitenkaan ollut tutkimuksen pédasiallinen tulos.

Kuvaajassa on esitetty O’Neillin ja Bartonin tutkimuksen tulokset,
jotka herattiviat eniten huomiota. Kuten kuvaajan kayttdytymisestd huoma-
taan, varauksen siirtymistehokkuudessa havaitaan jaksollisuutta noin kolmen
A-emiksen vélein kaikilla alle 60 °C:n lampétiloilla. Tietyt A-jaksojen pituu-
det toimivat siis paremmin varauksenkuljetuksessa kuin muut, joten DNA-
juosteen emaksia ei voida yksinkertaisesti tarkastella yksittaisind molekyylei-
nd, vaan varauksenkuljetuksen tehokkuuteen vaikuttaa emasten muodostaman
m—m-kasauman kokonaisuus. Jokainen emés vaikuttaa muiden emésten konfigu-
raatioon, joten on ymmarrettavaa, etta tietyt emésten lukumaériat muodosta-
vat varauksenkuljetuksen kannalta tehokkaamman kokonaisuuden kuin muut.

Tahén mennessa suorien mittausten menetelmét olivat kehittyneet tarpeek-
si, jotta mittauksia koskien DNA-molekyylin tasavirtajohtavuutta voitiin suo-
rittaa. Epédsuorat mittaukset olivat kuitenkin osoittaneet, ettd varauksenkulje-
tus pitkienkin matkojen vélilla DN A-molekyylissa oli mahdollista. Lisédksi mit-
taukset olivat toisaalta vastanneet moniin johtavuuden parantamista koskeviin
kysymyksiin DNA-juosteessa ja toisaalta herdttdneet kysymyksid varauksen
siirtymisen mekanismeista. Tutkimusten tulokset voivat auttaa mm. ymmarta-
méaén, kuinka solun DNA-korjaus- ja muokkausmekanismit seké niihin liittyvét
proteiinit tarkalleen toimivat.

3.2 Suorat mittaukset

Suorat DNA-molekyylin séhkonjohtavuusmittaukset ovat padasiassa teknisesti
huomattavasti vaikeampia toteuttaa kuin epasuorat mittaukset. Ehképa suu-
rimmat epavarmuustekijat liittyvat elektrodien ja molekyylin vélisiin liitoksiin.
Lisdksi DNA-molekyylin ympériston olosuhteet vaikuttavat huomattavasti.
Erez Braun tyoryhmineen kéynnisti vuonna 1998 suorat sahkonjohtavuus-
mittaukset tutkimuksella [19], jossa kéytettiin DNA-juosteita nanojohtimien
valmistamiseen, vaikkakaan tutkimuksen tarkoituksena ei ollut mitata itse DNA-
molekyylin johtavuutta. 12 eméksesta koostuvat oligonukleotidit, joiden 3’-
pdahén oli modifoitu disulfaattiryhmaé, kiinnitettiin kultaelektrodeihin rikki—
kulta-sidoksin. Elektrodit olivat valmistettu siten, etta niiden vélinen etaisyys
oli 12-16 um. Elektrodit yhdistettiin tdman jilkeen yksijuosteisella DNA:lla,
jonka molemmissa péissa oli oligonukleotideja vastaavat komplementaariset
eméssekvenssit. Taméan juosteen ympaérille tuotiin hopeananopartikkeleita, jot-
ka kiinnittyivéit juosteeseen muodostaen johtimen kultaelektrodien vélille. Sah-
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Kuva 3.5. Kuvassa on esitetty Hans-Werner Finkin ja Christian Schonenber-
gerin tutkimuksessa vuodelta 1999 kdytetty mittausjirjestely [21I]. Kyseessé on
alhaisen energian pistelihde-elektronimikroskooppi (LEEPS). DNA-molekyylit
levitetadn kuvassa c esitellynlaiselle alustalle, jossa on halkaisijaltaan 2 pm ole-
via reikid. Alusta DNA-ketjuineen asetetaan nollapotentiaaliin kun taas poten-
tiaalissa U, oleva kéarki pyritdén asettamaan DNA-ketjulle siten, ettei se koske-
ta alustaan. DNA-ketjun kautta menevd virta voidaan niin mitata jénnitteen
U,, funktiona. Jannitteelld U, synnytetty elektronisuihku siroaa reidssé olevista
molekyyleisté ja karjestd luoden korkearesoluutioisen kuvan ilmaisimelle.

konjohtavuusmittaukset osoittivat, ettd télla tavalla DNA:n itsejarjestayty-
vyysominaisuuksia pystytadan kéyttamaan hyvaksi nanoteknologiassa, joskaan
sahkonjohtavuus ei ollut aivan sitd, mita odotettiin. Kontrollimittauksena tyo-
ryhmad suoritti mittauksen pelkalld DNA:lla, jonka ympérille ei ollut kiinnitetty
hopeapartikkeleita. Resistanssi oli 10!3 Q, joten tamén perusteella DNAm voi-
tiin sanoa olevan eriste mutta on huomioitava, etta kyseessé oli ssDNA-juoste.

Samana vuonna Okahata ym. [20] raportoivat mittauksesta, jossa he kaytti-
vit lohesta eristettyja DNA-juosteita, joiden Na*-vastaionit oli korvattu orgaa-
nisilla TTA-ioneilla. Juosteista he valmistivat erddnlaisen joustavan ja ohuen
DNA-kalvon, jossa juosteet osoittivat samaan suuntaan. DNA-ketjut olivat ver-
rattaen pitkia, noin 2000 emésparin pituisia. Ominaisvastukseksi saatiin téllai-
selle kalvolle 10° Qcm, kun molekyylien suunta oli elektrodien suuntainen, ja
10° Qcm, kun ketjut oli asetettu kohtisuoraan elektrodeihin nidhden. Lisdksi
mittausympériston paineella ei havaittu olevan vaikutusta tuloksiin. DNA:n
johtavuus oli siis tamén perusteella hyvan puolijohteen luokkaa. Huomatta-
vaa kuitenkin on, ettd yksittdiset DNA-ketjut olivat lyhyempid kuin metal-
lielektrodien valinen etéisyys, joten varaustenkuljettajien ajateltiin hyppivin
molekyylilta toiselle. Myohemmassa tutkimuksessa ryhmé kaytti samaa mit-
tausjarjestelyd mutta kaytti pidempid DNA-ketjuja, mista kerrotaan enemmén
edellé.

Seuraavana vuonna Fink ym. [21] julkaisivat tutkimuksen, jonka perusteella
he vaittivit DNA:n olevan verrattaen hyvéa johde, mika herétti paljon keskus-
telua. Kuvassa [3.5| on esitetty heiddn kdyttdama mittausjéirjestely. Kyseessa on
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modifoitu LEEPS (Low energy electron point-source) -mikroskooppi, jolla pys-
tyttiin madrittdmadn noin 600 — 900 nm pitkien DNA-ketjujen johtavuuksia.
Tutkittava niyte oli eristetty bakteriofagin genomista ja se koostui kaksijuostei-
sesta DNA:sta satunnaisin emaésjérjestyksin. Néaytealusta, johon DNA-liuosta
laitettiin, oli paallystetty kultakerroksella. Lisaksi kaikki séhkonjohtavuusmit-
taukset tehtiin hyvin pienessé paineessa 10~7 mbar.

Virta kayttaytyi jannitteen funktiona varsin lineaarisesti vélilla +20 mV,
minké ulkopuolella virta kiayttiaytyi epamadraisemmin. Vastukseksi 600 nm pit-
kalle DNA-ketjulle saatiin noin 2,5 M2 ja 900 nm pitkalle ketjulle 3,3 M.
Ominaisvastus ndiden mittausten perusteella oli siis suuruusluokkaa 1 mQcm
olettaen DN A-ketju halkaisijaltaan 2 nm olevaksi sylinteriksi. Nama olivat luon-
nollisesti yldarajoja DNA-ketjujen vastuksille, silld kahden kontaktipisteen re-
sistanssit on otettava huomioon. Naiden resistanssien suuruusluokkaa ei kui-
tenkaan pystytty luonnollisesti maarittamadn. Huomioitavaa myos on, etta va-
littomasti, kun Tungsten-karki irrotettiin DNA-ketjusta, virran arvo tipahti
nollaan. Tamé& osoitti sen, ettd virta todella kulki DNA-ketjun kautta. Lisék-
si vaikka kuvaukseen kaytetty elektronisuihku sammutettiin, virran kayttéy-
tyminen pysyi samana, joten matalaenerginen elektronisuihku ei vaikuttanut
tyoryhmén mielesta itse mittauksiin.

Koska mittaukset tehtiin tyhjiossé, ioninen sahkonjohtavuus ei voinut selit-
tda tuloksia, silla kaytannossé kaikki vesi DNA-ketjun ymparilta oli haihtunut.
Tamaé tosin tarkoitti sita, ettd dsDNA ei ollut normaalissa B-muodossa vaan
luultavasti pddasiassa A-muodossa. Muiden DNA-ketjun ympérille mahdolli-
sesti sitoutuneiden tuntemattomien molekyylien osuutta sdhkoénjohtavuuteen
ei luonnollisestikaan pystytty sulkemaan pois. Esimerkiksi molekyylien vibraa-
tiotiloilla sanottiin voivan olla jotain osuutta johtavuuteen, joten lisamittauksia
tarvittiin ja varsinkin johtavuuden lampotilariippuvuutta tuli tutkia.

Finkin ja Schonenbergerin mittaustulokset joutuivat luonnollisesti tarkas-
telun kohteeksi ja jo seuraavana vuonna osoitettiin, ettd matalaenerginen elekt-
ronisuihku todellakin vaikutti tuloksiin merkittavésti, joten kdytetty LEEPS-
mittausjéarjestely ei ollut sopiva sahkoénjohtavuusmittauksiin. De Pablo ym.
esittivat artikkelissaan [22] vuodelta 2000 seké laskennallisia etta kokeellisia tu-
loksia A-DNA-ketjun johtavuudesta ja tulivat lopputulokseen, ettd DNA toimii
erittdin hyvana eristeend. He kayttivat kokeellisissa mittauksissa tekniikkaa,
jossa DNA-liuos levitetaén kiillesirulle, minké jélkeen sirulle héyrystetdan kul-
taelektrodi. DN A-ketjut, jotka olivat kontaktissa elektrodiin, etsittiin atomivoi-
mamikroskoopilla. Itse johtavuusmittaukset pystyttiin tekemadn kayttamalla
kultapéaallysteista AFM-karkeé ja vaihtelemalla sen jannitettd kultaelektrodiin
néhden. Mittausjérjestely on esitetty kuvassa [3.6]

De Pablo ym. olivat tehneet vastaavanlaisia sahkonjohtavuusmittauksia jo
aikaisemmin hiilinanoputkille [23]. Nédiden mittausten antama tulos vastuksel-
le oli luokkaa (0,5-10) - 10* €, joten tdmén perusteella tekniikan voitiin sanoa
toimivan odotetunlaisesti. DNA-molekyylien tapauksessa elektrodin ja AFM-
karjen vélilla mennyt virta oli joka kerralla kuitenkin niin pieni, etta sita ei
pystytty mittaamaan. Tasté tehtiin johtopaitos, ettd molekyylin vastus oli vé-
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Kuva 3.6. Kuvassa on esitetty vuonna 2000 de Pablon ym. [22] kiyttdma
mittausjarjestely. Kiillesirulle levitettiin A-DNA-liuosta, minké jélkeen siru kui-
vattiin yliméaraisestd kosteudesta. Lopuksi sirulle hoyrystettin kultaelektrodi.
Kullalla paallystetty SFM-kérki saatettiin kontaktiin DNA-molekyylin, mika
mahdollisti sihkonjohtavuusmittauksien tekemisen yksittaiselle DNA-ketjulle.

hintéén suuruusluokkaa 102 € ja vastaavasti ominaisvastus p ~ 10° Qcm, kun
mittaustarkkuudet otettiin huomioon. Tilanne kuitenkin muuttui, kun ennen
sahkonjohtavuusmittausta ndyte altistettiin energialtaan alhaiselle (100 eV) elekt-
ronisuihkulle tyhjiosséd. Noin kymmenen minuutin jélkeen vastus oli pudonnut
luokkaan 2-10% Q, joten selkedsti elektronisuihku aiheutti muutoksia DNA-
ketjun rakenteeseen tai vaihtoehtoisesti DN A-ketjun ymparille kerdantynyt kon-
taminaatiokerros oli pdaasiallinen siéhkonjohtavuuden aiheuttaja.

Eras epavarmuustekiji de Pablon ym. mittauksissa liittyy kontaktipintoi-
hin. Koska elektrodit hoyrystettiiin suoraan DN A-ketjujen péélle, on mahdollis-
ta, etta tamaé olisi saattanut aiheuttaa molekyylin sisdiseen rakenteeseen muu-
toksia. Taméan mahdollisuus kyettiin kuitenkin osoittamaan pieneksi, silla hoy-
rystysprosessissa naytteen lampotila ei noussut korkeammaksi kuin 310 K, mi-
k& on ds-DNA-ketjun hajoamislampotilaa alhaisempi. Vaikutusta voi olla myos
silld, ettd DNA-ketjut olivat suorassa kontaktissa kiillesirun kanssa, mika on
luultavasti vaikuttanut niiden rakenteeseen oleellisestikin.

Tassé vaiheessa tulokset olivat olleet niin ristiriitaisia, ettd tarkempia tie-
toja koskien varauksen siirtymismekanismia DNA-ketjussa tarvittiin. Porath
ym. julkaisivat vuonna 2000 tutkimuksen [24], jossa tarkasteltiin yksittais-
ten poly(dG) - poly(dC)-dsDNA-molekyylien johtavuutta seké ilmakehéssa etta
10 bar paineessa. Kuten edellisesséi kappaleessa todettiin, taméa emassek-
venssi oli osoittautunut niin kokeellisesti kuin teoreettisesti sahkonjohtavuuden
kannalta lupaavimmaksi sekvenssiksi. Yksittaiset molekyylit he vangitsivat pla-
tinaelektrodien, joiden vélilla oli 8 nm aukko, valiin kdyttaen 5 V:n jannitetta
elektrodien valilla. Mittausjéarjestely ja yhteenveto tuloksista on esitetty ku-
vassa 3.7 Mittausten jalkeen néytteet kasiteltiin DNA-katkaisuentsyymilld ja
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Kuva 3.7. Kuvassa on esitetty vuonna 2000 Porath ym. kidyttadma mittausjar-
jestely, jossa kahden platinaelektrodin véliin vangittiin elektrostaattisesti yk-
sittdisid kaksijuosteisia ja jaksollisia poly(dG) - poly(dC)-molekyyleji. Etuvas-
tuksena mittauksissa kaytettiin 2 G2 vastusta.

maéaritettiin séhkonjohtavuus uudelleen, milld voitiin varmistua, ettd mitattu
sdhkonjohtavuus on peréisin juuri vangitusta DNA-molekyylista.

Porathin ym. mittausten tulosten perusteella jaksollinen dG - dC-DNA-kak-
soisjuoste toimi siéhkoneristeend molemmissa tutkimuksessa kaytetyissa ympa-
ristoisséa selvin ~ 2 V:n suuruisen janniteaukon perusteella. Liséksi he tarkas-
telivat johtavuuden lampdotilariippuvuutta huoneenlédmpaotilan ja 4 K:n valilla.
Naita tuloksia kasiteltiin kolmen eri johtavuusmekanismin valossa. Ensimmaéi-
sen mallin mukaan elektroni tunneloituu yhden energiavallin lavitse, toisen mu-
kaan elektroni joutuu tunneloitumaan usean perdakkéisen pienemmén potenti-
aalivallin lavitse ja kolmannen mallin mukaan elektronit kulkeutuvat yksittais-
ten monomeerien muodostaman yhteisen johtavuusvyon kautta, joista viimek-
si mainittu sopi saatuihin tuloksiin parhaiten. Mallin mukaan DNA-juosteen
emésten m-orbitaalit limittyvat niin, etta elektronit ovat delokalisoituneet koko
ketjun matkalle. DNA-molekyylin ja elektrodin vélistd kontaktia tutkimuksessa
kuvattiin yksinkertaisena potentiaalivallina.

Ristiriitaisille tulosten takia myts DNA:n ymparistoon alettiin kiinnitta-
méén entistd enemméan huomiota. Esimerkiksi Storm ym. [25] kédyttivat kah-
ta eri substraattia, piidioksidia ja kiilletta, ja tutkivat dsDNA-kaksoisketjun
pituuden vaikutusta vastukseen. Tassakin mittauksessa kaytettiin jaksollista
poly(dG) - poly(dC)-sekvenssia ja lisédksi satunnaista \-DNA-sekvenssid. Sub-
straatille hoyrystettiin aluksi 40 — 500 nm etéisyydella toisistaan olevia elekt-
rodeja. DN A-juosteet olivat muokattuja siten, etté niiden péissé oli tioli-ryhmét
(—SH), sillé niin ne saatiin kiinnittyméaan kemiallisesti platina- ja kultaelekt-
rodeihin. Kaikki mittaukset suoritettiin huonelampotilassa ja ilmakehén pai-
neessa, ja tulosten perusteella molempien sekvenssien vastukset olivat suuruus-
luokkaa 10 TS?, joten ne kiyttaytyivat sihkoneristeen tavoin ja johtavuusvyoté
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Kuva 3.8. Kuvassa on esitetty Nakayaman ym. [26] mittaustulokset vuodelta
2001. Tutkimuksessa valmistettiin kaksi erilaista DNA-kalvoa, joiden tekemi-
seen oli kdytetty seké pitkid (30000 emésparia) ettd lyhyitd (500 emésparia)
dsDNA-ketjuja. Lyhyet ketjut eivit yltdneet yhdistdméan kahta metallielekt-
rodia. Kuvassa a on esitetty tulokset impedanssimittauksista kolmessa eri lam-
potilassa. Kuten huomataan, pitkisté ketjuista valmistetulla kalvolla impedans-
silla lampétilariippuvuutta ei juurikaan ole kun taas lyhyiden ketjujen tapauk-
sessa riippuvuus on huomattava. Kuvassa b johtavuus on esitetty lampdotilan
funktiona.

emésten vililla ei néissa olosuhteissa muodostunut.

Téssé vaiheessa Okahata ym. toistivat edelld mainitun mittauksen [20]
DNA-kalvoilla kdyttéaen télla kertaa sekd huomattavasti pidempié (30 000 emés-
paria) etta lyhyempié (500 emésparia) dsDNA-ketjuja [26]. Ajatuksena oli, etta
pidemmat kejtut olisivat tarpeeksi pitkia yltadkseen yhdistdmaan metallielekt-
rodit. Myos johtavuuden impedanssimittausten lampotilariippuvuutta tarkas-
teltiin kayttaen taajuuksia 10 Hz—10 MHz ja nama tulokset on esitetty kuvissa
13.8(a)| ja [3.8(b)l

Tulosten perusteella molekyylien suuntainen resistiivisyys pitkien DNA-
ketjujen tapauksessa oli luokkaa 103 Qcm ja impedanssin lampétilariippuvuus
oli hyvin pieni lampotilavéililla 20 — 60 °C. Kalvolla, jonka tekemiseen oli kay-
tetty lyhyempid DNA-ketjuja, vastaava resistiivisyys oli 106 Qcm. Lisdksi impe-
danssi riippui voimakkaasti lampotilasta, mika viittasi sahkonjohtavuuden ole-
van peréaisin ldhinné ionisesta johtavuudesta, jossa varauksenkuljettajina toimii
DNA-néytteiden liuoksessa olevat vastaionit. Siten edellé esitettyjen mittaus-
ten tulos selittyy juurikin ionisella johtavuudella. Toisaalta huomattavan suuri
johtavuus pitkienkin DNA-ketjujen tapauksessa saattoi selittyd DNA-ketjujen
ymparille kasautuneiden vastinionien liikkeista. Kuitenkin lammitettaesséa nay-
tettd johtavuus romahtaa selvéisti laimpdétilan ~ 70 °C:n kohdalla ja vieldpa pa-
lautuu ennalleen viilennyksessé, joten elektrodien valilla olevilla DN A-ketjuilla
oli selvasti vaikutusta johtavuuteen.

DNA-puskuriliuoksen koostumuksen vaikutusta ryhdyttiin tutkimaan ja Zhang
ym. raportoivat vuonna 2002 [27] aikaisemmissa mittauksissa yleisesti kéyte-
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tyn TE-puskurin (10 M Tris-HCI, ImM EDTA, NaCl) vaikuttavan siahkénjohta-
vuuteen jonkin verran. He mittasivat tioli-A-DNA:n sdhkonjohtavuutta kultae-
lektrodeilla, joiden vélinen vélimatka oli 4 pm. Erona aikaisempiin tutkimuk-
siin he kayttivit 5mM ammonium-asetaatti-liuosta huuhtelemaan néytteesta
pois jaanteet TE-puskurista. Varsinaiset mittaukset suoritettiin tyhjiossa (=
10719 bar). Havaittavaa virta—jannite-kiyttaytymistd ei havaittu 10 pA:n mit-
taustarkkuuden rajoissa, kun taas kontrollindytteelld, joka ei sisidltanyt DNA-
juosteita ja jota ei oltu késitelty ammonium-asetaatilla, (I,V)-kédyréissa havait-
tiin hystereesié ja 50 pA:n virta kulki jannitteella 10 V. Puskuriliuoksen suo-
lajaanteiden voitiin siis sanoa muodostavan johtavan reitin elektrodien vélille
vaikka mittaukset tehtaisiinkin tyhjiossa. Toki johtavuus ei ollut iso ja ei voitu
sanoa, etteikd ammonium—asetaatti-kasittely olisi vaikuttanut DNA-juosteen
rakenteeseen tai sen muodostamiin kontakteihin elektrodien kanssa.

Myo6s ympéaroivan ilmankosteuden vaikutusta tutkittiin ja esimerkiksi vuon-
na 2005 julkaistu tutkimus [28] (Terawaki ym.) osoitti, ettd kosteus vaikutti
tuloksiin merkittavasti ainakin heidan kayttamallaan mittausmenetelmélla. He
valmistivat poly(dG) - poly(dC)-juosteista kiillepinnalle verkkomaisia rakentei-
ta, joiden padlle hoyrystettiin kultaelektrodi. DN A-rakenteiden johtavuus méaéa-
ritettiin mittaamalla virtaa AFM-karjen ja elektrodin valilla eri kosteusolosuh-
teissa, kun kérjen ja elektrodin vélinen matka oli noin 100 nm. Suhteellisen
ilmankosteuden ollessa 0 % johtavuus oli samaa luokkaa kuin kontrollindyt-
teella, jossa ei ollut DNA-rakenteita. Ilmankosteuden ollessa puolestaan 60 %
DNA-verkkojen johtavuus oli noin 50 % suurempi kuin pelkén kiillepinnan joh-
tavuus, minka voitiin tulkita tarkoittavan sita, ettd vesimolekyylien adsorptio
DNA-molekyylien ympaérille loi ionisesti johtavan kanavan.

Tahén mennessa kaikki esitellyt suorat mittaukset oli tehty kuivattamal-
la DNA-ndytteen puskuriliuos pois ennen sidhkoénjohtavuusmittauksia. Taméa
toi mukanaan huomattavan maéardn epavarmuustekijoita, silla kuten todet-
tua, DNA-molekyylin rakenne riippuu hyvin suuresti ympariston olosuhteis-
ta. Ulkoiset tekijat kuten molekyylin ymparille adsorptoituneet vesimolekyy-
lit ja kontaminaatiopartikkelit seka puskuriliuoksen jaanteet substraatilla ja
DNA-ketjun ympérilla olivat osoittautuneet todennakoisimmiksi péadasiallisik-
si varausten johtamiskanaviksi myos niissd mittauksissa, missé DNA oli todet-
tu ainakin jollain tasolla johtavaksi. My6s kontaktipinnat DNA-molekyylien ja
elektrodien valilla eivat valttamatta olleet taydellisia useissa mittauksissa ja
tdméan vaikutusta voitiin vain arvailla. Yleisesti oli kuitenkin hyvaksytty téssa
vaiheessa, ettd satunnainen A-DNA toimi eristeend ja jatkossa toiveet DNA-
molekyylin kdyttamisesta siéhkonjohtimena kohdistuivatkin erilaisiin eméssek-
vensseihin ja niiden mahdollisesti erilaisiin johtavuusmekanismeihin.

Xun ym. [29] vuonna 2004 julkaistussa tutkimuksessa eliminoitiin seké
DNA-molekyylin eri konformaatioiden ettéd kontaktipintojen epaméariisyyk-
sien vaikutukset sahkonjohtavuuteen. Kaikki mittaukset tehtiin puskuriliuok-
sessa, joten voitiin olla varmoja, ettd suurin osa dsDNA-ketjuista esiintyi natii-
vissa B-konformaatiossa. Mittausjarjestely on esitetty kuvassa . Toisena
elektrodina toimi piisubstraatille hoyrystetty kultaelektrodi, minka péaalle ti-
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Kuva 3.9. Kuvassa a on esitetty mittausjarjestely, jota kiytettiin tutkimuk-
sessa [29] (Xu ym. 2004). Piisirulle hdyrystetyn kultaelektrodin péélle tiputet-
tiin tiolimuokattuja dsDNA-juosteita sisdltdvaéd liuosta, minké jalkeen kulta-
paallysteinen AFM-kérki saatettiin kontaktiin elektrodin kanssa. Kérked nos-
tettiin ja elektrodin ja kdrjen vélilld kulkevaa virtaa mitattiin. Oletuksena tioli-
ryhmét sitoutuivat kovalenttisesti elektrodiin ja AFM-kéarkeen. Kuvassa b nah-
ddan diskreetit askeleet johtavuudessa kérjen korkeuden funktiona. Askeleet
nakyvat, silld elektrodin ja kérjen vélilla saattoi olla sitoutuneena useampia
DNA-ketjuja. Kuvan ¢ ylempi histogrammi on muodostettu kuvan b kiyrien
datapisteistd jattdmaéalla huomiotta elektrodin ja kérjen vélinen etéisyys. Histo-
grammista ndhdéddn selvasti diskreetit piikit, joista ensimmaéinen vastaa yhden
molekyylin johtavuutta, toinen kahden ja niin edelleen. Yksittdisen 8-bp DNA-
molekyylin johtavuuden voidaan sanoa siten olevan noin 1,3-1073 Gg. Alem-
massa kuvassa on esitetty sama histogrammi pelkélle puskuriluokselle. Kuvassa
d on esitetty kolme eri (I,V)-kiyrad yksittaiselle DNA-ketjulle.

putettiin dsDNA-ketjuja sisaltavad liuosta. Tiolimuokattuja DN A-sekvenssejé
oli kahdenlaisia, 5’-(GC),-3" ja 5’-CGCG(AT),,CGCG-3’, joilla tutkittiin seké
toistuvien GC- ettd AT-emésjaksojen pituuden vaikutusta johtavuuteen. Ket-
jut olivat hyvin lyhyita, 8-14 eméasparia pitkia, joten niiden rakenne oli luulta-
vasti hyvin stabiili.

Téassdkin mittauksessa kaytettiin toisena elektrodina kultapallystettya AFM-
karkea, joka oli eristetty terdvinta karkea lukuun ottamatta vuotovirran elimi-
noimiseksi. Johtavuus G' méaritettiin useita kertoja kérjen korkeuden r funktio-
na, miké on esitetty kuvassa [3.9(b)] Kuten (r,G)-kéyristd néhdéén, johtavuu-
dessa havaittiin disktreetteja askelia, silla kérkea nostettaessa alkutilanteessa
saattoi elektrodin ja kérjen vélilla olla kiinnittyneend useampi kuin yksi mo-
lekyyli. Johtavuusaskeleet ilmenivét aina samoilla johtavuuden arvoilla, joten
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Kuva 3.10. Kuvassa on esitetty Xun ym. [29] havaitsemat DNA-molekyylin
johtavuuden riippuvuudet sen siséltdmien AT- ja GC- jaksojen pituuksiin. Ku-
ten kuvaajasta a havaitaan, CGCG(AT),,CGCG-3’ sekvenssin johtavuus vé-
henee eksponentiaalisesti sekvenssin pituuden fuktiona kun taas sekvenssin 5’-
(GC),-3’ vastaava riippuvuus on muotoa G = a - % Erilaiset riippuvuudet eri
sekvensseille viittaavat siihen, ettd varaus kulkee juurikin emésparien muodos-
tamien m-sidosten kautta.

voitiin sanoa, ettd ne eiviat johdu molekyylien sisdisestéd rikkoontumisesta vaan
juuri molekyylien ja elektrodien vélisten sidosten katkeamisesta. Kaikkien yk-
sittaisten mittausten, joita tehtiin yli 500 naytetta kohden, tulokset johtavuu-
delle keréttiin kuvassa esitellyn kaltaiseen histogrammiin, josta voitiin
lukea yksittaisen DNA-ketjun johtavuus ensimmaéisesté piikistd. Tekemalla ti-
lastollisesti merkittavd maara mittauksia pystyttiin siis maarittaméan varsin
luotettavasti yksittaisen molekyylin johtavuus eri sekvensseille.

Lopulliset Xun ym. tutkimuksen tulokset on esitetty kuvissa [3.10(a)| ja
. Kuten kuvasta nahdian, AT-sekvenssien lisddminen CGCG-
sekvenssien keskelle vihentié johtavuutta eksponentiaalisesti yhtélon G = Ae=#F
mukaisesti, missé vaimenemiskerroin 3 ~ 0,43 A~'. Pelkkii GC-pareja sisélté-
vén juosteen johtavuus puolestaan on pituuden funktiona muotoa G = a - %,
ka tukee ajatusta siitd, ettd varauksenkuljetusmekanismi AT- ja GC-emésparien
ldvitse on erilainen. Toisaalta havaittu ero viittaa myos siihen, ettd varaus kul-
kee nimenomaan emésten muodostamien m-sidosten kautta. Eksponentiaalinen
riippuvuus AT-parien kohdalla vahvistaa myos késitysté siitd, ettd varauksen-
kuljetus AT-parien lavitse tapahtuu tunneloitumalla. My6s ionisen johtavuuden
osuuden voidaan sanoa olevan tulosten pohjalta merkitykseton. Havaintojen
perusteella johtavuus pienenee molekyylin pituuden funktiona varsin hitaasti
molemmissa tapauksissa, kun verrataan eksponentiaalista vaimenemiskerrointa
£ muihin biopolymeereihin, joille yleisesti 5 ~ 0,8-0,9 A~!. Erilaisten kuljetus-
mekanismien selvittaminen suoran mittauksen keinoin oli tutkimuksen téarkein
tulos.

Vuonna 2004 julkaistu tutkimus (Kasumov ym. [30]) osoitti ratkaisevas-
ti my6s substraatin vaikutuksen DNA-molekyylin sidhkonjohtavuuteen aina-
kin, jos DNA levitetddn suoraan alustalle ja mittaukset suoritetaan molekyy-
lien ollessa suorassa kontaktissa sithen. Tama oli toki odotettua mutta DNA-

mi-
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molekyylin konformaatiomuutokset olivat tutkimuksen mukaan yllattavinkin
suuria epasuotuisalla alustalla. Tama selitti monien muiden tutkimusten tu-
lokset, joiden mukaan DNA kiiyttiytyy eristeen tavoin, silld positiivisia NHj -
ioneja sisaltavéilla kalvolla paallystetylla alustalla tutkitut A-DNA-ketjut kéyt-
taytyivat johdemaisesti vastuksen ollessa vain luokkaa 55 k{2 ketjua kohden
huoneenldmmossi. Ilman NHJ -kalvoa molekyylit toimivat puolestaan eristee-
na.

Erot johtavuuksissa johtuivat tutkimuksen mukaan siitd, ettd pelkalld kiil-
lesubstraatilla dsDNA-ketjut ikédankuin litistyivdt 1 nm verran, eli niiden kor-
keus oli vain puolet B-DNA-ketjujen halkaisijasta liuoksessa. Kalvolla késitel-
lylle substraatille levitetyilld ketjuilla vastaavaa konformaatiomuutosta ei ha-
vaittu. Johtavuusmittaukset tehtiin myos alhaisissa lampotiloissa (4 K), missé
A-DNA-ketjut olivat edelleen johdemaisia vastuksen ollessa noin 95 k{2 mole-
kyylia kohden, joten ioninen varauksenkuljetus ei voinut selittaé tuloksia. FEras
huomattava tulos oli myos se, ettéd suorat ketjut olivat selvésti johtavampia kuin
mutkia sisaltavat ketjut, miké osaltaan myos selitti aikaisempia ristiriitaisia tu-
loksia tutkimuksissa, joissa tata asiaa ei ollut huomioitu riittavasti. Toisaalta
tdma myos tarkoitti sitéd, ettd tapoja saada elektrodien ja DNA-ketjujen liitok-
set paremmiksi seké itse DNA-ketjut kiyttdytyméan vakaammin eri olosuhteis-
sa tuli kehittéa, jotta niiden integroiminen osaksi virtapiireja olisi mahdollista.

Vuonna 2008 Guo ym. esittelividt uudenlaisen tavan liittdd DNA osaksi vir-
tapiirida [31]. DNA saatiin liittymééan kovalenttisesti hiilinanoputken keskelle
plasmaioni-etsauksella tehtyyn 6 nm aukkoon. Aukon tekeminen hiilinanoput-
keen jatti jaljelle jadneiden putkien kérjet hapettuneeseen tilaan, joten tioli-
muokattujen DNA-ketjun liittdminen niiden véliin oli huomattavan helppoa ja
toistettavaa. Vakaiden liitosten ansiosta luotettavia mittauksia voitiin tehda
liuoksessa, missd DNA sailytti natiivin konformaationsa.

Ryhmaé suoritti mittauksia monilla eri emassekvensseilla — sekéd téaysin pa-
riutuneilla juosteilla ettd juosteilla, joissa yksi emés oli vaihdettu "vdaraan”
emakseen komplementaariseen ssDNA-juosteeseen nidhden. Taysin pariutunei-
den juosteiden resistanssit olivat luokkaa 1-10 M2 kun taas yhden emasmuu-
toksen sisaltavien juosteiden reistanssit olivat noin 300 kertaa suurempia. Kaik-
ki mittaustulokset varmistettiin késittelemalld ndytteet DN A-katkaisuentsyymilléa
ja varmistamalla, ettei tdmén jélkeen hiilinanoputkien vélilla kulkenut lainkaan
virtaa. Tutkimuksen tulosten osoittama sdhkonjohtavuuden suuri herkkyys pie-
niin muutoksiin juosteessa tarkoitti sitd, ettd DNA ei normaalissa dsDNA-
muodossa sovellu laajasti tulevaisuuden elektroniikan komponenttien perus-
taksi. Toisaalta tulokset auttavat ymmaéartaméaan, kuinka DNA-vaurioiden tun-
nistus saattaa soluissa tapahtua.

Vaihtoehtosten DNA-rakenteiden tutkimus on viime aikoina lisaéntynyt
osaltaan edella esitettyjen tulosten vaikutuksesta. Talla hetkellad ylivoimaises-
ti lupaavin ja mielenkiintoisin téllainen rakenne on G4-johto, jonka on 0soi-
tettu olevan erityisen vakaa rakenne hyvin monenlaisissa ympariston olosuh-
teissa [32], [33]. Sdhkonjohtavuusmittauksia G4-johdoille on ehditty tekemédn
vain muutamia, joista yhtend mainittakoon Liun ym. vuonna 2010 tekemé& mit-
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Kuva 3.11. Kuvassa on esitetty Guon ym. [31I] vuonna 2008 kiyttaméa mit-
tausjarjestely, missd ssDNA liitettiin kahden hiilinanoputken véliin johtavuus-
mittauksia varten. Toinen joko tdysin komplementaarinen tai yhden emés-
muutoksen sisdltdméa ssDNA-juoste pariutettiin nanoputkien véliin kiinnitet-
tyyn juosteeseen, jolloin voitiin tutkia yksittdisten emédsmuutosten vaikutusta
dsDNA-juosteen vastukseen. Kuvassa a on esitetty esimerkkejd néistd emés-
muutoksista. Kuvassa b on puolestaan esitetty eri dsDNA-juosteille ldhteen ja
nielun vélilld kulkeva virta hilajinnitteen Vi funktiona ldhde—nielu-jénnitteen
ollessa vakio 50 mV. Kuvassa ¢ on esitetty virta hilajannitteen arvolla 3V,
mistd ndhdaddn, ettd emdsmuutokset vaikuttavat selvésti juosteiden lévitse kul-
kevan virran suuruuteen.

taus [34], missd G4-johdot kiinnitettiin kovalenttisesti mekaanisesti kontrolloi-
tavan murtumaliitoksen vélille. Liitoksen elektrodien valista etaisyytta voitiin
siis muuttaa ja saada siten tietoa G4-johtojen johtavuuden muutoksista sita ve-
nytettaessa. Lisdaksi kovalenttinen sidos G4-johdon ja elektrodien vélille tehtiin
kayttamalla molekyylin péissd muokattuja tymiini-emaksia, jotka muodostivat
kovalenttisen sidoksen metallielektrodien kanssa. Varaus kulki siis oletettavasti
miltei esteettd G4-johdon m—m-sidosten kautta. Muutettaessa murtumaliitoksen
suuruutta vélilla 0,5 — 2,5 nm kytkennan resistanssi pysyi ldhes vakiona, mi-
ka tarkoitti G4-johdon johtavuuden olevan riippumaton sen venyméan. Lisaksi
vaikka molekyylid venytettiin toistuvasti, olivat mittaustulokset yhtenevia, jo-
ten G4-johdon rakenteeseen ei tullut merkittavid palautumattomia muutoksia
ulkoisen voiman kohdistamisesta huolimatta.

G4-johtojen perustana olevien DNA-sekvessien itsejarjestyvyys mahdollis-
taa yksinkertaisten johteiden lisaksi my6s monimutkaisempien rakenteiden luo-
misen. Esimerkiksi artikkelissa [35] (Lubitz & Kotlyar 2011) demonstroidaan
G4-DNA-hopeananopartikkelien valmistaminen. Valmistetut partikkelit koos-
tuivat kahdesta tai kolmesta G4-DNA:n avulla yhteenliitetystd Ag-nanopar-
tikkelista. Artikkelissa esitetddn, ettd hopeananopartikkelit molekyylin paissé
voisivat luoda erinomaisen kontaktin metallielektrodien kanssa, joten tallais-
ten molekyylien liittdminen osaksi virtapiirid saattaisi olla erittdin helppoa.
Yhteenvetona voidaan siis sanoa, etté stabiilisuus ja varauksenkuljetuskyky it-
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sejarjestyvyyden ohella tekevat G4-johdosta erittéin potentiaalisen kandidaatin
tulevaisuuden nanoelektroniikan komponenttien perustaksi.
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4 Yhteenveto

Nykyisten mikropiirien valmistusmenetelmien kokoskaalojen rajat ovat ldhes-
tymaéssé, joten piirien tehojen kasvattamiseksi myos tulevaisuudessa vaihtoeh-
toisten menetelmien kehittdmisté vaaditaan. Nanoteknologia tarjonnee ratkai-
sun tahan haasteeseen. Eras erittdin mielenkiintoinen tulevaisuuden kompo-
nenttien perusta olisi DNA-molekyyli, jonka muokattavuus ja ylivoimaiset it-
sejarjestyvyysominaisuudet tarjoaisivat erittain monipuolisen rakennuspalikan
monenlaisiin kaytdnnon sovelluksiin.

DNA-ketjujen sédhkoisten ominaisuuksien mittausten tulokset ovat vaihdel-
leet laidasta laitaan riippuen kéytetyista tutkimusasetelmista ja tdma on hi-
dastanut kayténnon sovellusten kehittamista. Epasuorat mittaustavat, jotka
keskittyviat DNA-liuosten spektroskopisten ominaisuuksien tutkimiseen, ovat
antaneet tietoa mm. varauksen siirtymisprosessin tehokkuudesta, siihen liit-
tyvista aikaskaaloista seka eri eméassekvenssien vaikutuksesta varauksenkulje-
tukseen. Tulokset ovat nostaneet kysymyksia varauksenkuljetukseen liittyvista
mekanismeista mutta yleisesti hyvaksytyin ja helpoiten ymmarrettava lienee
malli, jossa DNA-ketjuun indusoitu elektroniaukko kulkeutuu ldhinné ns. ”G-
hyppyjen” kautta, mikili G-emésten valilla olevien A- ja T- eméasten méaara
on pieni. Jos G-emésten valilla on useita AT-emaéksid, voi myos A-emés ha-
pettua, jolloin varaus kulkeutuu termisten ”A-hyppyjen” kautta seuraavalle G-
emékselle. Todellisuudessa tilanne ei kuitenkaan ole aivan néin yksinkertainen,
vaan DNA-juosteen eméaksien muodostamaa m-pinoumaa taytyy tarkastella ko-
konaisuutena varauksen siirtymisen tehokkuuden kannalta.

Epésuorien mittausten tuloksista ei voida tehdé suoria johtopéaatoksia DNA-
ketjun tasavirtajohtavuudesta. Mittaukset ovat kuitenkin osoittaneet DNA-
molekyylin kykenevan johtamaan sahkod muodossa tai toisessa, mika on vauh-
dittanut suoran lahestymistavan mittausten ja siten DNA-molekyylin kontrol-
loimiseen tarkoitettujen menetelmien kehitystd. Ongelmana nimittdin on ol-
lut DNA-ketjun luotettava asetteleminen kahden elektrodin véliin johtavuus-
mittausten suorittamiseksi. Nykypaivadn mennessa menetelméat ovat kuiten-
kin kehittyneet huimasti, ja nykydan DNA-ketju voidaankin esimerkiksi asetel-
la kahden hiilinanoputken tai metallielektrodin véiliin kayttaméalla sihkokent-
tid. DNA-molekyylin ja elektrodien véliset rajapinnat olisi kuitenkin saatava
mahdollisimman taydellisiksi, mihin liittyykin edelleen pieni epavarmuusteki-
ja. Toistettavia tasavirtamittauksia on saatu tasta huolimatta suoritettua. Tu-
loksien mukaan DNA-molekyyli on ainakin perusmuodossaan erittdin herkka
ympériston olosuhteiden muutoksille, ja tatd tekijda ei ole osattukaan aikai-
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semmissa mittauksissa ottaa tarpeeksi hyvin huomioon, mista johtuu tulosten
suuri hajonta.

Suurin osa tdhdn mennessd tehdyistd mittauksista on suoritettu tavalli-
silla kaksijuosteisilla DNA-ketjuilla, mutta aivan viime aikoina valmistusme-
netelmien luotettavuuden paraneminen on mahdollistanut myos huomattavas-
ti monimutkaisempien rakenteiden tuottamisen. Erés erittdin mielenkiintoinen
DNA-rakenne on G-johto, joka koostuu neljésta yhteen liittyneesté, padasiassa
G-eméksié sisaltavista ssDNA-ketjusta. G-eméksen alhainen hapettumispoten-
tiaali voisi mahdollistaa tallaisten rakenteiden erittain hyvan sahkonjohtavuu-
den. Liséksi G-johtojen on osoitettu olevan erittiin vakaita rakenteita vaihtele-
vissa ympériston olosuhteissa, joten niiden kédytto kdytannon sovelluksissa voisi
olla hyvinkin mahdollista.
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