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Kapitel 1

Einleitung

Den Grundstein fiir die Nanotechnologie legte Richard P. Feynman 1959
mit dem Vortrag ,, There’s plenty of room at the bottom® Heute zéhlt die
Nanotechnologie zu den Schliisseltechnologien des 21. Jahrhunderts. Das
Besondere liegt dabei nicht einfach in einer weiteren Miniaturisierung, son-
dern vielmehr in neuen Materialeigenschaften, die sich aufgrund der kleinen
Abmessungen eines Nanopartikels (< 100 nm) ergeben. Den Anwendungs-
moglichkeiten sind dabei kaum Grenzen gesetzt, sie reichen von UV-Filtern
in Sonnencremes iiber selbstreinigende- und kratzresistente Oberfldchen, bis
hin zu Trigersystemen, die einen gezielten Transport von Arzneimitteln ge-
wéahrleisten.

Vermehrt stellt sich aber auch die Frage nach gesundheitlichen Folgen
fiir den Menschen und die Umwelt. Das grofite Gefahrdungspotenzial spricht
man dabei dem Nanopartikel zu, der biologische Barrieren iiberwinden und
in den Blutkreislauf gelangen kann. Von dort aus kénnen Nanopartikel in
Organe iibergehen und sogar die Blut-Hirn-Schranke durchdringen [14].

Weitere Nachforschungen iiber die Risiken sind also unbedingt erforder-
lich und werden im Rahmen des Projekts NanoCare, das vom Bundesminis-
terium fiir Bildung und Forschung (BMBF) gefordert wird, durchgefiihrt.
An der Universitit Bielefeld werden keine toxikologischen Tests, sondern
Untersuchungen zum Aggregations- und Agglomerationsgrad von Nanopar-
tikeln in Abhéngigkeit des umgebenden Mediums durchgefiihrt. Auflerdem
werden lebende Zellen, die mit Nanopartikeln inkubiert wurden, mit Hilfe
eines AFMs abgebildet.

Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung von Nanopartikel-Zell-Wech-
selwirkungen mit Hilfe von kraftspektroskopischen Methoden.



Kapitel 2

Grundlagen

2.1 Das Rasterkraftmikroskop

Das Rasterkraftmikroskop bzw. Atomic Force Microscope (AFM) zahlt zu
den Scanning Probe Microscopes (SPM), bei denen eine scharfe Spitze die
zu scannende Oberflaiche abrastert. Ein Bild entsteht dabei nicht mit Hilfe
von Linsen, sondern einzig und allein durch Wechselwirkungen zwischen
Spitze und Probe. Dabei sind Messungen nicht auf das Vakuum beschrankt,
sondern auch an Luft und sogar in Wasser oder Kulturmedien moglich, was
das AFM insbesondere in der Biologie unverzichtbar macht.

Probe . ,STM Tip
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Abbildung 2.1: Aufbau des ersten AFMs vgl. [1].

Der Aufbau in Abbildung zeigt das erste AFM, das von G. Binnig,
H. Rohrer und C. F. Quate im Jahr 1986 entwickelt wurde. Die Verbiegung
und damit die auf den Cantilever wirkende Kraft wurde bei diesem AFM mit
einem Scanning Tunneling Microscope (STM) gemessen und ermoglichte so
eine Detektion bis in den subatomaren Bereich. Mit dieser Methode waren
zum einen aber hohe Kosten durch das zusétzliche STM verbunden und zum
anderen reagierte das STM sehr sensibel auf Rauhigkeiten des Kraftsensors.

Moderne Geréte nutzen zur Detektion der Verbiegung fast ausschlie3-
lich eine Laserdiode, deren Strahl auf den Cantilever fokussiert wird. Die
Grofle des Laserspots liegt dabei im Bereich von 10 pm - 50 pm [3]. Der



2.1 Das Rasterkraftmikroskop 3

vom Kraftsensor reflektierte Laserstrahl fallt auf eine Photodiode, die aus
4 Segmenten besteht. Jedes Segment liefert dabei ein Spannungssignal und
aus den Differenzen der einzelnen Signale ergibt sich dann die Verbiegung
des Sensors.

2.1.1 Kraftspektroskopie

Neben der Moglichkeit, die Topografie einer Oberfléche mit einem Raster-
kraftmikroskop abzubilden, ist es auch moglich, Wechselwirkungs- und Bin-
dungskrifte zu bestimmen. Die Sensitivitéit ist dabei durch den verwendeten
Cantilever begrenzt, der im Idealfall moglichst weich, kurz und leicht ist.

1.0—@
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Abbildung 2.2: Kraftdistanzkurve eines Siliziumnitrid-Cantilevers mit der
Federkonstante k ~ 0, 06% auf APTES und die Einteilung der Messung in
unterschiedliche Phasen.

Die rote Kurve in Abbildung beschreibt die Annéherung des Kraft-
sensors an die Oberfliche, wahrend die blaue Kurve die Riickzugsbewegung
wiedergibt. Bei Punkt (1) ist der Cantilever noch fast einen Mikrometer von
der Probe entfernt und es sind keine Wechselwirkungskréfte messbar. Beim
Erreichen von Punkt (2) kommen Spitze und Oberflache in Kontakt, man
spricht vom Snap-in. Es wirkt eine kleine anziehende Kraft zwischen Spitze
und Probe. Ein weiteres Annéhern des Cantilevers (3), fithrt bei einer har-
ten Probe zu einer grofien Anderung der Kraft. Diese nimmt dabei aufgrund
der Uberlappung der Orbitale und des Pauli-Verbots positive, also absto-
Bende Werte an. Punkt (4) beschreibt den trigger point. Erreicht die Kraft
einen vorher festgelegten Wert, wird der Kraftsensor nicht weiter angené-
hert, sondern zuriickgezogen. Bei der Riickzugsbewegung féllt auf, dass die
Spitze Giber den Snap-in Punkt hinaus in Kontakt mit der Oberflache bleibt.
Wird die Riickstellkraft grofier als die Adhésion (5), lasst sich ein scharfer
Abriss beobachten und die Kraft steigt auf den Wert 0. Von diesem Punkt
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an sind keine Wechselwirkungen zwischen Probe und Spitze messbar.
Die Adhéasion des Cantilevers setzt sich dabei aus verschiedenen Kom-
ponenten zusammen. Es gilt

FAd:Fel+deW+FKap+Fchem- (21)

Dabei beschreibt Fp; die elektrostatische Kraft, F, g die van der Waals
Kraft, Fxqp die Kapillarkraft und Fipe,, Kréfte die durch chemische Wech-
selwirkungen oder Bindungen entstehen und oftmals den grofiten Anteil fiir
F4q liefern. Die elektrostatische Kraft ist langreichweitig und spielt insbe-
sondere dann eine grofle Rolle, wenn die Ladungen nicht durch Ionen ab-
geschirmt werden konnen, also an Luft oder in deionisierten Fliissigkeiten.
Bei der van der Waals Kraft handelt es sich um eine kurzreichweitige Kraft,
die zwischen kondensierter Materie stets attraktiv ist. Unter Normalbedin-
gungen und bei kleinen Entfernungen wirkt zwischen Cantilever und Probe
eine starke Meniskuskraft bzw. Kapillarkraft die durch Kapillarkondensati-
on entsteht. Bei empfindlichen Proben sind aus diesem Grund Messungen
in Flissigkeit notwendig [15].

2.1.2 Cantilever

Von besonderer Wichtigkeit bei der Rasterkraftmikroskopie ist die Herstel-
lung der Cantilever, an die unterschiedliche Anforderungen gestellt werden.
Fir Kraftmessungen ist eine moglichst kleine Federkonstante entscheidend,
eine hohe Resonanzfrequenz ermoglicht schnellere Scangeschwindigkeiten
und macht das System unempfindlicher gegen Gebdudeschwingungen. Fiir
eine genaue Bestimmung der Resonanzfrequenz ist ein hoher Q-Faktor wich-
tig. Beim Scannen von Oberflichen fithrt die laterale Steifigkeit zu Arte-
fakten, wihrend man diese bei Reibungsmessungen gerade ausnutzt. Wird
die Verbiegung des Sensors mit Hilfe eines Lasers detektiert, der von der
Riickseite des Cantilevers auf eine Photodiode fallt, erhthen moglichst kurze
Kraftsensoren die Sensitivitit dieser Messmethode. Eine Metallbeschichtung
kann dabei die Reflektivitdt erhéhen. Eine Spitze am Ende des Cantilevers
bestimmt die erreichbare Auflosung und sollte aus diesem Grund in den
meisten Féallen so scharf wie mdéglich sein.

Zu Beginn der Rasterkraftmikroskopie wurden die Cantilever aus diinnen
Metalldrahten hergestellt, an deren Enden Diamantsplitter geklebt wurden.
Die Herstellung dieser Spitzen war jedoch sehr zeitintensiv und wenig re-
produzierbar. Zuséatzlich machte der Bedarf an kleineren Kraftsensoren mit
hoheren Resonanzfrequenzen andere Herstellungsverfahren notwendig.

Siliziumnitrid-Cantilever

Zur Herstellung von Siliziumnitrid-Cantilevern wird die Oberfldche eines
Si-(100)-Wafers bis auf einen kleinen runden oder quadratischen Bereich
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(typischerweise ca. 3 pm grofl) mit SiOg beschichtet, das die Funktion ei-
ner Maske iibernimmt. Das exponierte Silizium wird anschliefend mit KOH
anisotropisch geitzt. Dieser Atzvorgang stoppt beim Erreichen einer (111)-
Ebene, wodurch eine pyramidale Form entsteht. Die SiOo-Schicht wird bei
diesem Vorgang jedoch nicht angegriffen.

st sOﬂbr N um»

Abbildung 2.3: Herstellung von SigN4-Cantilevern vgl. [2].

Nach diesem Schritt wird die Maske entfernt, der Wafer mit SigN4 be-
schichtet und das Siliziumnitrid in die richtige Form gebracht (Balken- oder
V-Form). Fiir eine bessere Handhabbarkeit wird Borosilikatglas anodisch
auf dem SizNy gebunden. Eine diinne Cr-Schicht verhindert die Bindung
in dem Bereich des Cantilevers, der frei schwingen soll. Anschliefend wird
das Silizium mit Hilfe einer Sdure entfernt und die Riickseite mit Metall
beschichtet [2]. Durch die verschiedenen Bedampfungsschritte lasst sich die
Dicke eines Cantilevers nur abschitzen und nicht genau bestimmen.

2.1.3 Federkonstante

Die Hersteller von Cantilevern ermitteln die Federkonstanten mit Hilfe von
theoretischen Betrachtungen der Balkenbiegung [16]. Fiir einen balkenfor-
migen Cantilever ergibt sich dann

FI? e Ebd?
Ebd3 S

Dabei gibt z die Auslenkung, F' die Kraft, [ die Lange, b die Breite, d die
Dicke, E das Elastizitatsmodul und & die Federkonstante des Cantilevers an.
Die Ungenauigkeit bei dieser Methode ist allerdings sehr grofl und liefert nur
einen ungefahren Wert fiir die Federkonstante. Das liegt im Wesentlichen an
der Tatsache, dass die Cantilever oftmals noch mit Gold oder anderen Ma-
terialien beschichtet sind und sich die Dicke, welche mit der dritten Potenz
eingeht, nicht genau bestimmen lasst. Daraus entsteht die Notwendigkeit,
vor kraftspektroskopischen Messungen die Federkonstante genau zu bestim-
men.

Eine Vielzahl von unterschiedlichen Techniken zur Bestimmung der Fe-
derkonstante wurde entwickelt. Beispielsweise kann eine bekannte Masse
auf dem Cantilever platziert und k aus der Anderung der Resonanzfrequenz
bestimmt werden [17]. Cleveland et al. haben urspriinglich Kugeln aus Wolf-
ram benutzt, eine elegantere Methode beschreiben Bonaccurso und Butt, sie

z=4 (2.2)
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verwenden anstelle des Wolframs Mikrotropfen, die nach einigen Sekunden
riickstandsfrei verdunstet sind [I8]. Eine andere Methode beschreiben Sader
et al., sie benotigen zur Bestimmung der Federkonstanten die Resonanzfre-
quenz, den @Q-Faktor und die Dimensionen des Cantilevers in der Draufsicht,
also nur Lange und Breite [19]. Genauer eingegangen wird im Folgenden nur
auf die Thermal Tune Method [20], weil diese Methode in vielen AFMs in-
tegriert und sehr einfach und schnell in der Anwendung ist.

Thermal Tune Method

1993 verdffentlichten Hutter und Bechhoefer die Thermal Tune Method [20].
Dabei gehen sie davon aus, dass ein Cantilever, der nur aufgrund des ther-
mischen Rauschens anfingt zu schwingen, als harmonischer Oszillator be-
trachtet werden kann, da die Auslenkungen in diesem Fall klein sind. Der
Hamiltonoperator eines solchen Systems ist dann gegeben durch

2
P 1

Dabei beschreibt z die Auslenkung, p den Impuls, m die Masse und wg die
Eigenfrequenz des Systems. Mit dem Gleichverteilungssatz ergibt sich
_ kpT k

L o2\ _ 1 i 2 —
<2mwoz > = 2/<:BT =k = 2 mit wo = (2.4)

kp ist hier die Boltzmannkonstante, T' die Temperatur und k die Federkon-
stante des Cantilevers. Um den Fehler dieser Methode klein zu halten, ist
es wichtig, dass in die Berechnung der Federkonstante nur das thermische
Rauschen eingeht. Zur Bestimmung der Auslenkung wird ein Leistungsdich-
tespektrum in [V2Hz7!] aufgenommen. Um das Spektrum in [m?Hz"!]
angeben zu kénnen, wird aus der Steigung einer Kraftdistanzkurve im Kon-
taktbereich ein Umrechnungsfaktor, der auch InvOLS (Inverse optical le-
ver sensitivity) genannt wird, ermittelt. Im Leistungsdichtespektrum koén-
nen dann Stéreinfliisse, die nicht in der Ndhe der Resonanzfrequenz liegen,
ignoriert werden und Hintergrundrauschen lésst sich subtrahieren. Andere
Fehlerquellen wie elektronisches Rauschen lassen sich vermeiden bzw. redu-
zieren, indem die ermittelten Messdaten mit einer Lorentz-Kurve gefittet
werden. Die Fldche unter dieser Kurve gibt dann die Auslenkung des Can-
tilevers an, mit der sich dann die Federkonstante berechnen lésst.

Butt und Jaschke haben diese Methode korrigiert [2I]. Sie haben mit
Hilfe der Balkentheorie die Amplituden der einzelnen Schwingungsmodi be-
stimmt, die durch das thermische Rauschen verursacht werden. Vernachlés-
sigt man bei der Berechnung der Federkonstante die hoheren Harmonischen,
muss mit einem Fehler von bis zu 30 % gerechnet werden [22].

() = 12kT (2.5)

i 4
ko
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Dabei bezeichnet der Index ¢ die einzelnen Schwingungsmodi. Fiir einen
Cantilever, der an einer Seite fest eingespannt ist und auf der anderen Seite
frei schwingen kann, sind aufgrund von Randbedingungen nicht beliebige
Losungen moglich, dies wird durch die Werte von «a; beriicksichtigt:

o =1,8  as=4,69 a3=7,8  ay=11 (2.6)

o1 ..
; :(z—2>7r fir ¢ > 5.

Die Summation iiber alle Modi fiilhrt zu dem Ausdruck, den Hutter und
Bechhoefer gefunden haben [20]:

12kpT X 1 kT
(%) = kB Z 5= % (2.7)
=1 "1
Die Gleichung kann dann dafiir benutzt werden, die Federkonstante
zu bestimmen, und zwar sowohl mit Hilfe des Resonanzpeaks, als auch mit
den hoheren Harmonischen.

Wird die Verbiegung des Cantilevers mit Hilfe eines Lasers gemessen,
der von der Riickseite des Kraftsensors reflektiert wird, ist eine weitere
Korrektur erforderlich, da diese Messmethode nicht die tatséchliche Aus-
lenkung, sondern die Steigung am Ende des Cantilevers angibt, welche von
den Schwingungsmodi abhéngt. Fiir die virtuelle Auslenkung z; ergibt sich
dann

16kpT [ sina;sinho; 2
*2 B 7 7
) = . 2.8
<ZZ > 3ka? (sin oy —i—sinhai) (2.8)
Die Summation iiber ;2 ergibt
4kgT 4
*¥2\ BL _ = 2

<z >— 3k —3<z>. (2.9)

Fiir beide Korrekturen und fir ¢ = 1 folgt
1 kpT i

Der Korrekturfaktor x gilt allerdings nur fiir rechteckige Cantilever. Stark
et al. haben mit Hilfe einer Finite-Element-Analyse numerisch die Feder-
konstante eines v-formigen Cantilevers ermittelt und mit der Thermal Tune
Method verglichen (x = 1,09), die in diesem Fall einen um ca. 7 % zu grofien
Wert fiir die Federkonstante liefert [23]. Des Weiteren muss die Grofle und
Position des Laserstrahls auf dem Cantilever berticksichtigt werden [3]. Wird
der Spot des Lasers von der Basis des Cantilevers bis zur Spitze verschoben,
so wird die gemessene Federkonstante grofler. Fiir einen Kraftsensor mit
[ = 225 um betragt die Zunahme 50 % und fiir einen kurzen Cantilever mit
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[ = 60 wm noch 15 %. Der Faktor x = 1,09 gilt aulerdem nur, wenn der
Laserspot im Vergleich zum verwendeten Kraftsensor klein ist. Bei kurzen
Cantilevern ist diese Bedingung nicht oder nur schlecht erfiillt. Ist der Laser-
spot so grofl wie der gesamte Cantilever, gilt nicht mehr y = 1,09, sondern
x = 0,984. Der Fehler in der Sensitivitat betragt somit 10 %, was zu einem
20 %igen Fehler bei der Bestimmung der Federkonstanten fiihrt.

1.10 ! T ! ! ! H
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Abbildung 2.4: Korrekturfaktor y fiir verschiedene Durchmesser des Laser-
strahls entlang des Cantilevers [3].

Heim et al. [4] haben festgestellt, dass der Winkel o unter dem der Can-
tilever im AFM eingebaut ist (tiblicherweise 7°-20°), einen Effekt auf die
Federkonstante und somit auf die Messwerte hat.

i F,x sin(a/2)

Abbildung 2.5: Effekt der Neigung eines Cantilevers auf die Federkonstante
4.

Eine am Cantilever angreifende Kraft lasst sich aufteilen in die Normal-
kraft F;, und eine Kraftkomponente parallel zum Kraftsensor. Die parallele
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Komponente fiihrt zu einem Drehmoment, das zwar keine grofie Auswirkung
auf die Auslenkung hat, aber auf die Verbiegung am Ende des Cantilevers
und diese wird mit einem Laser, der von der Riickseite des Cantilevers reflek-
tiert wird, gerade detektiert (siehe Abbildung . Deshalb ist es wichtig,
dass der Kraftsensor bei Kalibration und Messung unter dem gleichen Win-
kel eingebaut ist [24].

2.2 Die Zelle

Auf der Erde leben schéitzungsweise an die 100 Millionen Arten, die sich zum
Teil sehr stark voneinander unterscheiden. Es fallt jedoch auf, dass die Fort-
pflanzung bei allen Arten extrem prézise geregelt ist. Der Elternorganismus
vererbt dabei Informationen an die Nachkommen. Egal, ob der Organismus
ein Einzeller oder ein Vielzeller ist, er ist dabei in jedem Fall durch Zelltei-
lung aus einer einzelnen Zelle entstanden, die die Erbinformation in Form
der DNA an die anderen Zellen weitergibt [5]. Haben Nanopartikel jedoch

Abbildung 2.6: Schematischer Aufbau einer Zelle [5].

einen Einfluss auf diesen Zyklus, indem sie mit Zellorganellen wechselwirken,
kann dies unter Umsténden erhebliche Folgen fiir den Organismus haben,
die noch nicht hinlanglich erforscht wurden. Aus diesem Grund sind Einzel-
zellexperimente von auflerordentlicher Bedeutung, um beurteilen zu kénnen,
wie Nanopartikel auf den menschlichen Korper wirken.
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2.2.1 Zellmembran

Jede Zelle ist von einer duBeren Hiille umgeben, die man als Zellmembran
bezeichnet. Diese Membran besteht aus einer Lipiddoppelschicht und Prote-
inen, die sowohl integral, als auch peripher gebunden auftreten. Die typische
Schichtdicke liegt im Bereich von 5 nm.

)
({1

&>
00000 000

00000/ 000
/ i =
Lipid VJ /

molekil Proteine

000 Lipidmolekil =
)

Abbildung 2.7: Das Bild zeigt den Aufbau der Zellmembran mit Hilfe eines
Elektronenmikroskops sowie in einer zwei- und dreidimensionalen schemati-
schen Zeichnung [5].

Phospholipide bilden den groiten Teil der Membranlipide. Sie sind am-
phiphil und haben eine hydrophile (polare) Kopfgruppe und zwei hydro-
phobe Kohlenwasserstoffschwénze, diese bestehen aus unterschiedlich langen
Fettsauren (14 - 24 Kohlenstoffatome). In wéssriger Losung bilden sie spon-
tan Doppelschichten, da aus energetischen und entropischen Griinden eine
moglichst kleine wasserexponierte Flache der hydrophoben Schwénze giinstig
ist. Aus diesem Grund besitzt eine Lipiddoppelschicht die Féahigkeit, klei-
ne Schiden in der Membran selbst zu heilen. Es wird zwischen geséttigten
(ohne Doppelbindung) und ungeséttigten (mit Doppelbindung) Fettsduren
unterschieden. Eine Doppelbindung fiihrt zu einem Knick des Fettsaure-
schwanzes, der, genauso wie die Temperatur, die Fluiditdt der Membran
beeinflusst. Diese ist von entscheidender Bedeutung fiir Membrantransport-
prozesse.

Weitere Bausteine der Zellmembran sind Cholesterin und Glykolipide.
Cholesterin lagert sich dabei so in die Zellmembran ein, dass die Hydro-
xylgruppen zu den polaren Kopfgruppen der Phospholipide gerichtet sind.
Dadurch beeinflusst sein starrer Steroidring die Beweglichkeit der Kohlen-
wasserstoffketten, die den polaren Kopfgruppen am néchsten sind, und fiihrt
zu einer teilweisen Immobilisierung. Dadurch wird die Membranbeweglich-
keit reduziert, aber gleichzeitig eine Kristallisation der Kohlenwasserstoff-
ketten verhindert. Glykolipide treten nur in der &ufleren Lipidschicht auf.
Thre Zuckerreste befinden sich auf der Zelloberfliche und sind bei der Zell-
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Zell-Kommunikation von Bedeutung.

FEin weiterer wichtiger Punkt beim Aufbau der Lipiddoppelschicht ist die
Asymmetrie zwischen den beiden Schichten. Diese unterscheiden sich nicht
nur in der Verteilung der Lipide, sondern z.B. auch in der Ladung. Enzy-
me bendtigen fiir ihre Aktivitat bestimmte Eigenschaften der Kopfgruppen.
Auf diese Weise wird eine unterschiedliche Funktion auf beiden Seiten der
Membran méglich [5] [6].

Membranproteine

Die spezifischen Funktionen der Zellmembran werden durch Proteine be-
stimmt, die zwischen 25 % und 75 % der Membranmasse ausmachen. Trans-
membranproteine bestehen, so wie Phospholipide, aus einem hydrophoben
und einem hydrophilen Teil. Der hydrophobe Teil durchspannt dabei, in
Form einer a-Helix oder eines g-Faltblatts, die Lipiddoppelschicht und wech-
selwirkt mit den Kohlenwasserstoffketten der Lipide. Die hydrophilen Teile
hingegen liegen auflerhalb der Membran, also zum Wasser gerichtet und sind
in den meisten Féllen glykosyliert.

Die Bindung von peripheren Proteinen an die Membran kann auch mit
a-helikalen Strukturen, die in diesem Fall nur in der &ufleren Schicht der
Plasmamembran verlaufen, erfolgen. Moglich sind aber auch kovalente Bin-
dungen zur Membran {ber ein Oligosaccharid und hydrophobe Wechselwir-
kungen mit anderen Membranproteinen ohne eine direkte Verbindung zur
Lipidschicht [5].

2.2.2 Cytoskelett

Das Cytoskelett ist ein Filamentsystem, das von entscheidender Bedeutung
fiir die Lebensfahigkeit der meisten Organismen ist. Es ist fiir die Form der

Abbildung 2.8: Das Bild zeigt von links: Aktinfilamente, Mikrotubuli und
Intermediérfilamente vgl. [6].

einzelnen Zellen, deren Stabilitdt, Elastizitdt und Beweglichkeit, aber auch
fiir die Bewegung von Motorproteinen von entscheidender Bedeutung und
ermoglicht dadurch Prozesse wie die Zellteilung oder die Muskelbewegung.
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Man unterscheidet zwischen Aktinfilamenten, Mikrotubuli und Intermediér-
filamenten [6].

Aktinfilamente

Aktin bildet quervernetzte Filamente, die die gesamte Zelle durchspannen
und 5 nm - 9 nm dick sind. Diese Filamente liegen zum grofiten Teil direkt
unter der Plasmamembran und sind deshalb fiir die Form der Zelle verant-
wortlich. Des Weiteren erméglicht Aktin die Bewegung von Zellen und Or-
ganellen. Fiir diese Bewegung sind aber noch eine Vielzahl anderer Proteine
notig, insbesondere Motorproteine, die sich entlang der Filamente bewegen.

Abbildung 2.9: Struktur eines Aktinfilaments [6].

Aktin besteht aus 375 Aminosduren und bildet zwei Doménen, die in
der Mitte ein Nukleotid ATP einschlielen. Damit die entstehenden Struktu-
ren dynamisch und gleichzeitig stabil sein kénnen, bestehen die Filamente
aus mehr als einem Protofilament (das vor Briichen schiitzt) und werden an
den Enden sténdig auf- und abgebaut, da kleinere Untereinheiten schnel-
ler diffundieren. Fiir die Entstehung eines Filaments ist ein Keim bzw. eine
Keimzelle notwendig. Eine Bindung zwischen den einzelnen Untereinheiten
ist schwach, um eine hohe und schnelle Anpassungsfihigkeit der Filamen-
te zu gewdhrleisten. Aus diesem Grund sind kleine Aggregate instabil und
die Bildung eines Filaments wird erst ab einer gewissen Aggregatgrofie mog-
lich. Proteine katalysieren den Prozess der Keimbildung, was einen gezielten
Aufbau von Aktinfilamenten in bestimmten Bereichen der Zelle ermoglicht.

Bei Aktinfilamenten wird zwischen einem Plus- und einem Minusende
unterschieden, die verschiedene Polymerisationsgeschwindigkeiten aufwei-
sen. Diese Geschwindigkeitsunterschiede werden durch eine Konformations-
dnderung wahrend des Einbaus ins Filament moglich. Ohne eine Nucleotid-
hydrolyse wiirden allerdings beide Enden in Abhéngigkeit von der Aktin-
konzentration entweder wachsen oder schrumpfen. Bindet Aktin allerdings
an ein Polymer, wird das eingeschlossene ATP zu ADP hydrolysiert und
verringert so die Affinitdt zu den benachbarten Molekiilen. Dadurch wird
eine Abspaltung erleichtert. Bei einer hohen Aktinkonzentration erfolgt die
Anlagerung allerdings schneller als die Hydrolyse und es kommt zur Bil-
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dung einer ATP-Kappe, was zu einem fest gebundenen Ende und damit
zum Wachstum des Polymers fiithrt [5].

Mikrotubuli

Mikrotubuli bilden ca. 25 nm dicke Rohren und sind wesentlich starrer als
Aktinfilamente. Das Centrosom ist in der Regel der Ausgangspunkt der Mi-
krotubuli, was in Abbildung[2.§ gut zu erkennen ist. Sie bilden wéhrend der
Zellteilung die Mitosespindel, aber auch Cilia bzw. Flagella, die zur Fortbe-
wegung dienen, und sind an Transportprozessen beteiligt.

Mikrotubuli bestehen aus dem Protein Tubulin. Dieses teilt sich auf in
- und (-Tubulin, die aber nur als Komplex auftreten und iiber kovalente
Bindungen miteinander verkniipft sind. Beide binden GTP, allerdings kann
nur das am S-Tubulin gebundene GTP zu GDP hydrolysiert werden und
hat wie beim Aktin einen entscheidenden Einfluss auf die Dynamik [5].

Intermediarfilamente

Intermediérfilamente haben einen Durchmesser von ungeféhr 10 nm und bil-
den seilartige Strukturen, die flexibel, aber zugfest sind. Héufig sind sie in
Zellen, die mechanischem Stress ausgesetzt sind, zu finden. Uber Desmoso-
men bilden sie dabei feste Zell-Zell-Verbindungen.

Anders als bei Aktinfilamenten und Mikrotubuli hédngt ihr Aufbau vom
Zelltyp ab. Allen gemein ist allerdings eine a-helikale Struktur der einzel-
nen Polypeptide, die mit anderen Monomeren Doppelwendeln bilden. Zwei
Dimere lagern sich antiparallel zusammen und bilden Tetramere, die die
kleinsten l6slichen Einheiten darstellen. Aufgrund dieser Struktur sind beide
Seiten der Intermediérfilamente gleich und sie besitzen keine Gesamtpolari-
tit [5).

2.2.3 Zell-Zell-Verbindungen

Die duflersten Zellschichten der Lunge oder des Darms bestehen aus Epithel-
zellen, die sowohl eine mechanische Schutzfunktion tibernehmen, als auch
verschiedene Kompartimente voneinander trennen und so z.B. den Nahr-
stofftransport nur in eine Richtung zulassen. Um diese Figenschaften ge-
wéhrleisten zu konnen, sind neben den Zellmembranen die Zell-Zell-Ver-
bindungen von entscheidender Bedeutung. Diese Verbindungen werden in
unterschiedliche Klassen unterteilt. Man spricht von undurchlissigen Ver-
bindungen, die durch , Tight Junctions“ realisiert werden, von Ankerverbin-
dungen, die durch Aktin- oder Intermediérfilamenten mit Hilfe von Proteinen
gebildet werden, und von kommunizierenden Verbindungen wie z.B. ,Gap
Junctions“[5].



14 Grundlagen
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Abbildung 2.10: Unterschiedliche Zellverbindungen von Epithelzellen [5].

Tight Junctions

Tight Junctions bilden eine undurchléssige Verbindung zwischen den Zell-
membranen benachbarter Epithelzellen und sind mit den Aktinfilamenten
der Zellen verbunden. Sie bilden eine Barriere und verhindern, dass Trans-
portproteine von der basolateralen zur apikalen Seite gelangen kénnen und
ermoglichen damit einen gerichteten Transport.

Die Tight Junctions werden durch verschiedene Transmembranproteine
gebildet. Die Gruppe der Claudine umfasst dabei eine Familie von mindes-
tens 24 unterschiedlichen Proteinen und es wird vermutet, dass sie maf3-
geblich fiir die Struktur der Bindung verantwortlich sind und auflerdem die
Tonenselektivitat des parazelluldren Transports bestimmen. Die meisten bio-
chemischen Wechselwirkungen der Occludine sind noch unbekannt, aber es
kann davon ausgegangen werden, dass sie unter anderem das Eindringen von
Neutrophilen regulieren [25].

Ankerverbindungen

Die Zellmembranen der Epithelzellen allein kénnten den dufleren mechani-
schen Beanspruchungen nicht standhalten. Dafiir sind Ankerverbindungen
erforderlich, die Kréafte auf benachbarte Zellen verteilen, indem sie an Aktin-
oder Intermediérfilamente binden. Die Cytoskelettfilamente von nebeneinan-
der liegenden Zellen interagieren dabei iber Adhésionsverbindungen. Diese
liegen direkt unter den Tight Junctions und bilden eine Art Giirtel um die
Epithelzellen. Die Bindung erméglichen dabei Cadherine, die iiber Anker-
proteine mit dem Cytoskelett verbunden sind. Es wird vermutet, dass die
Bildung der Tight Junctions erst moglich ist, wenn sich zuvor Adhésions-
verbindungen gebildet haben.

Desmosomen gehoren zu den Adhésionsverbindungen und verbinden die
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Intermediérfilamente von unterschiedlichen Zellen miteinander. Auf diese
Weise entsteht ein Netz aus seilartigen und zugleich sehr zugfesten Filamen-
ten. Bei Ankerverbindungen, die iber Integrine Zellen und deren Aktinfila-
mente an die extrazellulare Matrix binden, spricht man von Fokaladhdsion.
Hemidesmosomen sind wie die Desmosomen mit den Intermediérfilamenten
verkniipft. Sie verbinden aber nicht einzelne Zellen, sondern die Unterseite
von Epithelzellen mit der Basallamina [5].

Gap Junctions

Benachbarte Zellen kommunizieren iiber Gap Junctions miteinander. Dabei
bilden Kanalproteine ca. 2-4 nm breite Verbindungen, die so den Transport
von lonen, Zucker, Aminosduren, Nucleotiden, Vitaminen und intrazellula-
ren Signaliibertragern direkt vom Cytoplasma einer Zelle ins Cytoplasma
einer anderen Zelle ermoglichen. Die Gap Junctions bilden also eine me-
tabolische und elektrische Verbindung, verhindern aber den Austausch von
Makromolekiilen wie Proteinen, Nucleinsduren und Polysacchariden [5].

2.2.4 Mechanische Eigenschaften lebender Zellen

Die mathematischen Grundlagen der Beriihrung elastischer Korper gehen
auf H. Hertz zuriick. Dabei beschreibt er den Kontakt zwischen zwei ge-
wolbten Fléachen bzw. zwischen einer Kugel und einer Ebene [26]. Bei Elas-
tizitdtsmessungen an Zellen mit Hilfe eines Cantilevers muss jedoch die Form
des Kraftsensors beriicksichtigt werden. Ein Kontaktmodell fiir pyramidale
Cantilever ldsst sich mit numerischen Methoden entwickeln [27, 28]. Leo-
nenko et al. beschreiben die Spitze des Cantilevers in Abhéngigkeit von der
Eindringtiefe h. Dabei betrachten sie diese fiir 0 < A < 10 nm naherungs-
weise als Halbkugel [29]. Damit folgt fur das Elastizitdtsmodul

Frugel = —— .

4\/E h3/2

Fir 10 nm < h < 300 nm betrachten sie die Spitze als Kegel, dessen halber
Offnungswinkel sich linear von a; = 25° bis as = 45° dndert:

V2 F
tan o b2’
Sinkt die Spitze noch weiter in die Zelle ein, bleibt der halbe Offnungswinkel
konstant bei dem Wert ao. Mit diesem Ansatz ist es moglich, das Elastizi-
tdtsmodul der Zelle in Abhéngigkeit der Eintauchtiefe zu bestimmen.

(2.11)

Ekegel = (2.12)

2.2.5 Endocytose

Kleine Molekiile wie Ionen, Aminoséduren und Zucker gelangen mit Hilfe
von Kanélen, Ionenpumpen oder Carriern ins Innere einer Zelle. Bei Makro-
molekiilen scheiden diese Transportwege aus, sie kénnen nur von der Zelle



16 Grundlagen

aufgenommen werden, indem sie von der Zellmembran umschlossen und ab-
geschniirt werden. Diesen Vorgang nennt man Endocytose. Man unterschei-
det jedoch zwischen vielen unterschiedlichen Arten bzw. Mechanismen der
Endocytose.

Die Phagocytose beschreibt die Aufnahme von grofien Partikeln wie Bak-
terien oder toten Zellen. Man unterteilt sie in vier Schritte. Im ersten Schritt
muss der Partikel erkannt werden, das geschieht im Fall von Bakterien durch
das Andocken von Antikérpern, die das Bakterium markieren und auf diese
Weise die Phagocytose durch Makrophagen induzieren. Binden die Makro-
phagen an ein markiertes Bakterium, werden im zweiten Schritt GTPasen
aktiviert, die das Cytoskelett stimulieren und auf diese Weise eine Neu-
anordnung der Aktinfilamente um das Bakterium herum einleiten. Ist die-
ser Vorgang abgeschlossen und das Bakterium vollstandig von einer Mem-
bran umgeben, spricht man von einem Phagosom, das im dritten Schritt
an Mikrotubuli ins Zellinnere beférdert wird. Dort werden einzelne Teile
des Phagosoms entfernt und durch Lysosomen ersetzt, wodurch die meis-
ten eingeschlossenen Partikel im letzten Schritt in ihre Grundbausteine wie
Aminosauren, Monosaccharide und Lipide zersetzt werden [6].

2.3 Nanopartikel

Die Frage, ab wann von einem Nanopartikel gesprochen wird, ist noch nicht
eindeutig geklart. In der Regel wird aber der Terminus so verstanden, dass
ein Teilchen in mindestens einer Dimension eine Kantenlinge < 100 nm
haben muss. Die im Rahmen des BMBF-Projekts NanoCare untersuchten
Nanopartikel sind fast ausschlielich Metalloxide, aufgrund ihrer groflen Re-
levanz und Verbreitung. Die jahrliche Produktion von nanoskaligen Metal-
loxiden liegt mittlerweile im Bereich von mehreren Millionen Tonnen pro
Jahr [30]. Diese Zahlen verdeutlichen auf der einen Seite eindrucksvoll die
Wichtigkeit dieser Partikel und die damit verbundenen neuen Moglichkeiten.
Auf der anderen Seite zeigen sie jedoch auch, dass eine genaue Untersuchung
und Einschétzung des Gefahrdungspotenzials unabdingbar ist.

Die Herstellung von nanoskaligen Metalloxiden findet hauptséchlich in
Flammenreaktoren statt, da sie eine gute Prozesskontrolle und eine kostenef-
fiziente Herstellung ermdglichen.

Charakteristisch fiir Flammenreaktoren sind Temperaturen im Bereich
von 1000 °C bis 2400 °C. Die Prakursoren werden dabei pulverformig, fliissig
oder gasférmig in die Brennkammer gegeben. Die Verweildauer im heiflesten
Bereich der Flamme liegt dabei nur zwischen 10 ms und 100 ms. In dieser
Zeit ist die Bildung der Primérpartikel abgeschlossen und reicht von einigen
nm bis zu 500 nm. Anschlieflend l&sst sich nur noch die Gréfie und Form der
Aggregate beeinflussen. Die typische Oberfliche der auf diese Weise herge-
stellten Partikel betriigt bis zu 400 m?/g [31].
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Abbildung 2.11: Herstellung von Nanopartikeln mit Hilfe der Gasphasen-
synthese [7].

2.3.1 Aufnahme in Zellen

Innerhalb weniger Stunden nach dem Einatmen von Nanopartikeln sind diese
in Organen wie der Leber oder dem Herzen nachweisbar [32, [33]. Auflerdem
berichten Oberdorster et al. iiber das Eindringen von nanoskaligen Teilchen
in das zentrale Nervensystem iiber den Riechnerv [34].

Im Abschnitt wurde die Aufnahme groferer Partikel durch Zellen
beschrieben. Bei diesen Prozessen umschliefit die Zellmembran das Teilchen,
das dann in einem Vesikel ins Innere der Zelle gelangt. Nanopartikel hinge-
gen konnen die Zellmembran iiberwinden, ohne von dieser umschlossen zu
werden. Geiser et al. haben, um diese Beobachtung zu bestétigen, Tests
an Makrophagen und Erythrozyten durchgefiihrt. Die Makrophagen dienen
dabei als Modell fir phagozytische Zellen, wihrend die Erythrozyten Zellen
beschreiben sollen, die keine Phagocytose betreiben. Des Weiteren wurde
die Phagocytose der Makrophagen in den folgenden Experimenten mit Cy-
tochalasin D unterbunden. Durch diese Behandlung konnte eine Aufnahme
von 1 um grofien Partikeln unterbunden werden, wiahrend Partikel, die klei-
ner als 0,2 um waren, weiterhin in die Makrophagen eindringen konnten.
Uber die genauen Transportmechanismen bei diesen Prozessen ist bis jetzt
wenig bekannt [33]. Es wird jedoch davon ausgegangen, dass elektrostatische
Wechselwirkungen eine entscheidende Rolle spielen, indem sie die Bindung
zwischen Nanopartikeln und Zellen beeinflussen [35], [36].

2.3.2 Cytotoxizitat

Von besonderem Interesse sind die Mechanismen, die zur Aufnahme von Na-
nopartikeln fithren, und die Frage, ob Nanopartikel eine cytotoxische Wir-
kung haben. Nicht zuletzt aufgrund der Menge an synthetisch hergestellten
und bereits verwendeten Nanopartikeln beschéftigen sich derzeit viele Wis-
senschaftler, unter anderem auch das BMBF-Projekt NanoCare, mit der
Cytotoxizitdat. Fine allgemeingiiltige Antwort zu dieser Fragestellung lasst
sich aber noch nicht geben und bei der Vielzahl an unterschiedlichen Parti-
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keln und Testbedingungen ist der damit verbundene Aufwand &uflerst grof.
Selbst bei der Beschriankung auf einen bestimmten Partikel z.B. Ceroxid
gibt es kontroverse wissenschaftliche Arbeiten zur Cytotoxizitdt. Aus die-
sem Sachverhalt lasst sich schlielen, dass kleine Verdnderungen einzelner
Parameter einen starken Einfluss auf die Ergebnisse haben kénnen. Die ver-
wendeten Nanopartikel haben zwar identische chemische Zusammensetzun-
gen, kénnen aber trotzdem unterschiedlich grofie Oberflichen haben. Park
et al. haben Experimente mit BEAS-2B-, T98G- und HgCs-Zellen durch-
gefiihrt [8]E| Dabei haben sie die Lebensfiahigkeit der drei Zelllinien nach
der Behandlung mit Ceroxid-Nanopartikeln (5 pg/ml) untersucht und nur
bei den BEAS-2B-Zellen eine cytotoxische Wirkung festgestellt, die dabei
auf der Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies beruht (vgl. Abbildung
9.19).
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Abbildung 2.12: Effekt von Ceroxid-Nanopartikeln auf die Lebensfahigkeit
von Zellen [g].

Weiter haben sie festgestellt, dass die Lebensfahigkeit der BEAS-2B-
Zellen nur im geringen Mafle von der Partikelkonzentration abhéngt. So
fithrt eine Erhohung der Konzentration von 20 pg/ml auf 40 pg/ml zu kei-
ner groBeren Cytotoxizitit. Eine Anderung der Partikelgréfen von 15 nm bis
zu 40 nm fithrte ebenfalls zu keiner Verdnderung der Messergebnisse, obwohl
die Anderung der Partikeloberfliche einen wesentlichen Einfluss auf die To-
xizitat hat [37]. Park et al. vermuten, dass die Entstehung von Aggregaten
fiir diesen Effekt verantwortlich ist.

Die Aggregation bzw. die Deaggregation von Nanopartikel-Suspensionen
héngt stark vom pH-Wert und der Ionenkonzentration ab. Bei synthetisch
hergestellten Nanopartikeln liegen diese Parameter aber oft auflerhalb des
physiologischen Bereichs, um die Partikel in Suspensionen zu stabilisieren.
Fiir Versuche an lebenden Zellen sind aber isotonische Kulturmedien mit

'BEAS-2B-Zellen sind Epithelzellen, die aus den Bronchien von Menschen gewonnen
werden. Bei den T98G-Zellen handelt es sich um Fibroblasten aus dem menschlichen
Gehirn und HgCsz-Zellen sind Kardiomyozyten von Ratten.
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einem pH-Wert von 7,4 erforderlich, in denen positive und negative Ionen
und eventuell noch verschiedene Proteine vorhanden sind. In dieser Vielzahl
an Komponenten, die mit den Partikeln wechselwirken kénnen, liegt eine
Schwierigkeit der Nanotoxikologie [9].

(A) i i (B)
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Abbildung 2.13: (A) Die GroBe von ¢50 Nanopartikeln (Carboxylierte und
fluoreszierende Polystyrol-Kiigelchen mit d = 50 nm von Polysciences) bzw.
Agglomeraten in verschiedenen Medien (Phosphate Buffer (PB), Krebs-
Ringer-Buffer (KRB) ohne/mit Bovine Serum Albumin (BSA)) wurde mit
Hilfe von Dynamic Light Scattering (DLS) und Analytical Ultracentrifu-
gation (AUC) bestimmt. (B) Das (-Potenzial der Partikel in den gleichen
Medien [9].

Schulze et al. haben die Groflen von ¢50 Nanopartikeln in verschiedenen
Medien bestimmt. Abbildung zeigt, dass die verwendeten Partikel in
Krebs-Ringer-Puffer Agglomerate mit einer Gréfie von iiber 3000 nm bilden.
Gleichzeitig zeigt das (-Potenzial eine grofie nicht-lineare Zunahme. Verant-
wortlich fiir die Agglomeratbildung sind Ca?*-Ionen. Dabei wechselwirken
die deprotonierten Carboxylgruppen, der elektrostatisch stabilisierten Na-
nopartikel, mit den Calcium-Ionen. Durch Hinzufiigen von Albumin lésen
sich die Agglomerate. Eine erneute Bestimmung der Gréfe fiihrt zu Nano-
partikeln mit einem Durchmesser von 70 nm, was darauf schlielen lasst, dass
die Partikel von einer Proteinhiille umgeben sind. Diese Hiille stabilisiert die
c50-Teilchen [9].

Wie bereits erwéihnt, wird die Cytotoxizitéit kontrovers diskutiert. Schu-
bert et al. haben die Zelllinie HTQﬂuntersuCht, die durch die endogene
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies sterben. Glutathion (GSH) ist
ein Peptid und zdhlt zu den Antioxidantien der Zelle. In Gegenwart von
Glutaminsdure wird die Aufnahme der essentiellen Aminosdure Cystin ge-
blockt, die der Hauptbestandteil von GSH ist. Durch diesen Prozess kommt
es zum programmierten Zelltod, der Oxytose genannt wird. Die Oxytose er-
fordert die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies durch Mitochondrien

2Die Zelllinie Ht22 wird aus dem Nervensystem von Nagern gewonnen.
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und die Einfuhr von Calcium. Schubert et al. haben untersucht, ob Nanopar-
tikel einen Einfluss auf den durch Glutaminséure induzierten Zelltod haben
[38]. Dabei haben sie unter anderem Ceroxid untersucht, das aufgrund seiner
Redoxchemie fiir katalytische Prozesse interessant ist und kommen zu dem
Ergebnis, dass bei 6 nm - 1000 nm grofien Ceroxidpartikeln nur die Partikel
mit einem Durchmesser von d = 1 pum (20 pg/ml) zu einer deutlich erhéhten
Sterblichkeit der HT22-Zellen nach 20 h fithren.



Kapitel 3

Experimenteller Aufbau und
verwendete Materialien

3.1 AFM

Das wichtigste Instrument, um die Wechselwirkungen zwischen Nanopar-
tikeln und Zellen untersuchen zu koénnen, ist das AFM. Dieses ermoglicht
kraftspektroskopische Messungen bis in den Bereich weniger pN.
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Abbildung 3.1: Verwendeter Messaufbau und Aufbau des AFM-Kopfes vgl.
[10].
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Gleichzeitig sind Abbildungen bis in den Subnanometerbereich méglich.
Das verwendete Rasterkraftmikroskop ist ein MFP-3D-BIO™™ (Asylum Re-
search, Santa Barbara, USA) mit einem erweiterten z-Piezo (35 pm Hub).
Der closed loop xy-Scanner hat einen Scanbereich von 90 um und ist far
biologische Untersuchungen auf einem inversen Mikroskop installiert. Fiir
Messungen an lebenden Zellen wurde der Petri Dish Heater’™ von Asylum
Research verwendet, der eine Temperierung der Probe auf 37 °C erlaubt.
Die Verbiegung des Cantilevers wird mit Hilfe einer superlumineszierenden
Diode gemessen, die im Wellenldngenbereich von A = 860 nm emittiert.

Die MFP-3D-Software ist in IGOR Pro (WaveMetrics, Lake Oswego,
USA) integriert. Benutzt wurden die Versionen IGOR Pro 6.03, 6.03A und
6.04. Zu Beginn dieser Arbeit gab es noch keine in die Software integrierte
Methode, um Messungen im Force Volume Mode durchzufiihren. Aus diesem
Grund wurde aktiv an der Erprobung von Beta-Versionen teilgenommen
und Fehler zuriickgemeldet. Die Testphase endete mit der stabil laufenden
Version ,MFP3D 080501+0410“ von Asylum Research.

3.1.1 Cantilever
Fiir Abbildungen an Luft und im Tapping-Mode wurden die Silizium-Canti-

lever Tap300 (Budget Sensors, Sofia, Bulgarien) verwendet. Die Abbildung
3:2] zeigt die MaBie der Sensoren.
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Abbildung 3.2: Abmessungen des Silizium-Cantilevers Tap300 von Budget
Sensors [11].

Der Hersteller gibt fiir die Resonanzfrequenz f und die Federkonstante
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k die folgenden Werte an

f=2300KkHz+100 kHz 20 N/m < k < 75 N/m. (3.1)

Fiir alle kraftspektroskopischen Messungen wurden die Siliziumnitrid-
Cantilever NP (Veeco Probes, Camarillo, USA) verwendet. Diese sind v-
formig und an jedem Tragerchip befinden sich vier Cantilever mit unter-
schiedlichen Federkonstanten. Im Vergleich zu den Tap300 Spitzen sind diese
wesentlich weicher, um auch kleinere Kréfte detektieren zu kénnen. Tabelle
[3.1] gibt die wichtigsten Kenngrofien der Kraftsensoren wieder.

Form Lénge [ [pm] Breite w [pm]
Nom. | Min. Max. Nom. | Min. Max.
A) 115 100 130 25 20 30
B) 196 180 212 41 33 49
C) 115 100 130 17 13 21
D) 196 180 212 23 18 28
Resonanzfrequenz f [kHz| | Federkonstante k& [N/m]
A) | 57 | 40 75 058 | 03 1,2
B) | 20 | 14 26 0,12 | 0,06 | 0,024
C) o6 40 75 0,32 | 0,16 0,64
D) | 18 | 12 24 0,06 | 0,03 | 0,12

Tabelle 3.1: Kenngrofien der NP-Cantilever von Veeco vgl. [39]

Die Spitze selber hat eine pyramidale Form, ist ungefihr 3 um lang und
hat einen Offnungswinkel von 70°. Um die Reflektivitit und damit das Signal
der Cantilever zu erhéhen, sind sie auf der Oberseite mit Gold beschichtet.

3.2 Nanopartikel

Im Projekt NanoCare befindet sich eine Vielzahl von unterschiedlichen Na-
nopartikeln, die eine grofle Bedeutung fiir die Industrie haben. Darunter
sind: TiOgz, Carbon Black, CeOz, Bohmit (AIOOH), ZrOz, ZnO, BaSOy,
SrCO3 und Hydroxylapatit. Aufgrund der zeitintensiven Praparationen und
Messungen war eine Einschréinkung auf TiO9 und vier verschiedene Ceroxide
erforderlich.

3.2.1 Nanopartikel

Die Ceroxide CeO2 Mod. A (CH000440 - PR 000450), CeO2 Mod. B (CH000
441 - PR 000458), CeOy Mod. C (CH000442 - PR 000472), CeOs Mod. D
(CH000443 - PR 000480) und das Titanoxid TiOy P25 (LO-000382) wurden
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von Evonik Industries zur Verfiigung gestellt. Thre Eigenschaften sind in
Tabelle [3:2] zusammengefasst.

CGOQ A. ‘ CeOg B. ‘ CGOQ C. ‘ CeOQ D. ‘ T102
Teilchenstruktur kristallin
Oberfliche [m?/g] 63 44 38 63 52
pH-Wert 6,2 5,4 3,4 3,4
Partikelgrofie [nm] ~ 27 22

Tabelle 3.2: Eigenschaften der verwendeten Nanopartikel. Der angegebene
pH-Wert stellt sich mit 4% Partikeln in Wasser ein.
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Abbildung 3.3: Die linke Abbildung zeigt eine TEM-Aufnahme von Ceroxid
Mod. A-Nanopartikeln (mit freundlicher Genehmigung von Evonik Indus-
tries), wahrend auf der rechten Seite Ceroxid Mod. D-Nanopartikel mit Hilfe
eines AFMs abgebildet wurden.

3.2.2 Herstellung von Suspensionen

Die Massenkonzentrationen von Stammsuspensionen liegen in der Regel zwi-
schen 1 g/l und 10 g/1. Die Testsubstanz wird in ein Schnappdeckelglas mit
einem Fassungsvermoégen von 10 ml eingewogen und mit héchstens 6 ml ei-
nes geeigneten Losungsmittels bei 900 U/min geriihrt. AnschlieBend kann ein
Teil der Suspension zur Herstellung von verdiinnten Suspensionen entnom-
men werden. Vor der Charakterisierung missen diese fur 24 h mit 900 U/min
gerithrt werden.

Zur Charakterisierung von Suspensionen wird die folgende Grofienein-
teilung definiert: Ultrafein-Anteil (< 100 nm), Feinanteil (100 nm - 1 pm)
und Agglomerate (> 1 pm) [40].
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3.2.3 Fixierung der Nanopartikel

Um die Nanopartikel an den Kraftsensoren zu immobilisieren, wurde der
Zweikomponenten-Klebstoff UHU plus endfest 300 auf Epoxidharz-Basis
verwendet. Dieser Klebstoff hat eine Tropfzeit von 2 h und hértet bei Raum-
temperatur innerhalb von 12 h aus. Die Festigkeit betragt bei diesen Bedin-
gungen 1200 N/cm? [41].

3.3 Zellen

Fir die Messungen an Zellen wurde die Zelllinie RLE-6TN (ATCC-LGC
Standards, Wesel, Deutschland) verwendet. Dabei handelt es sich um Al-
veolar Typ II Zellen aus den Lungen von 56 Tage alten Fischer 344 Ratten,
die mit Hilfe einer Pronase-Losung isoliert und anschliefend kultiviert wer-
den koénnen [42].

100 120 140 160 180

pm

Abbildung 3.4: Phasenkontrastbild einer Lungen-Epithelzelle (RLE-6TN) in
einer Petrischale mit Glasboden.

3.3.1 Praparation

Zur Subkultivierung der Zellen wird das alte Kulturmedium entnommen und
mit 2 ml PBS-Puffer gespiiltEl, um Reste des Trypsin-Inhibitors, der sich im
Serum befindet, zu entfernen. Anschliefend wird die Zellschicht durch die
Zugabe von 1 ml Trypsin/EDTA (Lonza, Verviers, Belgien) gelost (~ 5 min
- 10 min) und 0,1 ml dieser Lésung werden zu 5 ml Kulturmedium gegebenEl
Fiir eine dauerhafte Kultivierung werden Kulturflaschen verwendet und bei
37 °C und 5% COq gelagert.

'PBS-Puffer BioChemika (Sigma-Aldrich, Buchs, Schweiz): 1 Tablette in 200 ml HoO
enthélt 137 mM NaCl, 10 mM Phosphat Puffer Losung (pH 7,4 bei 25 °C).

?Das Kulturmedium besteht aus RPMI 1640 (Lonza,Verviers, Belgien) und 10% FBS
Gold (PAA, Pasching, Osterreich).
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Fir alle kraftspektroskopischen Messungen an Zellen wurden WillCo-
dish™ GWSt-5040 [43] mit 2,5 ml RPM verwendet und auf 37 °C geheizt.
Diese Petrischalen haben einen Glasboden mit einem Durchmesser von 40
mm. Fiir eine bessere Warmeiibertragung zwischen dem Petri Dish Heater
und den Petrischalen wurde ein diinnfliissiges Immersionsol benutzt.

3Zellkulturmedium mit einem Hydrogencarbonat Puffer und L-Glutamin, das am Ro-
swell Park Memorial Institute entwickelt wurde [44].



Kapitel 4

Ergebnisse und Auswertung

4.1 Funktionalisierung von Cantilevern mit Nano-
partikeln

Um die Wechselwirkungen zwischen Nanopartikeln und Zellen untersuchen
zu konnen, ist es erforderlich, die Kraftsensoren mit Nanopartikeln zu funk-
tionalisieren. An die Funktionalisierung werden dabei verschiedene Anfor-
derungen gestellt. Zum einen sollte die Methode universell fiir alle Partikel
einsetzbar sein, damit eine Vergleichbarkeit der Messungen gewéahrleistet ist
und zum anderen sollte sichergestellt sein, dass wiahrend der Messung nicht
Teile des unmodifizierten Cantilevers mit der Zelle in Kontakt kommen,
sondern nur die zu untersuchenden Nanopartikel.

Gelungen ist das mit einem Ansatz, den Q. K. Ong und I. Sokolov
beschreiben [12]. Dabei wird zuerst eine kleine Menge eines Epoxidharz-
Klebers auf die Spitze des Kraftsensors aufgetragen und dieser anschliefend
in Kontakt mit einem Aggregat aus Nanopartikeln gebracht.

4.1.1 Funktionalisierung von Cantilevern mit einem Epoxid-
harz-Kleber

Der erste Schritt bei der Funktionalisierung eines Cantilevers besteht darin,
eine passende Menge eines Epoxidharz-Klebers auf die Spitze des Kraftsen-
sors aufzutragen. Wird zu wenig Kleber verwendet, ist keine sichere Ver-
bindung gewahrleistet. Bei einer zu grofien Menge hingegen veréndern sich
die mechanischen Eigenschaften des Sensors und es ist moglich, dass sich
die Verbiegung des Cantilevers nicht mehr messen lasst, wenn die Obersei-
te des Sensors mit einer dicken Schicht Epoxidharz bedeckt ist. Es ist also
von entscheidender Bedeutung, die Bewegung des Cantilevers und damit die
aufgetragene Menge Epoxidharz bei diesem Arbeitsschritt moglichst genau
kontrollieren zu kénnen. Reproduzierbare Ergebnisse und eine gute Prozess-
kontrolle sind moglich, wenn der Cantilever mit Hilfe des AFMs an einen
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Klebstofftropfen angenahert und dieser Vorgang gleichzeitig mit Hilfe eines
inversen Mikroskops beobachtet wird. Der Klebstofftropfen sollte dabei nicht
grofler als einige um sein. Nahert man die Spitze im Tapping-Mode an, mit
einem Setpoint, der nur 10 % - 20 % kleiner ist als die freie Amplitude, bleibt
kein Epoxidharz am Kraftsensor haften. Das geschieht erst, wenn die Spitze
anschlieBend fiir einige Sekunden mit dem Epoxidharz-Kleber in Kontakt
kommt (Wechsel in den Contact-Mode). Wird der Cantilever anschlielend
zuriickgezogen, ldsst sich durch das Mikroskop beobachten, dass der Kraft-
sensor haften bleibt, sich stark verbiegt und erst dann den Kontakt zum
Epoxidharz verliert.
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Abbildung 4.1: Eintauchen eines Siliziumnitrid-Cantilevers in 1) Epoxidharz
und anschliefendes Annéhern an ein 2) TiO92-Aggregat.

Anschlieflend ist es wichtig, den Epoxidharz-Kleber antrocknen zu las-
sen. Bei zu flissigem Harz ist es moglich, dass ein angeklebtes Aggregat
aus Nanopartikeln einsinkt und vollstédndig von einer diinnen Schicht des
Klebstoffs umgeben ist. In diesem Fall wiirden aber nicht mehr die Wechsel-
wirkungen zwischen den Metalloxid-Nanopartikeln und Zellen untersucht,
was unter Umsténden zu falschen Schlussfolgerungen fithren kénnte.

Um Nanopartikel-Aggregate an den Spitzen der Kraftsensoren zu immo-
bilisieren, miissen die Partikel zuerst auf einen Glasobjekttréager aufgetragen
werden. Dazu konnen die pulverformigen Metalloxide direkt verwendet wer-
den. Alternativ besteht die Moglichkeit, zuerst eine Suspension herzustellen,
um eine homogenere Groflenverteilung der Aggregate zu erhalten (die Her-
stellung wird in Abschnitt beschrieben). Das Ankleben eines geeigneten
Partikels bzw. Aggregats erfolgt dann auf &hnliche Art und Weise wie das
Auftragen des Epoxidharzes. Der Cantilever wird mit Hilfe des AFMs ange-
néhert, wahrend der Vorgang mit dem Mikroskop beobachtet wird. Bei der
Auswahl eines geeigneten Aggregats konnen verschiedene Strategien zum
Erfolg fithren. Moéglichst kleine Aggregate sind prinzipiell vorzuziehen, er-
schweren aber die Befestigung an der Spitze des Sensors. Klebt das kleine
Aggregat an der Seite der Spitze und bildet nicht den tiefsten Punkt, ist der
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Cantilever unbrauchbar. Grofie Aggregate sind leicht an die Spitze zu kle-
ben, haben am tiefsten Punkt jedoch selten einen einzelnen Primarpartikel,
sondern bilden eine Spitze, die iiber die Abmessungen eines Nanopartikels
hinausgehen und sind deshalb nicht von Interesse. Das Annéhern in grofiere
Agglomerate kann jedoch ebenfalls zum Erfolg fithren, wenn beim Zurtick-
ziehen des Cantilevers nur ein kleines Aggregat an der Spitze hidngen bleibt.
Bei dieser Methode fehlt zwar die direkte optische Kontrolle, die man beim
Ankleben eines kleinen Aggregats hat, aber eine Massendnderung des Kraft-
sensors lisst sich iiber eine Anderung der Resonanzfrequenz erkennen. Der
Klebevorgang selber hédngt davon ab, wie viel Epoxidharz an der Spitze haf-
tet, wie lange das Harz antrocknen konnte und wie fest das Aggregat auf
dem Glasobjekttrager gebunden ist. Deshalb binden einige Aggregate schon
nach dem Annédhern im Tapping-Mode, wihrend andere erst an der Spitze
kleben, nachdem sie mit Hilfe der Mikrometerschrauben des xy-Tisches an
die Spitze des Cantilevers, der sich in Kontakt mit dem Glasobjekttrager
befindet, geschoben wurden.

4.1.2 Charakterisierung der Cantilever

Ist das Epoxidharz vollstindig ausgehértet, ldsst sich mit Hilfe eines Ras-
terelektronenmikroskops (REM) die Grofie und Position des angeklebten
Aggregats iiberpriifen.

Ultraschallbad >

TiO, - Aggregate 4im

Abbildung 4.2: Kontrolle der einzelnen Préparationsschritte eines Silizium-
nitrid-Cantilevers mit Hilfe eines Rasterelektronenmikroskops.

Erschwert wird das Abbilden durch die schlechte Leitfadhigkeit der Canti-
lever, die aus SigN4 bestehen. Eine Beschichtung mit Gold wiirde die Leitfa-
higkeit erh6hen, aber auch gleichzeitig die spatere Verwendung des Kraftsen-
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sors verhindern. Aus diesem Grund eignet sich das REM nicht um die Geo-
metrie des Aggregats an der Spitze des Cantilevers aufzulésen. Es ldsst sich
auf diese Weise also nicht entscheiden, ob ein einzelner Primérpartikel die
Spitze des Kraftsensors bildet. Trotzdem bietet es eine einfache und schnelle
Moglichkeit die Qualitiat der Spitze nach verschiedenen Arbeitsschritten zu
kontrollieren.

Alle Cantilever, an deren Spitze ein Aggregat klebt, kommen anschlie-
Bend in ein mit Milli-@QQ Wasser gefiilltes Ultraschallbad. Dabei werden Par-
tikel, die nicht fest gebunden sind, vom Kraftsensor gelost. Im Idealfall ver-
bleibt ein kleines Aggregat am Cantilever. Es ist jedoch auch moglich, dass
bei zu grofler Intensitdt des Ultraschallbads der Siliziumnitrid-Cantilever
vom Tragerchip abgetrennt wird oder das ganze Aggregat von der Spitze
gelost wird. Eine erneute Abbildung mit dem REM ist also zwingend erfor-
derlich. Die exakte Spitzengeometrie l&sst sich dann bestimmen, indem der
zu untersuchende Cantilever ins AFM eingebaut wird und das inverse Gitter
TGT1 (NT-MDT, Selenograd, Russland) scannt.

Metalloxid-Nanopartikel
3um

v
Inverses Gitter (TGT1 — NT-MDT)

Abbildung 4.3: Charakterisierung der Spitzengeometrie mit Hilfe eines in-
versen Gitters (TGT1 NT-MDT).

Wie in Abbildungzu erkennen ist, hat der Cantilever einen Offnungs-
winkel von 70°, withrend die Spitzen auf dem inversen Gitter einen Offnungs-
winkel von nur 30° haben. Auflerdem sind sie wesentlich schérfer als die ver-
wendeten Kraftsensoren und fiir ihre Lange gilt: lgitter = loantilever = 1/8.
Beim Scannen stéfit also die Flanke des Cantilevers gegen eine Spitze des
Gitters und wird anschliefend iiber diese hinweg bewegt. Der Offnungswinkel
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im Scan ist also gerade der des Kraftsensors, wahrend die Spitzengeometrie
eine mathematische Faltung aus Gitter und Probe beschreibt. Mit der Soft-
ware Scanning Probe Image Processor 4.6.0 (Image Metrology, Horsholm,
Déanemark) ist es moglich, die Faltung aus dem Bild herauszurechnen und
die tatsédchliche Gestalt des Cantilevers zu ermitteln.

Damit die Berechnungen in SPIP zuverléssige Daten liefern, miissen meh-
rere Dinge beachtet werden. Zum einen muss das Testgitter sauber und frei
von Riickstdnden sein und die Spitzen sollten scharf und unbeschéidigt blei-
ben, um auch bei zukiinftigen Messungen verléssliche Daten zu liefern. Die-
se Bedingungen beschrinken das Einsatzgebiet eigentlich auf Messungen in
Trockenheit (das Gitter bleibt sauberer), die im Tapping-Mode (die Spit-
zen des Gitters werden nicht so schnell beschidigt) durchgefiihrt werden.
Beides ist mit den langen und weichen Veeco NP-Cantilevern, die fiir kraft-
spektroskopische Messungen ausgelegt sind, nicht moglich. Bei Messungen
mit weichen Kraftsensoren im Tapping-Mode kann die Adhésion grofler als
die Riickstellkraft des schwingenden Cantilevers werden und fiihrt so zum
Héngenbleiben des Sensors und zur Entstehung von Bildfehlern. Ein diinner
Wasserfilm auf Oberflichen, der fiir eine starke und anziehende Meniskus-
kraft zwischen Probe und Spitze verantwortlich ist, verhindert Messungen
in Trockenheit, da weder die funktionalisierten Cantilever noch das inverse
Gitter grofleren Belastungen ausgesetzt werden sollen.

Ceroxid Mod.B - Nanopartikel

Titanoxid P25-
Nanopartikel

Abbildung 4.4: Funktionalisierte Siliziumnitrid-Cantilever, deren Spitze aus
einzelnen Nanopartikeln besteht.

Der einzige Modus, in dem Abbildungen moglich sind, ist folglich der
Contact-Mode in Fliissigkeit. Beim Verdunsten des Milli-Q Wassers auf dem
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Testgitter sammeln sich auf diesem jedoch deutlich mehr Riickstande, als bei
Messungen in Trockenheit. Der grofite Nachteil des Contact-Modes ist jedoch
der direkte Kontakt zwischen Spitze und Probe und die damit verbundenen
Kréfte. Dadurch kénnen einzelne Priméarpartikel wahrend des Scans abbre-
chen. Das flihrt nicht nur zu Abbildungsfehlern, sondern &ndert auch die tat-
séchliche Spitzengeometrie und macht die laufende Messung unbrauchbar.
Es sollte daher bei moglichst kleinen Verbiegungen des Cantilevers gescannt
werden, um die wirkenden Kréfte gering zu halten. Aus diesem Grund und
damit der Kraftsensor bei den steilen Strukturen bzw. harten Kanten nicht
den Kontakt zur Probe verliert, ist eine Reduktion der Scangeschwindig-
keit erforderlich, so dass eine Abbildung mit der Kantenldnge von 5 um X
5 um ungefdhr 1 h beansprucht.

Um die tatsdchliche Spitzengeometrie mit SPIP berechnen zu kénnen,
sind storungsfreie Bilder erforderlich. Die Charakterisierung von Cantilevern
mit einem inversen Gitter ist somit sehr zeitintensiv und fithrt trotzdem in
einigen Féllen zum Abbrechen des angeklebten Aggregats. Abbildung
zeigt die Geometrie eines Ceroxid Mod. D-Aggregats an der Spitze eines
Siliziumnitrid-Cantilevers.

4.1.3 Nachweis eines einzelnen Ceroxid-Nanopartikels mit
Hilfe des pH-Werts

Wenn weder das Elektronenmikroskop noch Abbildungen mit dem inversen
Gitter Aufschluss dariiber geben koénnen, ob ein einzelner Ceroxid-Nano-
partikel die Spitze eines Cantilevers bildet, kann dieser Nachweis mit Hilfe
von kraftspektroskopischen Messungen bei verschiedenen pH-Werten erfol-
gen [12].

Als Probe wird ein Stiick eines Silizium-Wafers benutzt, das bei einem
pH-Wert > 3 negativ geladen ist [45]. Bei niedrigen pH-Werten zeigt die An-
néherung des Cantilevers einen attraktiven Bereich kurz vor dem Erreichen
der Oberflache. Bei hoheren pH-Werten wird diese Wechselwirkung repulsiv.
Aus dem Ubergang zwischen attraktivem und repulsivem Bereich ergibt sich
der isoelektrische Punkt des Ceroxids.

Ong et al. haben gezeigt, dass die Adhésion von CeOs-Nanopartikeln auf
Silizium bei einem pH-Wert von 7 minimal wird. Ein 2-Komponentenkleber
auf Epoxidharzbasis hat ein Minimum bei einem pH-Wert von 5, Silizium-
nitrid besitzt kein Minimum und groflere Ceroxid-Partikel zeigen keine pH-
Abhéngigkeit. Dariiber hinaus betonen sie, dass die Absolutwerte unter-
schiedlicher Proben stark variieren. Die relative Abhéngigkeit vom pH-Wert
ermoglicht aber eine Unterscheidung zwischen Ceroxid, Siliziumnitrid und
Epoxidharz.

Insbesondere organische Verunreinigungen des Siliziums fithren zu einer
signifikanten Vergréflerung der Adhésion zwischen Cantilever und Probe.
Eine Reinigung im Sauerstoffplasma hingegen fithrt dazu, dass in einem Teil
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Abbildung 4.5: Adhésion zwischen SiOy und verschiedenen Materialien in

Abhéngigkeit des pH-Werts. In Abbildung (a) ist die Adhésion auf den ef-
fektiven Spitzenradius normalisiert [12].

der Kraftdistanzkurven gar keine Adhésion mehr messbar ist. Bei Messungen
im Force Volume Mode mit 15 x 15 Datenpunkten iiber 2 pm x 2 um zeig-
ten nur gut die Halfte der Kurven Adhésion und der Mittelwert fir Faqnasion
lag bei 80 pN. Nach 24 h wurde die Messung wiederholt und Fagnssion hatte
einen Wert von 1200 pN.
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Abbildung 4.6: Adhésion zwischen SiOs und einem mit CeOs funktionali-
sierten Cantilever.

Um nicht die Wechselwirkungen zwischen Verunreinigungen und Canti-
levern zu untersuchen, sondern die Kréafte zwischen SiOy und CeQOs9, wurde
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vor jeder Messreihe das Silizium im Sauerstoffplasma gereinigt. Ein weiterer
Vorteil dieser Behandlung ist, dass die Kontamination der Kraftsensoren mit
organischen Verunreinigungen moglichst klein gehalten wird.

Abbildung [4.6] zeigt typische Kraftdistanzkurven bei unterschiedlichen
pH-Werten. Der verwendete Cantilever ist mit Ceroxid Mod. D funktiona-
lisiert. Fiir eine bessere Visualisierung sind die einzelnen Kurven vertikal
verschoben, d.h. die angegebenen Werte sind relativ zu verstehen. Auffillig
ist das Verschwinden der Adhésion bei den pH-Werten 6 und 7. Nach Ong et
al. ist das ein Indiz fiir eine nanoskalige Spitze aus Ceroxid. Fiir pH-Werte
zwischen 5 und 8 sind in den Kraftdistanzkurven langreichweitige repulsive
Kréfte sichtbar. Dieses Phénomen lédsst sich mit den Ionenkonzentrationen
der Losungen erklaren. Fiir die Testreihe wurden Losungen mit pH-Werten
zwischen 4 und 9 hergestellt, die aus Milli-QQ Wasser und Salzsdure bzw.
Natronlauge bestanden. Wie bereits erwéhnt, hat Silizium in wéssrigen Lo-
sungen mit pH-Werten > 3 eine negative Oberflaichenladung, die auf den
sauren Eigenschaften der Silanol-Gruppen beruht

SiOH — SiO~ + H™. (4.1)

Bei niedrigeren pH-Werten kann die natiirliche Siliziumoxidschicht durch
die Reaktion

SiOH + H" — SiOH, (4.2)

eine positive Oberflachenladung annehmen [15]. In wéssriger Losung treten
deshalb in der Néahe der geladenen Oberfliche vermehrt Gegenionen auf und
bilden eine elektrische Doppelschicht. Die Gouy-Chapman Theorie [46], [47]
beschreibt die Wechselwirkungen der Ionen und liefert unter der Annahme,
dass das Potenzial ¢y an der Oberflache klein ist, das Resultat

b(z) = o - e /D (4.3)

Dabei beschreibt ¢(x) das Potenzial an der Stelle  und Ip den Abstand, in
dem das Potenzial auf den 1/e-Teil von ¢y abgefallen ist. Die Debye-Lénge
ist gegeben durch

1 |eeRT
Ip=—1/ ) 4.4
P=TF 2c (44)

F' ist hier die Faraday-Konstante, e die Dielektrizitdtskonstante der Losung,
€o die elektrische Feldkonstante, R die Gaskonstante und c die Konzentra-
tion des Elektrolytenﬂ Aus dieser Gleichung folgt, dass die Debye-Lénge
mit 1/4/c von der Konzentration der Ionen abhéngt [48]. In Milli-Q Wasser
und bei neutralem pH-Wert (ohne Zugabe von Séure oder Base) nimmt die
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Abbildung 4.7: pH-Abhéngigkeit der Adhésion auf SiOg fiir drei mit CeOq
Mod. D funktionalisierte Cantilever und einen Kraftsensor mit Epoxidharz.

Debye-Lange grofle Werte an und in den Kraftdistanzkurven ist eine lange
repulsive Wechselwirkung zwischen Silizium und Ceroxid zu sehen.

Die Abbildung [£.7] zeigt die Adhésion verschiedener Cantilever in Ab-
hangigkeit des pH—WertsE| Jeder Datenpunkt berechnet sich dabei aus 225
Kraftdistanzkurven, die im Force Volume Mode aufgenommen wurden. Fiir
die Auswertung wurde zunédchst die Built-in Software des AFM-Herstellers
verwendet. Diese Routine zur Berechnung der Adhésion liefert aber bei lang-
reichweitigen repulsiven Kraftdistanzkurven falsche Ergebnisse. Die Proze-
dur bestimmt den Punkt mit der kleinsten Kraft und bildet die Differenz
zum Mittelwert. Liegt der kleinste Punkt des Adhésionspeaks aber ober-
halb der Nulllinie, wie in Abbildung[4.6] wird keine Adhésion detektiert. Die
Software konnte also nicht zur Auswertung der Daten benutzt werden. Aus
diesem Grund wurde ein eigenes Auswertprogramm erstellt, dessen Quellco-
de im Anhang zu finden ist. Um nur die Adhé&sion zu messen und nicht alle
auftretenden Abrisse, wurden die pro Kurve auszuwertenden Peaks auf eins
reduziert. Der in Epoxidharz getauchte Cantilever in Abbildung [£.7 hat je-
doch kein Minimum bei einem pH-Wert von 5, sondern eine kleiner werdende
Adhasion fiir zunehmende pH-Werte, was fiir Siliziumnitrid spricht. Betrach-
tet man dariiber hinaus in Abbildung [£.8] die Annéherung des Cantilevers,
ist bei einem pH-Wert von 6-7 der Ubergang von einer attraktiven zu einer

1Bei unterschiedlichen Ionen ist die Konzentration ¢ durch die Ionenstérke J zu ersetzen
[438].

?Das Diagramm zeigt keine Fehlerbalken, sondern Variabilititen bei Vergleichsmessun-
gen.
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repulsiven Wechselwirkung zu erkennen. Dieses steht in guter Ubereinstim-
mung mit dem isoelektrischen Punkt von Siliziumnitrid, der durchschnittlich
bei einem pH-Wert von 6 liegt [49]. Eine REM-Aufnahme des verwendeten
Cantilevers ist in Abbildung [4:2] zu sehen. Riickstdnde des Epoxidharzes
sind gut zu erkennen, jedoch lésst sich hier nicht mit Sicherheit sagen, ob
die Spitze mit dem Klebstoff bedeckt ist oder nicht.
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Abbildung 4.8: Kraftdistanzkurven (das Bild zeigt nur die Annéherung, die
Riickzugsbewegungen sind nicht dargestellt) eines Siliziumnitrid-Cantilevers
auf SiOy bei pH-Werten zwischen 4 und 9 und die rekonstruierte Spitzen-
geometrie von zwei Kraftsensoren, die mit CeOy Mod. D funktionalisiert
wurden.

Bei den mit Ceroxid modifizierten Kraftsensoren ist eine Unterscheidung
zwischen einer nanoskaligen Spitze und gréfieren Partikeln nicht so einfach
moglich. Nur einer der drei funktionalisierten Cantilever zeigt die von Ong et
al. beschriebene pH-Abhéangigkeit, obwohl die Abbildung mit dem inversen
Gitter Spitzen im Nanometerbereich zeigt. Die Methode ist also insbesondere
dann sinnvoll, wenn mit Hilfe des Elektronenmikroskops und des inversen
Gitters keine eindeutige Charakterisierung moglich ist. Das ist z.B. bei einer
relativ groflen Menge Epoxidharz und kleinen Aggregaten der Fall. Dann
besteht die Gefahr, dass die Partikel in den Epoxidharz-Kleber einsinken.
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4.2 Wechselwirkungen zwischen Zellen und Nano-
partikeln

In Abschnitt [£.1] wurde die Herstellung von funktionalisierten Cantilevern
beschrieben. Diese bilden die Grundlage fiir die Untersuchung von Nanopar-
tikel-Zell-Wechselwirkungen. Um die Ergebnisse vergleichen zu kénnen, miis-
sen die Testbedingungen vor jeder Messung gleich sein. Aus diesem Grund
wurden alle Kraftdistanzkurven mit einer Geschwindigkeit v = 3 pum/s
durchgefithrt und die Cantilever vor einer Messung fiir 10 s einem Sauerstoff-
plasma ausgesetzt, da organische Verunreinigungen einen grofien Einfluss auf
die Adhésion haben kénnen. Des Weiteren wurden die Kraftdistanzkurven
als Force Maps gespeichert. Dabei wird iiber einen einstellbaren Scanbereich
(hier: 2,5 um x 2,5 pm, im Bereich des Zellkerns) ein Gitter gelegt und an
jedem Punkt eine Kraftdistanzkurve aufgenommen.

Die Abbildung zeigt eine typische Kraftdistanzkurve fiir Kontaktzei-
ten > 30 s. Wahrend dieser Zeit wird die Verbiegung des Cantilevers und
damit die Kraft konstant gehalten. Dadurch sinkt der Kraftsensor bis zum
Erreichen des trigger points ungefdhr 300 nm - 500 nm tief in die Zelle
ein, was mit Messungen, die Leonenko et al. durchgefithrt haben, iiberein-
stimmt [29]. Die anschlieflende Riickzugsbewegung zeigt nicht nur einen ein-
zelnen Adhésionspeak, sondern noch eine Vielzahl anderer Abrisse. Dabei
gilt grundsatzlich, dass umso mehr Abrisse in einer einzelnen Kurve auftre-
ten, je langer der Cantilever mit der Zellmembran in Kontakt war.
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Abbildung 4.9: Typische Kraftdistanzkurve zwischen einem mit CeOs Mod.
B funktionalisierten Cantilever und einer RLE-6TN Zelle.

Die Kraftdistanzkurve zeigt neben der Anndherung und der Riickzugs-
bewegung noch eine weitere Kurve (zwischen den beiden Kurven am trigger
point), die die Bewegung des z-Piezos wéihrend der Kontaktzeit beschreibt.
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Auftillig ist auch die Differenz der Nulllinien zwischen Hin- und Riickspur,
die in vielen Messungen auftritt. Eine mdogliche Erklarung beruht auf dem
Widerstand, den ein sich bewegender Cantilever in einer viskosen Fliissigkeit
erfahrt. Eine Reduzierung der Geschwindigkeit fithrt in diesem Fall zu einer
kleineren Differenz der Nulllinien [50]. Bei dieser Kraftdistanzkurve wurde
der Cantilever aber nur mit einer Geschwindigkeit von v = 3 um/s bewegt
und ist somit weit entfernt von Hochgeschwindigkeitsmessungen. Die in Ab-
schnitt beschriebene Drift oder noch bestehende Bindungen zwischen
Spitze und Zelle (Tetherbildung) liefern ebenfalls mégliche Erklarungen.

Fir die Auswertung der Kraftdistanzkurven miissen die Kréfte aller Ab-
risse und die Eintauchtiefen der Cantilever in die Zellen bestimmt werden.
Bei der Menge an Daten ist das nur mit automatisierten Methoden mog-
lich. Aus diesem Grund war die Erstellung einer Auswertsoftware Teil dieser
Arbeit ]

4.2.1 Lebende Zellen

Messungen an lebenden Zellen wurden mit funktionalisierten und unmodi-
fizierten Cantilevern durchgefiihrt. Ziel dieser Untersuchungen war es, die
Wechselwirkungen zwischen Nanopartikeln und Zellen zu beschreiben und
eventuell auftretende Unterschiede aufzuzeigen. Bei einer Kraftdistanzkurve
wird der Sensor in der Regel direkt nach dem Anndhern wieder zuriickge-
zogen, um aber mogliche aktive Aufnahmeprozesse der Zellen beobachten
zu konnen, ist eine Haltezeit wiahrend des Kontakts erforderlich. Diese Hal-
tezeiten wurden fiir alle Messungen zwischen 1 s und 120 s variiert. Dabei
ist es moglich, den z-Piezo auf einer konstanten Hohe zu halten oder mit
einer konstanten Kraft auf die Zelle zu driicken (konstante Verbiegung des
Kraftsensors). Bei den folgenden Messdaten wurde wéhrend der Kontakt-
zeit stets die Kraft, mit der der Cantilever auf die Zelle driickt, konstant
gehalten (200 pN).

Abrisskrafte

Die Abbildung [£.10] zeigt die Riickzugsbewegungen einzelner Kraftdistanz-
kurven zwischen einem mit TiOs funktionalisierten Cantilever und einer
lebenden Lungen-Epithelzelle (RLE-6TN) in Abhéngigkeit von der Kontakt-
zeit.

Dabei wird deutlich, dass die Zahl der Mehrfachabrisse mit steigender
Kontaktzeit zunimmt. Das liegt an der Tatsache, dass sich die Membran
besser an die Form des Sensors anpassen kann und dieser gleichzeitig tiefer
in die Zelle eindringt. Beide Effekte fithren somit zu einer Vergréflerung der

3Die Software wurde fiir eine direkte Auswertung mit IGOR 6.04 von WaveMetrics er-
stellt, da das verwendete AFM Kraftdistanzkurven in einem IGOR-Dateiformat speichert.
Der Quellcode befindet sich im Anhang.
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Abbildung 4.10: Kraftdistanzkurven (Riickzugsbewegungen) auf lebenden
Zellen (RLE-6TN) mit TiO2 funktionalisierten Cantilever bei verschiedenen
Kontaktzeiten.

Kontaktflache, was zu Mehrfachabrissen und einer gréfleren Adhésion fiihrt.
Wird der Cantilever anschlieBend zuriickgezogen, passt sich die Membran
nicht kontinuierlich an den Sensor an, sondern bindet an den Cantilever,
reifit ab und bindet anschliefend wieder an einer anderen Stelle [5I]. Die
dabei auftretenden Kréfte liegen im Bereich von ungefahr 40 pN. Abrisse
treten jedoch auch noch ca. 10 um von der Oberfliche entfernt auf. Bei
diesen Distanzen ist eine direkte Wechselwirkung zwischen Spitze und Zel-
le ausgeschlossen. Selbst die in Abbildung [4.6] gezeigten langreichweitigen
und repulsiven Kréfte in Milli-Q Wasser haben nur eine Reichweite von un-
gefdhr 100 nm. Diese Abrisse lassen sich also durch das Herausziehen von
Zellbestandteilen, die am Cantilever gebunden sind, erklaren. In diesem Fall
erwartet man, dass die auftretenden Kréfte die Eigenschaften der Membran
beschreiben und unabhéngig von der exakten Spitzengeometrie und den ver-
wendeten Nanopartikeln gleich grof sind.

Sun et al. haben mit Hilfe eines AFMs Membrane Tethers untersucht
[52], dabei handelt es sich um diinne Membran-Nanorohren, die entstehen
kénnen, wenn ein Cantilever in die Zellmembran einsinkt, diese stark ver-
biegt und anschliefend zuriickgezogen wird. Wenn sich eine unspezifische
Bindung zwischen Spitze und Membran gebildet hat, konnen Tether bis zu
einer Lange von 10 pm entstehen, die fiir die Plateaus in den Kraftdistanz-
kurven verantwortlich sind. In diesen Bereichen bleibt die Kraft iber mehre-
re pm konstant bis ein scharfer Abriss auftritt, der nach Sun et al. im Bereich
von 30 pN liegt. Die Bereiche konstanter Kraft sind dabei nur méglich, wenn
eine Art Reservoir zur Verfiigung steht, aus dem Teile der Membran heraus-
gezogen werden konnen, ohne diese dabei zu spannen oder zu dehnen [53].
Bleibt der Kraftsensor fiir langere Zeit mit der Zelle in Kontakt, konnen sich
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Abbildung 4.11: Kraftdistanzkurven (Riickzugsbewegungen) auf lebenden
Zellen (RLE-6TN) mit CeO2 funktionalisierten Cantilever bei verschiedenen
Kontaktzeiten.

mehr Bindungen bilden, was in der anschliefenden Riickzugsbewegung zur
Ausbildung von zusétzlichen Tethern fithrt. Dazu ist aber erst ein Bereich
hoherer Kraft erforderlich, um den Tether-Prozess in Gang zu setzen. Die
Entfernung der ersten Plateaus zur Nulllinie ist dabei ein Ma$ fiir die Anzahl
der gebundenen Tether. Reifit ein Tether von der Spitze des Kraftsensors ab
und gelangt zuriick in die Zellmembran, kann er dort zur Verldngerung der
noch bindenden Tether dienen. D.h., wenn zwei Tether an den Cantilever
binden und einer abreif3t, kann der zweite im Idealfall auf die doppelte Lange
anwachsen [52].

Die Abbildung zeigt genau dieses Verhalten. Ab Kontaktzeiten von
ungefihr 5 s treten Abrisse im Bereich von ungefihr 40 pN auf, die sich ein-
zelnen Tethern zuordnen lassen. Wird die Kontaktzeit zwischen Spitze und
Zelle verléangert, bilden sich mehrere Tether und folglich ist auch eine grofie-
re Kraft erforderlich, um den Tetherprozess zu starten und den Cantilever
wieder von der Zelle zu trennen.

Die Wechselwirkungen zwischen einem mit Ceroxid funktionalisierten
Cantilever und lebenden Zellen sind in Abbildung[.TT]angegeben. Die Kraft-
distanzkurven bis zu einer Kontaktzeit von 10 s &hneln denen in Abbildung
sehr stark. Fiir ¢ > 30 s sind zwar auch einzelne Tetherabrisse mit
vergleichbaren Kréiften zu erkennen, trotzdem sind kleinere Unterschiede
sichtbar. Diese lassen sich jedoch nicht direkt mit Ceroxid oder Titanoxid in
Verbindung bringen. Je gréfler die Kontaktzeit wird, desto kritischer wird
die Bewegung der Zelle und auch die Drift des AFMs darf nicht aufler Acht
gelassen Werdenﬁ Beide Effekte bedingen starke Unterschiede in den Kraft-

4Die Drift des AFMs wird in Abschnitt ausfihrlich behandelt.
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Abbildung 4.12: Kraftdistanzkurven (Riickzugsbewegungen) auf lebenden
Zellen (RLE-6TN) mit einem unmodifizierten SizN4-Cantilever bei verschie-
denen Kontaktzeiten.

distanzkurven, bis hin zu unauswertbaren Daten und sind somit ein Grund
fiir die schwer zu interpretierenden Messergebnisse.

Die Kraftdistanzkurven mit einem SigNy4 Cantilever zeigen deutliche Un-
terschiede zu den bisherigen Messergebnissen. Aus Abbildung [A.12] ist er-
sichtlich, dass schon bei Kontaktzeiten mit ¢ = 1 s Plateaus gefolgt von
typischen Tetherabrissen auftreten kénnen. Prinzipiell kénnte das Material
ausschlaggebend fiir diesen Sachverhalt sein. Wahrscheinlicher ist jedoch,
dass die Spitze der unmodifizierten Cantilever einen kleineren Durchmes-
ser hat als ein an den Kraftsensor geklebtes Nanopartikel-Aggregat. Das
fithrt insbesondere bei kurzen Kontaktzeiten zu einer stirkeren Verformung
der Zellmembran, wodurch die Entstehung von Tethern begiinstigt wird.
Fir langere Kontaktzeiten hingegen kehrt sich das Verhéltnis um und die
Kraftdistanzkurven mit den Partikeln zeigen mehr Abrisse. Auch fiir dieses
Phénomen kann die Kontaktfliche verantwortlich sein. Sinkt ein Aggregat
tief in die Zelle ein, entstehen durch die unregelméflige Struktur und die
grofle Oberfliche der Nanopartikel viele Ansatzpunkte fiir Bindungen zwi-
schen Zelle und Membran, was bei einem pyramidalen Cantilever mit ge-
raden Kanten nicht in diesem Mafle der Fall ist. Aufféllig ist auflerdem die
Kraftdistanzkurve fiir t = 30 s, die sich durch eine Vielzahl kleiner Abris-
se von den anderen unterscheidet. Diese lassen sich mit dem eingeleiteten
Zelltod erkldren. Ein Anzeichen fiir diesen ist das Losen der Zellauslaufer
vom Glasboden und das anschliefende Zusammenziehen. Die Messung wur-
de darauthin an einer anderen Zelle fortgesetzt.

Fiir eine Messreihe mit Kontaktzeiten von 1 s bis 120 s musste unge-
fahr zwei- bis dreimal die Zelle gewechselt werden. Die reine Messzeit ohne
Unterbrechungen wiirde knapp 5 h betragen. In dieser Zeit sterben jedoch
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auch Zellen, auf denen nicht gemessen wird. Losen sich diese vollstdndig vom
Glasboden und treiben durch die Fliissigkeitszelle, kann durch die Bewegung
in der Fliissigkeit eine Drift des Cantilevers erzeugt werden. Einen ganz er-
heblichen Einfluss auf die Messungen haben jedoch tote Zellen, die gegen
den Cantilever stoflen. Bleiben sie nicht am Kraftsensor héngen, kénnen die
Messungen nach einigen Minuten fortgesetzt werden. Aus diesem Grund und
weil durch den Kontakt zwischen Spitze und Zelle grofiere Zellbestandteile
am Cantilever hdngen bleiben kénnen, ist es wichtig, dass nach jeder Mes-
sung der Cantilever mit einem Elektronenmikroskop abgebildet wird. Nur
wenn dort keine Zellriickstéande zu sehen sind, konnen die Daten ausgewer-
tet werden, da diese andernfalls nicht die Wechselwirkungen zwischen den
zu untersuchenden Nanopartikeln und Zellen beschreiben wiirden.

Die Histogramme [£.13], [4.14], [£.15] liefern eine quantitative Auswertung
der Messdaten. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde darauf verzichtet,
Histogramme fiir eine Vielzahl verschiedener Cantilever anzugeben. Statt-
dessen ist exemplarisch fiir TiOg, CeOg und SizNy eine Messreihe angegeben.
Mit Hilfe eines Auswertprogramms (sieche Anhang) wurden die Abrisse de-
tektiert und die auftretenden Kréafte bestimmt. Das thermische Rauschen
der verwendeten Cantilever bildet dabei einen limitierenden Faktor fiir die
kleinste detektierbare Kraft. Um zu vermeiden, dass die Software Rauschen
als Abriss wertet, muss eine minimale Abrisskraft definiert werden. Sind die
gemessenen Krifte kleiner, werden die Daten verworfen. Als guter Kompro-
miss zwischen Sensitivitdt und verlésslicher Detektion hat sich F},,;;, = 20 pN
erwiesen. In den Histogrammen ist neben der Anzahl der Kraftdistanzkur-
ven und der detektierten Abrisse zusétzlich das arithmetische Mittel FO
angegebenﬁ

Ein Vergleich zwischen TiO2 und CeOs bei kleinen Kontaktzeiten zeigt
eine sehr gute Ubereinstimmung bei der durchschnittlichen Abrisskraft F0,
die in beiden Fillen bei ca. 40 pN liegt. Die Anzahl der Abrisse unterscheidet
sich aber fiir die Kontaktzeit ¢ = 1 s um den Faktor 2. Dieser Unterschied
wird jedoch fiir groflere Zeiten kleiner und fiir ¢ > 5 s treten fiir Titan-
und Ceroxid gleich viele Abrisse auf. Deshalb ist es unwahrscheinlich, dass
dieser Sachverhalt auf unterschiedlichen Partikeleigenschaften beruht. Es ist
vielmehr davon auszugehen, dass fiir kleine ¢ die Spitzengeometrie des Can-
tilevers einen groflen Einfluss auf die Zahl der Abrisse hat. Eine Spitze mit
kleinem Durchmesser und einem hohen Aspektverhéltnis sinkt tiefer in die
Zelle ein und fiihrt zu einer gréfleren Verbiegung der Zellmembran, was eine
Bildung von Tethern begiinstigt. Ist ¢ hingegen grof}, taucht der Kraftsensor
wesentlich tiefer in die Zelle ein und die Membran kann sich an die Struktur
des Aggregats anpassen. Die Fliache der Spitze ist bei diesen Bedingungen
aber klein im Vergleich zur gesamten Kontaktfliche und spielt somit nur

SNicht alle Histogramme lassen sich mit einer Gauverteilung fitten, deshalb wurde fiir
eine bessere Vergleichbarkeit das arithmetische Mittel gewéhlt.
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Abbildung 4.13: Histogramme der Abrisskrifte in Abhédngigkeit von der
Kontaktzeit fiir einen mit TiOy funktionalisierten Cantilever.
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Abbildung 4.14: Histogramme der Abrisskrifte in Abhéngigkeit von der
Kontaktzeit fiir einen mit CeOy Mod. D funktionalisierten Cantilever.
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Abbildung 4.15: Histogramme der Abrisskrifte in Abhéngigkeit von der
Kontaktzeit fiir einen unmodifizierten Siliziumnitrid-Cantilever.
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noch eine untergeordnete Rolle.

Wie bereits erwahnt, ist die Interpretation der Daten bei ldngeren Kon-
taktzeiten schwieriger. Aufiere Einfliisse und die Bewegung der Zellen er-
schweren die Messungen. Trotzdem bestitigen die Histogramme das zuvor
besprochene Verhalten. Je mehr Tether an den Cantilever binden, desto
grofer muss die Kraft sein, um diese aus der Zelle zu ziehen, was zu einer
grofleren Adhésion fithrt und die Verschiebung von FO erklért. Aber eine
Vielzahl der auftretenden Kréfte bleibt in einem Bereich zwischen 40 pN -
60 pN und deutet auf Tetherabrisse hin.

Sun et al. [52] haben fiir einzelne Abrisse Kréfte im Bereich von 30 pN
gemessen und sind zu dem Schluss gekommen, dass diese Kréifte auftreten,
wenn ein Tether vom Cantilever abreiffit und nicht von der Zelle. Die Hi-
stogramme zeigen jedoch fiir lange Kontaktzeiten viele Abrisse um 100 pN.
Bei diesen Kréften erreicht die Membranspannung jedoch so grofle Werte,
dass nicht nur das Abreiflien des Tethers vom Cantilever in Frage kommt,
sondern auch ein Reiflen der Lipidschicht méglich ist [54) [62]. Die Membran-
spannung 7T, und die zu einem Tether gehorende Kraft F' héngen dabei wie
folgt zusammen [55]

F =21 (2BT,)Y?  Mit B=2,7 - 10 ""Nm (Biegesteifigkeit). (4.5)

Da dieses Phénomen aber ansatzweise bei allen Proben zu beobachten
ist, lasst sich auch hier kein direkter Unterschied zwischen den verschie-
denen Partikeln nachweisen. Einzig die Abrisskrifte des unmodifizierten
Siliziumnitrid-Cantilevers weichen von den bisherigen Ergebnissen ab. Ne-
ben Kriften < 100 pN zeigt das Histogramm weitere Abrisse im Bereich von
400 pN - 500 pN. Afrin et al. [56] vermuten, dass es sich bei diesen Kréften
um ein Herausziehen von Membranproteinen handelt . Die Tatsache, dass
nach der Messung mit dieser Kontaktzeit die Zelle gewechselt werden muss-
te, deutet darauf hin, dass die Zellmembran irreparabel verletzt wurde und
stlitzt somit diese These.

Die Abbildung [4.16] zeigt die mittleren Abrisskrifte F0 von modifzierten
und unmodifizierten Cantilevern bei verschiedenen Kontaktzeiten fl

Bei allen bis jetzt gezeigten Messungen hat der Cantilever wéahrend der
Kontaktzeit mit einer konstanten Kraft F' = 200 pN auf die Zelle gedriickt.
Um die Abhéngigkeit der Abrisse von dieser Kraft zu untersuchen, beinhal-
tet das Diagramm jeweils eine Messreihe fiir /' = 400 pN und F' = 600 pN.
Des Weiteren wurde ein Cantilever iiber 20 Minuten mit FCS (Fetales Kal-
berserum) inkubiert. Diese Messung sollte zeigen, ob eine Proteinschicht auf
einem Cantilever eine Art , Tarnmantel“ bildet, die Zelle also das Protein
erkennt und den Cantilever aufgrund dessen schneller aufnimmt. Die Ab-
bildung zeigt aber, dass die mittleren Abrisskréfte aller unterschiedlich

5Der Messfehler, der durch die Bestimmung der Federkonstanten und die automatische
Auswertung der Abrisse entsteht, liegt dabei im Bereich von 10%.
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Abbildung 4.16: Mittlere Abrisskréfte fiir verschiedene modifizierte und un-
modifizierte Cantilever in Abhéngigkeit von der Kontaktzeit.

modifizierten Cantilever, insbesondere fiir kleine Kontaktzeiten ¢, eng bei-
einander liegen und auch fiir gréfere ¢ nicht weiter als 100 pN auseinander
liegen, wenn der Wert fir ¢ = 120 s aus Abbildung nicht berticksich-
tigt wird. Dieses scheint jedoch gerechtfertigt zu sein, da bei keiner anderen
Messung mit einem unmodifizierten Cantilever Abrisskrifte im Bereich von
400 pN - 500 pN aufgetreten sind. Gleichzeitig verdeutlicht dieses Messer-
gebnis jedoch die Schwierigkeiten dieser Versuchsreihen.

Um Unterschiede zwischen den einzelnen Metalloxiden nachweisen zu
konnen, miissten diese sich entweder signifikant voneinander unterscheiden,
oder die Eigenschaften der Zelle wie Dicke, Verteilung der Membranprotei-
ne und Verkniipfungen mit dem Cytoskelett sowie im besonderen Mafle die
Bewegung der Zellmembran miissten fiir jede Kraftdistanzkurve genau defi-
niert sein. Das ist jedoch nicht méglich und solange die Zelle einen gréfieren
Einfluss auf die Messergebnisse hat als die verwendeten Materialien, lassen
sich keine verlésslichen Angaben {iber deren Unterschiede machen.

Adhasionskarte

Die bisherigen Messungen im Force Volume Mode wurden in einem 2,5 pm X
2,5 um groflen Scanausschnitt im Bereich des Zellkerns durchgefiihrt. Der
Zellkern bildet den héchsten Punkt der Zelle, so dass bei kraftspektroskopi-
schen Messungen die Einfliisse des harten Glasbodens vernachléssigbar sind.
Auflerdem wird auf diese Weise eine bessere Vergleichbarkeit der Daten ge-
wahrleistet, da verschiedene Regionen der Zelle unterschiedliche Eigenschaf-
ten aufweisen konnen. Genau diese Unterschiede sollten, falls sie vorhanden
sind, mit Hilfe einer Adhésionskarte nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.17: Kraftdistanzkurven mit einem funktionalisierten Cantilever
(CeO2 Mod. A), Bild A zeigt das Phasenkontrastbild lebender Lungen-Epi-
thelzellen, Bild B gibt den grofiten z-Wert wihrend jeder einzelnen Kraft-
distanzkurve an und liefert somit ein Hohensignal und Bild C zeigt die mit
IGOR bestimmte Adhésion.

Der Scanbereich wurde fir diese Messungen auf 40 um x 40 um mit 40
x 40 Datenpunkten vergréfiert und die Kontaktzeit auf 0,1 s reduziert. Das
AFM benétigt bei einer Geschwindigkeit von 3 pm/s ungefihr 50 Minuten
fiir die 1600 Kraftdistanzkurven. Bei dieser Anzahl an Kraftdistanzkurven
kann jedoch die Zellmembran verletzt werden und zum Tod der Zelle fiithren.
Dartiber hinaus lasst sich oft beobachten, dass die Zelle dem Cantilever aktiv
ausweicht und sich wahrend der Messung ungefidhr 10 um bewegt. Diese
Effekte begrenzen die Anzahl der Kraftdistanzkurven sowie die Scanzeit und
verhindern hochauflésende Force Maps.

Der rechte Teil der Abbildung [£.17] zeigt zwei Force Maps, die die Hohe
und die Adhésion wiahrend des Scans angeben. Mit Hilfe des Hohensignals
ist es moglich, die Umrisse einzelner Zellen und die Zellkerne aufzulésen
(rote Markierungen in Bild B). Ein limitierender Faktor sind Bewegungen
der Zellmembran, die zu Daten wie in den griin markierten Bereichen fiih-
ren konnen. Die Adhésionskarte zeigt im Vergleich jedoch keine erkennbaren
Strukturen. D.h. es wurden keine unterschiedlichen Bindungskréfte in den
verschiedenen Bereichen der Zelle festgestellt. Dieses Ergebnis wurde fiir
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Siliziumnitrid-Cantilever und fiir Kraftsensoren, die mit TiOo P25 Nano-
partikeln funktionalisiert wurden, bestéatigt.

Eintauchtiefen

Neben den Abrisskraften wurde bei allen Messungen auch die Eintauchtiefe
des Cantilevers nach dem Erreichen des trigger points in die Zelle ermittelt.
Diese Daten sollten zeigen, ob die verschiedenen Metalloxid-Nanopartikel
unterschiedlich schnell in die Zelle eintauchen bzw. von ihr aufgenommen
werden. Die Auswertung erfolgte dabei ebenfalls mit einem selbst geschrie-
benen Programm, dessen Quellcode sich im Anhang befindet. Die Software
ermittelt die Differenz der grofiten und der kleinsten Hohe des z-Piezos wah-
rend der Kontaktzeit (lila Kurve in Abbildung [4.9). Es wurde darauf ver-
zichtet, die Eintauchtiefe bis zum Erreichen des trigger points zu berticksich-
tigen, da sich der Punkt des ersten Kontakts nicht genau bestimmen lasst.
Auf diese Weise wurde eine weitere Fehlerquelle vermieden. Es sollte jedoch
beachtet werden, dass die absolute Eintauchtiefe ungefahr 500 nm grofler ist
als die angegebenen Wertem

220
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Abbildung 4.18: Eintauchtiefen eines mit Ceroxid Mod. B funktionalisierten
Cantilevers in Abhéngigkeit von der Kontaktzeit. Die Graphen wurden fiir
eine bessere Darstellung horizontal verschoben.

Die Daten in Abbildung [£.18) zeigen, dass der verwendete Cantilever in-
nerhalb der ersten Sekunde nach dem Erreichen des trigger points ungefahr
100 nm - 140 nm in die Zelle eintaucht. Fir Kontaktzeiten ¢ > 5 s dndert sich
die Eintauchtiefe nur noch langsam und erreicht fiir ¢ = 60 s gut 200 nm.
Mit der Abnahme der Eintauchgeschwindigkeit und langeren Kontaktzeiten

st Firigger = 200 pN, sinkt der Cantilever bis zum Erreichen des trigger points und
bei Messungen tiber dem Zellkern ungefdhr 500 nm in die Zelle ein.
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Abbildung 4.19: Histogramme der Eintauchtiefen eines mit TiOy P25 funk-
tionalisierten Cantilevers in Abhéngigkeit von der Kontaktzeit und das Pro-
fil des verwendeten Kraftsensors fiir zwei verschiedene Richtungen. Fiir eine
bessere Darstellung sind fiir ¢ = 5 s zwei Eintauchtiefen nicht dargestellt
(£2,5 pm) und fiir ¢ = 30 s wurde ein Wert (-8 pwm) nicht abgebildet.
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Abbildung 4.20: Histogramme der Eintauchtiefen eines mit Ceroxid Mod. D
funktionalisierten Cantilevers in Abhéngigkeit von der Kontaktzeit.
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Abbildung 4.21: Histogramme der Eintauchtiefen eines unmodifizierten Si-
liziumnitrid-Cantilevers in Abhéngigkeit von der Kontaktzeit.
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ist jedoch ein grofierer Fehler durch die z-Drift des AFMs verbundenﬁ Diese
kann, wie in Abbildung [£:24] dargestellt ist innerhalb weniger Minuten die
Richtung umkehren und Geschwindigkeiten von vp,i, = 10 nm/s erreichen.
Die Daten sind somit fehlerbehaftet und insbesondere fiir lange Kontaktzei-
ten nur bedingt aussagekréiftig.

Die Histogramme [4.19], [4.20] [£.21] zeigen die statistische Auswertung der
Eintauchtiefen verschieden modifizierter Cantilever in Lungen-Epithelzellen.
Zusétzlich angegeben ist neben der Zahl der ausgewerteten Kraftdistanzkur-
ven das arithmetische Mittel der Eintauchtiefen 0. Bei Kontaktzeiten < 2 g
fallt auf, dass sich die Eintauchtiefen um den Faktor 2,5 voneinander unter-
scheiden. Fiir den mit TiOg funktionalisierten Cantilever gilt 0 ~ 138 nm,
wéahrend fiir den unmodifizierten Kraftsensor aus Siliziumnitrid eine mittle-
re Eintauchtiefe von x0 =~ 55 nm ermittelt wurde. Vergleicht man das Profil
fur Titanoxid, das in Abbildung fiir zwei unterschiedliche Richtungen
iiber den Apex angegeben ist, ldsst sich eine Verbreiterung der Spitzengeo-
metrie ab einer Hohe von 150 nm feststellen. Die Spitzengeometrie allein
kann jedoch nicht die unterschiedlichen Eintauchtiefen erklaren. In diesem
Fall hiatte der unmodifizierte Siliziumnitrid-Cantilever am tiefsten in die Zel-
le einsinken miissen. Deshalb ist es wahrscheinlicher, dass die Eigenschaften
der Zellen fiir diese Unterschiede verantwortlich sind. Die Strukturen des
Cytoskeletts sind nicht homogen iiber die Zelle verteilt und dadurch be-
dingt verdndern sich auch die elastischen Eigenschaften. Sirghi et al. [51]
haben das Elastizitdtsmodul fiir Maus-Fibroblasten untersucht und kom-
men zu dem Ergebnis, dass sich die Werte tiber dem Zellkern relativ stark
voneinander unterscheiden und zwischen 0,5 kPa und 1,6 kPa liegen. Wa-
ren hingegen verschiedene Nanopartikel-Zell-Wechselwirkungen fiir die un-
terschiedlichen Eintauchtiefen verantwortlich, miissten diese auch bei den
Abrisskriften auftreten, was aber nicht der Fall ist.

Die Mittelwerte 0 bei langeren Kontaktzeiten zeigen eine grundsétzliche
Zunahme der Eintauchtiefen. Dariiber hinaus sind den Histogrammen auch
negative Werte zu entnehmen. Diese lassen sich einerseits mit Bewegungen
der Zellmembran wahrend der Kontaktzeit erklaren, sind andererseits aber
auch auf die Drift des AFMs zuriickzufiihren, der erst bei Messungen an
fixierten Zellen deutlich wurde.

4.2.2 Fixierte Zellen

Die Ergebnisse der kraftspektroskopischen Messungen an lebenden Zellen
zeigen keine signifikanten Unterschiede zwischen Siliziumnitrid und funktio-
nalisierten Cantilevern. Daraus lésst sich schlussfolgern, dass die gemessenen
Daten spezifische Eigenschaften der Membran bzw. der Zellen angeben und
die verschiedenen Partikel nur eine untergeordnete Rolle spielen. Aus diesem

8Die Drift wird in Abschnitt genauer untersucht, dabei handelt es sich um einen
im Vorfeld unbekannten Fehler.
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Grund wurden die Membraneigenschaften gezielt verédndert und der Einfluss
auf die Ergebnisse ausgewertet.

Glutardialdehyd

Glutardialdehyd besteht aus einer Kette von fiinf Kohlenstoffatomen, an
deren Enden je eine reaktive Aldehydgruppe gebunden ist. Durch diese re-
aktiven Gruppen kann es iiber Aminogruppen die Proteine auf einer Zell-
membran vernetzen, was zur Fixierung der Zelle fiihrt.
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Abbildung 4.22: Typische Kraftdistanzkurve auf einer mit 0,5% Glutardial-
dehyd fixierten Zelle.

Die Kraftdistanzkurven auf fixierten Zellen unterscheiden sich deutlich
von denen auf lebenden Zellen. Bei einem Teil der Kurven tritt keine Adhé-
sion auf, wahrend die Abbildung reprasentativ fiir den anderen Teil ist.
Bei kurzen Kontaktzeiten zwischen Zelle und Siliziumnitrid-Cantilever tiber-
wiegen die Kurven ohne Abrisse. Je langer Probe und Spitze aber in Kontakt
bleiben, desto mehr Kraftdistanzkurven zeigen den in Abbildung [£.22] be-
schriebenen Verlauf. Bei den Abrisskraften im Bereich von 3 nN handelt es
sich wahrscheinlich um kovalente Bindungen. Da diese bei Messungen an
lebenden Zellen nicht zu beobachten sind, ist anzunehmen, dass es sich um
eine Bindung zwischen Siliziumnitrid-Cantilever und Glutardialdehyd han-
delt. Man kann also davon ausgehen, dass der Cantilever keinen direkten
Kontakt mehr zur Zellmembran hat und es deshalb auch nicht zur Bildung
von Tethern kommt. Die Wahrscheinlichkeit, dass eine freie Aldehydgruppe
des Glutardialdehyds mit dem Kraftsensor in Kontakt kommt und kovalent
an diesen bindet, steigt mit der Zeit.

Bei der Kraftdistanzkurve in Abbildung [£.22] waren Cantilever und Zelle
60 s in Kontakt. Den Messdaten des AFMs zufolge hat sich der Kraftsensor
in dieser Zeit um 42 nm nach oben bewegt, obwohl der Sensor mit einer



4.2 Wechselwirkungen zwischen Zellen und Nanopartikeln 55

Kraft von 200 pN nach unten, also auf die Zelle gedriickt wurde. Die Un-
tersuchungen im Abschnitt [£.2.3 haben letztlich gezeigt, dass es sich hierbei
um eine Drift des AFMs handelt. Bei den zuvor durchgefiihrten Messun-
gen auf lebenden Zellen ist diese Drift nicht in diesem Mafle aufgefallen, da
die Eintauchtiefen hier zum einen wesentlich gréfler sind und zum anderen
dhnliche Effekte durch die Bewegungen der Zellen auftreten kénnen.
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Abbildung 4.23: Eintauchtiefen eines mit Ceroxid Mod. B funktionalisierten
Cantilevers in eine fixierte Zelle (0,5% Glutardialdehyd) fiir verschiedene
Kontaktzeiten ¢ und die Bewegung des z-Piezos fiir t = 2 s.

Die Abbildung zeigt die Histogramme der Eintauchtiefen (14 x 14
Kraftdistanzkurven im Force Volume Mode iiber 2,5 pm x 2,5 pum) fiir
Kontaktzeiten zwischen 1 s und 5 s. Die Histogramme zeigen neben den ne-
gativen Eintauchtiefen noch eine weitere Auffilligkeit und zwar das Fehlen
von Messergebnissen um z = 0 nm. Die Kraftdistanzkurve in Abbildung
[4:22] verdeutlicht, warum keine Daten in diesem Bereich gemessen wurden.
Beim Erreichen des trigger points (rote Kurve bei F' = 200 pN) sollte die
Kraft, die iiber den z-Piezo variiert wird, fiir eine zuvor bestimmte Zeit kon-
stant gehalten werden. Die Bewegung des Piezos wird aber nicht unmittelbar
nach dem Erreichen des trigger points gestoppt, was zu einer weiteren Ver-
kleinerung des Abstands zwischen Probe und Cantilever und damit auch zu
einer Erhohung der Kraft fithrt (Ubergang von der roten zur griinen Kur-
ve). Anschliefend wird die Kraft auf 200 pN geregelt und Probe und Spitze
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driften scheinbar (siehe Abschnitt bis zur Riickzugsbewegung ausein-
ander (Ubergang von der griinen zur blauen Kurve). Die Auswertsoftware
bestimmt zur Berechnung der Eintauchtiefe die Differenz des gréfiten und
kleinsten z-Werts wahrend der Kontaktzeit. Da der z-Piezo aber nicht sofort
nach dem Erreichen des trigger points stoppt, sondern noch ungefahr 5 nm
weiter auf die Probe zufdhrt, kénnen die bestimmten Eintauchtiefen nicht
kleiner als dieser Wert sein. Dieser Fehler ist jedoch auf weicheren Proben
und insbesondere bei langeren Kontaktzeiten zu vernachléssigen.

4.2.3 z-Drift des AFMs

Bei allen kraftspektroskopischen Messungen an Zellen wurde die Kontaktzeit
zwischen Spitze und Probe zwischen 1 s und 120 s variiert. Wahrend dieser
Zeit halt die Elektronik des AFMs die Verbiegung des Cantilevers konstant
und regelt den z-Piezo, also den Abstand zwischen Probe und Kraftsensor.
Dadurch ist es moglich, in der Kontaktzeit mit konstanter Kraft auf die
Zelle zu driicken (hier: 200 pN). Man erwartet, dass die Spitze die Zelle
deformiert und sich somit weiter auf diese zubewegt. Wie in dem Abschnitt
erwiahnt, geht aus den Messdaten fiir fixierte Zellen eine Bewegung in
die entgegengesetzte Richtung hervor. Das wiirde bedeuten, dass sich der
Cantilever in der Kontaktzeit nach oben bewegt, obwohl eine Kraft nach
unten auf die Zelle wirkt.

Dieses Phénomen lésst sich nicht mit den Eigenschaften fixierter Zellen
erklaren, sondern eher mit einer z-Drift des AFMs. Aus diesem Grund wur-
den zunéchst Kraftdistanzkurven mit unterschiedlichen Kontaktzeiten auf
Glas aufgezeichnet. Auf der harten Glasoberfliche sollte weder eine Drift in
positive noch in negative z-Richtung auftreten. Denn zum einen ist Glas sehr
hart, so dass der Cantilever nicht einsinken kann und zum anderen lésst sich
ausschlieflen, dass sich Molekiile wie z.B. Lipide an der Spitze ansammeln
und so zum Auseinanderdriften von Probe und Sensor fiihren. Die Mess-
daten zeigen jedoch auch auf Glas eine Drift von der Oberfliche weg und
machen so deutlich, dass es sich um ein Artefakt des AFMs handeln muss.

Im néchsten Schritt wurde mit Hilfe eines Loggers die Drift bzw. die Be-
wegung des z-Piezos iiber einen Zeitraum von 24 h aufgezeichnet. Um eine
Messung iiber 24 h in Fliissigkeit zu ermdglichen, wurde eine geschlossene
Flissigkeitszelle verwendet. Diese bestand aus einer Petrischale mit Glasbo-
den und wurde mit 2,5 ml Milli-Q Wasser gefiillt und auf 37 °C temperiert.
Die verwendeten Veeco NP-Cantilever bestehen aus Siliziumnitrid und sind
mit Chrom und Gold bedampft. Durch das Heizen der Probe auf 37 °C wird
eine konstante Temperatur des Cantilevers gewéhrleistet und man kann bi-
metallisches Verhalten ausschlieSen. Neben der Bewegung des z-Piezos wur-
den auBerdem die Raumtemperatur, die Temperatur im Scanner und die
Temperatur im Kopf des AFMs iiber 24 h aufgezeichnet.

Die Abbildung [4.24] zeigt, dass das z-Signal {iber mehr als 2 pm driftet.
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Abbildung 4.24: Drift des z-Piezos [um], Temperaturen im Kopf des AFMs,
im Scanner und im Labor [°C].
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Wie in den Messungen zuvor suggerieren die Daten eine Bewegung des Can-
tilevers von der Probe weg. Diese scheinbare Bewegung lasst sich mit der
Temperatur im Kopf des AFMs erklaren, die zum Start der Messung bei
ungefihr 28,5 °C lag und nach 6 Stunden Betrieb bis auf 31 °C gestiegen
ist und zu einer Ausdehnung des Piezos fithrt. Da die Elektronik aber die
Verbiegung des Cantilevers konstant hélt, wird der z-Piezo angesteuert und
von der Probe weg bewegt.

Zwischen 18 Uhr und 7 Uhr wird die Vorlauftemperatur der Heizung
abgesenkt und die Raumtemperatur sinkt innerhalb von 5 Stunden bis auf
17,5 °C. Der z-Piezo wird abgekiihlt, zieht sich zusammen und driftet somit
scheinbar in die entgegengesetzte Richtung. Eine iiber 24 h konstante Tem-
peratur wiirde das Problem nur zum Teil 16sen, da durch das Heizen der
Probe auf 37 °C und den Betrieb des AFMs die Temperatur im Kopf steigt
und dieser Prozess langer als 6 h andauert, wie im Diagramm zu sehen ist.
Aber gerade in dieser Zeit sollten die Messungen an lebenden Zellen durch-
gefithrt werden, weil deren Lebenserwartung trotz Temperierung begrenzt
ist.

Eine nachtragliche Korrektur der Eintauchtiefen wére nur ohne die Peaks
in der z-Drift moglich. Diese erstrecken sich iiber mehrere Minuten und lie-
gen somit im Bereich der Kontaktzeiten, die bei den Messungen zwischen
1 s und 120 s variiert wurden. So lasst sich aber nicht mit Sicherheit sagen,
in welche Richtung und wie stark das z-Signal in der Kontaktzeit gedrif-
tet ist. Die Peaks treten innerhalb der ersten 6 h besonders haufig auf und
verschwinden fast vollstdndig gegen Ende des 24 h langen Testlaufs. Auf-
grund dieser Tatsache lasst sich vermuten, dass dieses Phénomen mit dem
Petri Dish Heater und der Fliissigkeitsmenge in der geschlossenen Fliissig-
keitszelle zusammenhéngt. Wahrend der Messung verdunstet das Wasser in
der Petrischale und kondensiert an der Gummidichtung des Dish Heaters.
Eine mogliche Erklarung fiir die Entstehung der Peaks in der z-Drift sind
Tropfen, die von der Gummidichtung zuriick in die Fliissigkeit fallen. Die
Abnahme der Haufigkeit hingt dabei direkt mit der Oberfliche der Fliis-
sigkeit zusammen, die sich erst nach einigen Stunden &ndert, wenn nicht
mehr der gesamte Glasboden mit Wasser bedeckt ist. Nach den 24 h war
nur noch ein kleiner Teil des Glasbodens um den Cantileverhalter herum mit
Wasser bedeckt. Die restliche Fliissigkeit konnte trotz der Gummidichtung
entweichen.

Die Bestimmung der Eintauchtiefen mit Kontaktzeiten ¢ > 10 s ist mit
dem derzeitigen Setup nicht moglich bzw. mit einem groflen Fehler verbun-
den. Um in Zukunft Messungen dieser Art gewéhrleisten zu kénnen, muss
die Raumtemperatur iiber 24 h konstant gehalten werden. Auflerdem sollte
die Temperatur im Kopf des AFMs separat geregelt werden. Diese erreicht
selbst 6 h nach dem Start der Messung noch keinen konstanten Wert und
fiihrt somit zu einer Langendnderung des Piezos. Dariiber hinaus waren Mo-
difikationen an der Fliissigkeitszelle notwendig, um die Anzahl der Peaks in



4.2 Wechselwirkungen zwischen Zellen und Nanopartikeln 59

Abbildung [4:24] zu reduzieren.

4.2.4 Nanonadeln

Aus Abschnitt geht hervor, dass Nanopartikel ohne die tiblichen Trans-
portmechanismen in Zellen eindringen kénnen, wohingegen gréflere Teilchen
nur durch Endocytose ins Zellinnere gelangen koénnen. Ein Nachteil, der
durch das Ankleben von Partikelaggregaten entsteht, liegt in der Geometrie
der Spitze. Die Zellmembran ist weich und der Cantilever sinkt direkt nach
dem Kontakt mehrere hundert nm in die Zelle ein. Dabei verformt sich die
Membran und passt sich der Spitzenform an und die Kontaktfliche, die da-
bei entsteht, iiberschreitet die Abmessungen eines einzelnen Nanopartikels
um ein Vielfaches.

1) Schnitte entlang der gestrichelten
Linien

2) Drehung des Cantilevers um 90°

3) Wiederholung von Schritt 1)

4) Ubrig bleiben 6 um — 10 um lange und
100 nm — 300 nm dicke Nanonadel

——4 ym —

TiO2-
Nanopartikel

OkV 5.12.08

Abbildung 4.25: Immobilisieren eines TiOs-Aggregats an einem Si-Canti-
lever und anschlieBendes Atzen der Flanken mit Hilfe eines fokussierten Io-
nenstrahls.

Obataya et al. haben Versuche mit Nanonadeln durchgefiihrt [57, [13].
Zur Herstellung der Nanonadeln werden aufgrund der besseren Leitfahig-
keit dotierte Silizium-Cantilever verwendet. Die Spitzen der Kraftsensoren
werden dann mit Hilfe eines fokussierten Ionenstrahls (FIB) bearbeitet, was
in Abbildung dargestellt ist. Die auf diese Weise entstandenen Nano-
nadeln haben den Vorteil, dass die Kontaktfliche zur Zelle nicht wesentlich
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grofler werden kann, als die Grundfliche der Nadel. Aufgrund dieser Tat-
sache eignen sie sich besser als Modell eines einzelnen Nanopartikels. Im
Vergleich zu normalen Cantilevern [58] reichen wesentlich kleinere Krifte
aus, um die Zellmembran zu durchdringen.
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Abbildung 4.26: Vergleich von Kraftdistanzkurven auf Melanocyten mit (A)
pyramidalen Cantilevern und (B) Nanonadeln [13].

Die Abbildung zeigt die Unterschiede zwischen Kraftdistanzkurven,
die mit Hilfe eines pyramidalen Cantilevers und im Vergleich dazu mit einer
Nanonadel entstanden sind. Die Nanonadel dringt schon bei Kréften von
ungeféhr einem nN in die Zelle ein. Wird die Nadel weiter angenédhert, &ndert
sich die Kraft erst wieder signifikant, wenn die wesentlich breitere Basis des
Kraftsensors auf der Zellmembran aufliegt.

Experimente mit funktionalisierten Nanonadeln sind eine interessante
Alternative zu den pyramidalen Cantilevern. Dazu muss jedoch erst das
neue FIB an der Universitiat Bielefeld in Betrieb genommen werden und
das Setup des MFP3Ds bedarf einiger Modifikationen, damit Messungen
bei langen Kontaktzeiten moglich werden.

4.3 Untersuchungen an einfacheren Systemen

Um Kréfte zwischen unterschiedlich funktionalisierten Cantilevern messen
und auswerten zu kénnen, miissen sich einzelne Abrisse in den Kraftdistanz-
kurven bestimmten Ereignissen zuordnen lassen. Sind die Einfliisse des rest-
lichen Systems genau bekannt und lassen sie sich klar von den gesuchten
Wechselwirkungen abgrenzen, ist eine einfache Auswertung der Daten ge-
wéhrleistet. Genau aus diesem Grund ist die Interpretation der Daten bei
Messungen an lebenden Zellen schwierig. Die Zellen kénnen sich wéhrend
der Messung bewegen und dabei Geschwindigkeiten von 14,6 pwm/h errei-
chen [59]. Je langer Cantilever und Zelle in Kontakt sind, desto grofier sind
die Einfliissse durch die Zellbewegung. Dariiber hinaus sind die Cytoskelett-
strukturen nicht homogen tiber die gesamte Zelle verteilt und die Membran
ist mit Proteinen besetzt. Es handelt sich also um ein hoch komplexes Sys-
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tem, das auf vielfaltige Weise mit dem Kraftsensor wechselwirken kann. Um
dieses zu vereinfachen, wurden Messungen an Lipiddoppelschichten durch-
gefiihrt.

4.3.1 Lipiddoppelschichten

Zur Herstellung von Lipiddoppelschichten wurden Lipidvesikel Verwendetﬂ
Beim Spreiten auf einer hydrophilen SiOs-Oberfliche reifien die Vesikel ab
einer kritischen Adhésionskraft auf, fusionieren und bilden ausgedehnte Li-
piddoppelschichten [60]. Abbildung zeigt einen 5 pm X 5 pum groflen
Scanausschnitt einer Lipiddoppelschicht, der mit Hilfe eines AFMs abgebil-
det wurde. Es wird aber auch deutlich, dass nicht die gesamte Oberfliche
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Abbildung 4.27: Das linke Bild zeigt das Phasensignal einer Lipiddoppel-
schicht auf SiOs. Der schwarze Balken gibt die Stelle fiir das Hohenprofil
an, das auf der rechten Seite abgebildet ist.

mit einer Lipiddoppelschicht bedeckt ist. Fiir kraftspektroskopische Mes-
sungen ist es also wichtig, den zu untersuchenden Bereich abzubilden und
anschlieBend nur an den Stellen, die mit Lipid bedeckt sind, Kraftdistanz-
kurven aufzunehmen. Mit den funktionalisierten Veeco NP Kraftsensoren
sind nur Scans im Contact-Mode moglich. Eine Lipiddoppelschicht lasst
sich allerdings nur im Tapping-Mode abbilden, d.h. eine Unterscheidung,
ob kraftspektroskopische Messungen auf einer Lipiddoppelschicht, Vesikeln,
Siliziumoxid oder Verunreinigungen durchgefiithrt wurden, ist nur mit Hilfe
der Kraftdistanzkurven moglich. Bei einem groflen trigger point (hier: 3 nN)
lassen sich Durchstiche beobachten. Liegen diese im Bereich von 4,5 nm, ist
anzunehmen, dass die Messung auf einer Lipiddoppelschicht durchgefiihrt

9Lipidgemisch von DOPC (dioleoylphosphatidylcholine) und DOPS (dioleoylphospha-
tidylserine) im Verhéltnis 2:1. Eine Stammlosung enthélt 15 mg/ml des Lipidgemischs in
einem Puffer, der aus HEPES (10 mM), NaCl (100 mM) und CaCl, (2 mM) besteht.
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wurde, da deren Dicke gerade in diesem Bereich liegt [61]. Als weiterer An-
haltspunkt kann die Adhésion bei Force Volume Messungen dienen. Andre et
al. haben gezeigt, dass die Adhésion in Bereichen, die mit einer Lipiddoppel-
schicht bedeckt sind, grofler ist als auf Siliziumoxid [62]. Erste Messungen
im Force Volume Mode mit einem groflen trigger point bestétigen dieses
Ergebnis. Abbildung zeigt dieses Verhalten. Die helleren Gebiete repra-

um

Abbildung 4.28: Adhésionskarte fiir 40 x 20 Datenpunkte und einen Scan-
bereich von 4 pm x 2 um.

sentieren Bereiche groflerer Adhésion, bei denen es sich wahrscheinlich um
Lipiddoppelschichten handelt. Die Zunahme der Adhésion ldsst sich dabei
durch das Eintauchen und die anschliefenden Wechselwirkungen zwischen
der Lipidschicht und dem Cantilever erkléren. Fiir eine verléssliche und au-
tomatische Auswertung ist jedoch eine Anpassung der Auswertsoftware er-
forderlich oder alternativ die Funktionalisierung von Cantilevern, die weich
genug sind, um kraftspektroskopische Messungen durchfithren zu kénnen,
aber gleichzeitig Abbildungen im Tapping-Mode erlauben.



Kapitel 5

Zusammenfassung und
Ausblick

Die Grundvoraussetzung, um Bindungskrafte und Wechselwirkungen zwi-
schen Nanopartikeln und Zellen untersuchen zu kénnen, war die Anbindung
der Partikel an Kraftsensoren. Dieses Problem konnte mit der von Ong et al.
beschriebenen Methode gelost werden, bei der kleine Aggregate des zu un-
tersuchenden Materials mit Hilfe eines Epoxidharz-Klebers an Cantilevern
immobilisiert werden [I2]. Der Nachweis, ob der Apex aus einem einzel-
nen Primérpartikel besteht und somit fiir Messungen der Nanopartikel-Zell-
Wechselwirkungen geeignet ist, kann dabei mit Hilfe der Elektronenmikro-
skopie und eines inversen Gitters erfolgen.

Mit einer selbst geschriebenen Software konnten die Bindungskréfte zwi-
schen lebenden Zellen und Metalloxid-Nanopartikeln miteinander verglichen
und ausgewertet werden. Dabei hat sich gezeigt, dass alle untersuchten Par-
tikel, abhéngig von der Kontaktfliche und der Kontaktzeit zur Zelle, un-
spezifisch an Teile der Membran binden. Dadurch kommt es zur Membran-
Tetherbildung, die fiir charakteristische Abrisskréifte im Bereich von 40 pN
verantwortlich ist. Dariiber hinaus haben Experimente mit einem grofien
Scanbereich (40 pm x 40 pum) gezeigt, dass mit Hilfe des Hohensignals bei
kraftspektroskopischen Messungen die Umrisse einzelner Zellen sowie deren
Zellkerne aufgelost werden konnen, diese Bereiche in einer Adhésionskarte
aber nicht sichtbar sind.

Die Messungen der Eintauchtiefen haben ergeben, dass alle funktiona-
lisierten Cantilever direkt nach dem Kontakt mit einer lebenden Zelle ca.
500 nm tief in diese einsinken, die Eintauchgeschwindigkeit aber mit zuneh-
mender Kontaktzeit kleiner wird. Es wurde jedoch auch deutlich, dass diese
Experimente hohe Anforderungen an das AFM stellen und eine Drift, verur-
sacht durch die Erwérmung des z-Piezos wihrend des Betriebs, insbesondere
bei langen Kontaktzeiten eine grofle Fehlerquelle darstellt.

Es bleibt festzuhalten, dass weder durch die Anzahl der Bindungen, noch
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durch die Abrisskréfte oder Eintauchtiefen eine Unterscheidung der verwen-
deten Nanopartikel moglich ist. Das liegt zum einen an den &hnlichen Ei-
genschaften der Metalloxid-Partikel und zum anderen an den groffen und
unkalkulierbaren Einfliissen der lebenden Zellen auf die Messungen. Eine
sichere Unterscheidung zwischen Zell-spezifschen und Partikel-spezifischen
Ereignissen ist deshalb nicht moéglich. Aus diesem Grund wurde das kom-
plexe System einer lebenden Zelle vereinfacht, indem Versuche an fixierten
Zellen durchgefiihrt wurden. Das fast vollstandige Fehlen von Tetherabrissen
sowie das Auftreten von kovalenten Bindungen lasst jedoch darauf schlielen,
dass der Kraftsensor nach der Fixierung der Zelle (0,5% Glutardialdehyd)
nicht mehr mit der Zellmembran wechselwirkt.

Einen weiteren Ansatz, das zu untersuchende System zu vereinfachen,
bieten Lipiddoppelschichten. Diese wurden erfolgreich durch das Spreiten
von Vesikeln hergestellt. Mit den funktionalisierten Cantilevern war es je-
doch nicht méglich, die Lipidschicht abzubilden. Deshalb konnten nur die
Kraftdistanzkurven selber Hinweise dafiir liefern, ob Messungen auf Silizi-
umoxid, Lipid, Vesikeln oder Verunreinigungen durchgefithrt wurden. Die
Auswertsoftware dahingehend anzupassen, dass diese Unterscheidung auto-
matisch moglich ist, geht genauso wie weiterfithrende Experimente zu den
Eintauchtiefen der Kraftsensoren in lebende Zellen iiber den Rahmen dieser
Arbeit hinaus. Diese Versuche erfordern zuerst eine Anpassung des Setups,
insbesondere des Petri Dish Heaters, um die Probleme mit der Drift zu
beseitigen. Sollte das erreicht sein, bieten die Nanonadeln aufgrund ihrer
wesentlich kleineren Kontaktfliche zur Zelle eine interessante Ergénzung zu
den bereits bestehenden Messergebnissen.
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Anhang A

IGOR Programm-Code

A.1 Auswertung von Abrisskraften

#pragma rtGlobals=1 // Use modern global access method.
#include ":AsylumResearch:Code3D: Initialization"
#include <ProcedureBrowser>

StartMeUp ()

//Name der Funktion und Definition der zugehorigen Parameter. Diese
//beschreiben v.1.: Anzahl der auszuwertenden Kraftdistanzkurven ,
//minimale Kraft die detektiert wird [pN], minimale Steigung die zur
//Detektion fithrt, Steigung am Ende eines Abrisses, bei Add = 1 wird
//fir jeden Punkt nach einem Abriss tberprift, ob minAbbruch unter—
//schritten ist , ansonsten werden Punkte uUbersprungen.

Function Abrisse (index ,minF,minSteig ,minAbbruch,Add)

Variable index
Variable minF
Variable minSteig
Variable minAbbruch
Variable Add

Variable y

y = 0

KillWaves /Z w,W_FindLevels,w_dif ,w_dif2 ,w_smth, ZAbrissel , ZAbrisse2 ,ZAbrisse3 ,
ZAbrissed ,ZAbrisseb ,ZAbrisse6 ,ZAbrisse7 ,ZAbrisse8 ,ZAbrisse9 ,ZAbrisselO,
ZAbrissell ,ZAbrissel2 ,ZAbrissel3 ,ZAbrisseld ,ZAbrissel5 ,ZAbrissel6 ,
ZAbrisselT7 ,ZAbrissel8 ,ZAbrissel9 ,ZAbrisse20,ZAbrisse21

//Einlesen und sortieren der Kraftdistanzkurven:

String MeineListe=WaveList ("=",";","")
String MeineListe2
MeineListe2 = SortList(MeineListe, ":",0)

String CurrentWave, CurrentWave2

Make/N=0 ZAbrissel ,ZAbrisse2 ,ZAbrisse4d ,ZAbrisse6 ,ZAbrisse8 ,ZAbrisselO,
ZAbrissel2 ,ZAbrisseld ,ZAbrissel6 ,ZAbrissel8

Variable indexy

indexy = 0

//Schleife , die fiir jede Kraftdistanzkurve durchlaufen wird:
do

CurrentWave = StringFromList (indexy , MeineListe2)
if (y==index)
Edit ZAbrisse2l
//In ZAbrisse21l werden alle Abrisse gespeichert

//Erstellen eines Histogramms

Make /N=25/0 ZAbrisse21_Hist; DeclayUpdate

Histogram /B=1 ZAbrisse21 ,ZAbrisse21_Hist;DelayUpdate

Display ZAbrisse21__Hist

ModifyGraph mode=5,usePlusRGB=1,hbFill=5,toMode=1,rghbh=(0,0,0),
plusRGB=(0,0,0)

//Legende im Histogramm :

Variable legende ,anzahl

WaveStats /Q/Z ZAbrisse2l

legende = sum(ZAbrisse21)/V_npnts
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anzahl=V__npnts

Print
Printf'x0 = ";Print legende
String eee, fff ,ggg

ecee
fff
g8g

TextBox /C/N=text0/B=1 ggg +
Abrisse: " + fff 4+ "\r FO =

break

endif

//Einlesen

einer

Anzahl

num?2str(legende)
num2str (anzahl)
num2str (index)

wave w = $CurrentWave
Duplicate /O w, w_smth
// Glatten der

Smooth 10,

Kurve, um Rauschen zu verkleinern
w__smth
//Differentiation der

Differentiate w_smth/D=w__dif

//Finden der Maxima in w_smth:
FindLevels /Q/P/N=10/M=0.005 w__dif,

Duplicate /O W_FindLevels, xpeaks

Variable al,bl,cl,dl,el,fl,a2,b2,c2,d2,e2,f2,a3,b3,c3,d3,e3,f3 ,a4,bd, c4,
d4,e4,f4 ,a5,b5,c5,d5,e5,f5 ,a6 ,b6,c6,d6,e6,f6 ,a7,b7,c7,d7,e7,{7,
a8 ,b8,c8,d8,e8,f8 ,a9,b9,c9,d9,e9,f9,al0,bl0,cl0,d10,el0,f10

//Es werden
al

= xpeaks
a2 = xpeaks
a3 = xpeaks
a4 = xpeaks
ab = xpeaks
a6 = xpeaks
a7 = xpeaks
a8 = xpeaks
a9 = xpeaks|

3
i
i
i
i
i
3

i
i

al0 = xpeaks[9] ;
KillWaves W_FindLevels, xpeaks

//Untersuchung des 1. Maximums:

//Funktionswert an der Stelle x = al:

cl=w[al]
dl=al4Add
bl =1
//Schleife
//wird oder
do

if (w_dif[dl]<minAbbruch*10"—9

endif
d14=Add

bl
while (1)
el=w[dl]
fl=el—cl

wird durchlaufen , bis die
eine maximale

break

+=1

//Hat eine Welle x Punkte erhalten

//von x.

//Der Force Volume Mode fiithrt oft zu

//Steigung (am Ende der

//werte nach einem Abriss

//verworfen .

if ((f1)>minF%107(—12) && w[dl]
//ZAbrissel speichert den ersten

//als
ZAbrissel = {f1}

endif

die minimale Kraft, die

//Untersuchung des 2. Maximums:

c2=wla2]

d2=a2+Add
b2 =1
do
if (w_dif[d2]<minAbbruch*10™—9
break
endif
d2+=Add
b2 4=1

while (1)
e2=w[d2]

einzelnen Kraftdistanzkurve

Funktion w_smth:

Abrissldange

Riickzugsbewegung ).
nicht mehr,

Kraftdistanzkurven: \r\r

minSteig*10~—9
// M=0.05 entspricht ca 0.17um im ForceGraph

minAbbruch unterschritten
ist .

(dl—al) > 199 || bl >100)

Punkte y > x den Funktionswert

einem Anzeigefehler mit grofler
Andern sich die Funktions—
y > x gilt, wird der Abriss

1= w[d1+10] && w[d1+30] != w[d1+20])

wenn dieser gréfler ist ,

detektiert werden soll.

(d2—a2) > 199 || b2 >100)
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//Die folgende Bedingung verhindert, dass ein 2.Abriss noch innerhalb
//des 1.Abrisses detektiert wird:
if(a2 < di1)
c2=w[d2]
endif
f2=e2—c2
if ((£2)>minF*10"(—12) && w[d2] != w[d2+10] && w[d2+30] != w[d2+20])
ZAbrisse2 = {f2}
//Wenn das 2.Maximum ebenfalls ein Abriss ist, bildet ZAbrisse3
//die Vereinigung des 1. und 2. Abrisses:
if (c2!=cl && c2!=0
Concatenate /O/NP {ZAbrissel ,ZAbrisse2}, ZAbrisse3
else
//Entspricht das 2.Maximum nicht den Kriterien fiir einen Abriss
//wird in ZAbrisse3 nur der 1.Abriss gespeichert
//(falls dieser existiert):
Make/O/N=0 ZAbrisse3
if ((f1)>minF*10"(—12))
ZAbrisse3 = {f1}
endif
endif
else
//Gibt es noch keinen Abriss wird ZAbrisse3 erstellt ,
//speichert aber keinen Wert:
Make/O/N=0 ZAbrisse3
if ((f1)>minF*107(—12) && w[d2] !'= w[d2+410]
&& w[d2+30] = w[d2+20])
ZAbrisse3 = {f1}
//Print f1
endif
//ZAbrisse3 = {f1}
endif
//Untersuchung des 3.Maximums:
c3=w[a3]
d3=a3+Add
b3 =1
do
if (w_dif[d3]<minAbbruch*10"—9 || (d3—a3) > 199 || b3 > 100)
break
endif
d3+=Add
b3 +=1
while (1)
e3=w[d3]
if(a3 < d2)
c3=w[d3]
endif
f3=e3—c3
//In Zabrisse5 werden alle Maxima gespeichert , die bis zu

//diesem Zeitpunkt existieren:
if ((£3)>minF*10"(—12) && w[d3]
&& w[d3+30] = w[d3+20])
ZAbrissed = {3}
if (c3!=c2 && c3!=0)

I= w[d3+10]

Concatenate /O/NP {ZAbrisse3 ,ZAbrissed},ZAbrisseb

else
Duplicate /O ZAbrisse3, ZAbrisse5
endif
else
Duplicate /O ZAbrisse3, ZAbrisse5
endif

//Untersuchung des 10. Maximums:
cl0=w[al0]

d10=a10+Add

b10 = 1

do
if (w_dif[d10]<minAbbruch*10"—9

break

endif
d104+=Add
b104+=1

while (1)

el0=w[d10]

if (al0 < d9)
c10=w[d10]

endif
f10=el10—c10
//ZAbrissel9 enthalt

alle Abrisse der

[| (d10-al0) > 199

[| b10>100)

aktuellen
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//Kraftdistanzkurve:
if ((£10)>minF+10"(—12) && w[d10] !'= w[d10+10]
&& w[d10+30] !'= w[d10+20])
ZAbrissel8 = {f10}
if (cl0!=c9 && c10!=0)
Concatenate /O/NP {ZAbrissel7 ,ZAbrissel8},

ZAbrissel9
else
Duplicate /O ZAbrissel7, ZAbrissel9
endif
else
Duplicate /O ZAbrissel7, ZAbrissel9
endif

//Die Abrisse der einzelnen Kraftdistanzkurven (ZAbrissel9)
//werden vereinigt und in ZAbrisse2l gespeichert:
Make /N=0/O ZAbrisse20
Concatenate {ZAbrissel9 ,ZAbrisse20},ZAbrisse21
KillWaves/Z ZAbrisse20
y+=1
//Die Variable indexy ist fiir den Ubergang zur nichsten Kraft—
//distanzkurve verantwortlich. Eine Erhéhung um 2 ist erforder—
//lich , da die Verbiegung des Cantilevers und die Krafte
//separat gespeichert werden.
indexy += 2

while (1)

End

A.2 Auswertung von Eintauchtiefen

#pragma rtGlobals=1 // Use modern global access method.
#include ":AsylumResearch:Code3D: Initialization"

#include <ProcedureBrowser>

StartMeUp ()

//index gibt die Zahl der auszuwertenden Kraftdistanzkurven an:
Function Indentcalc (index)

Variable index
Variable y
y =0

KillWaves /Z Histo ,DupHisto,DupHisto2 ,w, Histo_ Hist , fit_ Histo_ Hist
//Einlesen und sortieren der Kraftdistanzkurven:

String MeineListe=WaveList ("=",";","")
String MeineListe2
MeineListe2 = SortList(MeineListe, ":",0)

String CurrentWave, CurrentWave?2
Wave Histo
Make/N=0 Histo

Variable indexy
indexy = 2

//Schleife , die fiir jede Kraftdistanzkurve durchlaufen wird:

do
//In der Kontaktzeit zwischen Cantilever und Probe werden zwei
//Datenreihen gespeichert (Dwell towards + Dwell away):
CurrentWave = StringFromList (indexy , MeineListe2)
CurrentWave2 = StringFromList (indexy+1,MeineListe2)

//Abbruchbedingung fiir die Schleife
if (y==index)
//Erstellen eines Histogramms:
Edit Histo
Make /N=25/0 Histo__Hist; DelayUpdate
Histogram /B=1 Histo , Histo_Hist; DelayUpdate
Display Histo__Hist
ModifyGraph mode=5,toMode=1
ModifyGraph usePlusRGB=1,hbFill=5,rgb=(0,0,0),plusRGB=(0,0,0)
Variable legende
legende = sum(Histo)/index
Printf"'x0 = ";Print legende
String eee, fff
eee = num?2str(legende)
fff = num2str(index)
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TextBox /C/N=text0/B=1 fff +

" Kraftdistanzkurven: \r\r x0 = " 4+ eee
break
endif
wave w = $CurrentWave
wave v = $CurrentWave2

//Vereinigung von Dwell towards + Dwell away zu einer Welle:
Concatenate /NP/O{v,w} ,vw

WaveStats /Q vw

Variable dif, dir__of__ind

//Die Variable dif gibt die Strecke an, die der Cantilever wéihrend der

//Kontaktzeit zuriickgelegt hat:

dif = V_max — V_min

//Die Variable dir_of ind gibt an, in welche Richtung sich der
//bewegt hat:

dir__of__ind = V_maxloc — V_minloc

if (dir_of ind < 0)
dif = dif * (—1)
endif

//Zusammenfiigen der Ergebnisse jeder einzelnen Kraftdistanzkurve zu

//einer einzigen Welle
Duplicate Histo, DupHisto
Histo = {dif}
Concatenate {Histo,DupHisto}, DupHisto2
KillWaves Histo
Duplicate /O DupHisto2 , Histo
y+=1
indexy 4= 4
while (1)

End

Cantilever
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