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1 Einleitung

Ziel dieser Arbeit ist es, unterschiedliche Proben aus der Grundlagenforschung und
der Anwendung mittels der Rasterkraftmikroskopie zu untersuchen. Aus dem Be-
reich Grundlagenforschung soll das Decamer des eukaryotischen Proteins 2-Cys
Peroxiredoxin-A aus Arabidopsis thaliana moglichst hoch aufgelost abgebildet wer-
den. Elektronenmikroskopische [13] Bilder (siehe Abbildung 8) liegen bereits vor.
Aus dem Bereich Anwendung soll eine Referenzprobe von Fe-Sucrose-Nanopartikeln
(Venofer) [14] zur intraventsen Verabreichung an Patienten mit Blutarmut vermes-
sen und mit drei &hnlichen Proben (Pi, Py, P3) verglichen werden, um die Uber-
einstimmung in Form und Groéfle zu verifizieren. Weiter soll die Grofle der Partikel
quantitativ bestimmt werden, indem Faltungseffekte aus den Daten herausgerechnet
werden.

Um die zu untersuchenden Proben in der Gréflenordnung < 25 nm abzubilden,
gibt es verschiedene Verfahren. Zum Beispiel lassen sich mit Elektronenmikrosko-
pen [13] oder Rastertunnelmikroskopen [5, 4] Auflésungen < 1 nm erzielen. Solchen
Mikroskopen sind jedoch nur leitfahige Proben zugénglich. Das bedeutet fiir bio-
logische Proben, dass diese leitfihig beschichtet werden miissen. Zudem werden
diese Geriite im Vakuum betrieben. Das heisst, biologische Proben, welche in der
Natur in wéssriger Losung vorliegen, werden in vielen Féllen in ihrer Konformati-
on verindert und denaturiert. Eine Technik, die diese Probleme bei &hnlich hoher
Auflssung weitgehend umgeht, ist die Rasterkraftmikroskopie [3]. Hierbei liefert die
Kraftwechselwirkung zwischen einer Sonde und der Probe die bildgebende Informa-
tion. Damit erlaubt sie, die hier zu behandelnden Proben in Luft und in Lésung *
abzubilden.

Lunter annihernd physiologischen Bedingungen




2 Physikalische Grundlagen der Rastersondenmi-

kroskopie

Das folgende Kapitel soll einen Uberblick iiber einige in der Nanoanalytik eingesetz-
te Mikroskopiertechniken sowie die zu Grunde liegenden physikalischen Phdnomene
geben. Die verwendete Rasterkraftmikroskopie [3] gehort wie die Rastertunnelmi-
kroskopie [5, 4] und die optische Rasternahfeldmikroskopie [19, 1] in die Kategorie
der Rastersondenmikroskopie. Jedes dieser Verfahren macht sich bestimmte phy-
sikalische Effekte zu Nutze, die im Folgenden kurz beschrieben werden. Die von
mir angewandte Rasterkraftmikroskopie wird anschliefend ausfiihrlich dargestellt.
Die Rastersondenmikroskope unterscheiden sich in Messaufbau und Funktionswei-
se grundlegend von herkémmlichen optischen Mikroskopen. Im wesentlichen wird
eine Sonde mit feiner Spitze von wenigen Nanometern Durchmesser in die Nédhe
der Probe gebracht. Punkt fiir Punkt wird die Probe abgerastert. Aufgrund der
gemessenen abstandsabhéngigen Wechselwirkungen lassen sich in erster Linie to-
pografische Informationen gewinnen und am Computer als dreidimensionale Bilder
der Probenoberfliche darstellen. Je nach Art und Betriebsmodus des Mikroskops
lassen sich auch Materialeigenschaften, -verteilungen oder -konstanten sowie Fluo-

reszenzeigenschaften ermitteln.



2.1 Die Rastertunnelmikroskopie

[5, 4] (engl. Scanning tunneling microscopy, STM )

Die Rastertunnelmikroskopie macht sich zu Nutze, dass gebundene Teilchen ei-
ne klassisch nicht iiberwindbare Potenzialbarriere durchtunneln kénnen (Tunnelef-
fekt). Dies ergibt sich aus der quantenmechanischen Betrachtung. Der Tunnelstrom
ist exponentiell abstandsabhéingig. Legt man zwischen die metallische Spitze und
die leitfihige? Probe eine Spannung, lisst sich der Tunnelstrom als Funktion des

Abstandes wie folgt darstellen.
I; x Vexp(-0, 125d\/5) (1)

wobei I; der Tunnelstrom, V die angelegte Spannung, d der Abstand und ® die
Potenzialbarriere ist. Beim Rastern iiber die Probenoberfliche wird die Hohe der
Spitze mittels Piezoelementen so gesteuert, dass der Tunnelstrom konstant bleibt.
Aufgrund der Tatsache, dass die Probenoberfliche leitfihig sein muss, ist dieses

Verfahren? fiir unbehandelte biologische Proben ungeeignet. Abbildung 1 zeigt einen
STM-tip?.

Abbildung 1: STM-tip

2oder leitfihig beschichteten
3wie auch die Elektronenmikroskopie [13]
4Quelle: http://lamp.tu-graz.ac.at /hadley /nanoscience/week3 /stm-tip.gif



2.2 Die Rasterkraftmikroskopie

[3] (engl. Atomic Force microscopy, AFM)

Die Rasterkraftmikroskopie basiert im Wesentlichen auf der Kraftwechselwir-
kung von Oberflichen. Die Wechselwirkung ungeladener, nicht chemisch gebundener
Teilchen wird bestimmt von Van-der-Waals Kréften, Dipol-Dipol-Wechselwirkungen
(attraktiv) und Pauli-Repulsion (repulsiv). Diese Wechselwirkungen kénnen in der
Summe modellhaft durch das Lennard-Jones-Potenzial (sieche auch Abschnitt 2.4
und Abb. 5) beschrieben werden:

r-{(2)"-2(2)) »

wobei € die Tiefe des Bindungspotentials (sieche Abb. 5), r,, der Abstand des
Energieminimums vom Ursprung und r der Abstand zwischen Sonde und Probe ist.
Im Hinblick auf biologische Proben bietet diese Methode neben der hohen Auflésung
den Vorteil, dass die Proben nicht aufwéndig beschichtet werden miissen. Aulerdem
konnen biologische Proben unter nahezu physiologischen Bedingungen untersucht
werden. Die technische Umsetzung des Rasterkraftmikroskops wird in Abschnitt 2.4
ausfiihrlich besprochen. In Abbildung 2 ist ein AFM-tip abgebildet®.

Abbildung 2: AFM-tip

5Quelle: http://www3.physik.uni-greifswald.de/method/afm/AFM-tip.jpg



2.3 Die optische Rasternahfeldmikroskopie

[19, 1](engl. Scanning nearfield optical microscopy, SNOM)

In der optischen Rasternahfeldmikroskopie wird eine Spitze mit optischer Apertur®
verwendet. Durch die Spitze” wird nun sichtbares Licht (A = 400-700nm) gefiihrt.
Der Durchmesser der Hohlung im Tip ist mit circa 100nm kleiner als die Wellenlénge
des verwendeten Lichtes, wire also klassisch nicht zu durchdringen. Aufgrund des
Tunneleffektes® wirkt ein evaneszentes Feld auBerhalb des Tip. Dieses Feld regt die
Probe in entsprechend geringer Tiefe zur Fluoreszenz an. Dariiber hinaus lisst sich
die Spitze auch zur Photodetektion einsetzen. Dabei wird eine fiir die Lichtmikro-
skopie hohe Auflésung (~10nm) erzielt, welche sonst aufgrund der Beugungsgrenze
auf circa 150nm beschréinkt ist. Gleichzeitig liefert die Spitze geméfl der Raster-
kraftmikroskopie topografische Informationen. Abbildung 3 zeigt vereinfacht den
Versuchsaufbau eines SNOM?.

K

Abbildung 3: SNOM

6es gibt auch SNOM-tips ohne Apertur
7von innen metallisch beschichtet

8siehe 2 Rastertunnelmikroskop

9Quelle: http://www.nahfeldmikroskopie.de/



2.4 Das Rasterkraftmikroskop [3]

Auf der Basis des 1981 entwickelten Rastertunnelmikroskops [5, 4] entwickelten
Binnig et al 1985 [3] das Rasterkraftmikroskop (AFM) [3]. Damit war es erstmals
moglich, neben Leitern und Halbleitern auch Isolatoren mit einem Rastersonden-

verfahren abzubilden.

2.4.1 Aufbau und Funktionsweise

Viersegment- Lateralkraft
Photodiode

Laserdicde ,
Topographie

Laserstrahl

Cantilever

Probe

Piezo
I

Abbildung 4: Aufbau AFM

Abbildung 4 zeigt den Messaufbau eines Rasterkraftmikroskops!?. Im Zentrum der
Abbildung ist eine Blattfeder zu sehen, der sogenannte Cantilever, welcher die Spit-
ze (engl. tip) tragt. Der Tip ist meist aus Silizium gefertigt und wird mittels elek-
trochemischem Atzen hergestellt. Anhand der Auslenkung des Cantilevers wird die
Wechselwirkung mit der Probe detektiert. Hierfiir wird ein Laserstrahl auf den Can-
tilever fokussiert und in eine Mehrsegment-Photodiode reflektiert. Bei Verbiegung
des Cantilevers dndert sich die auf die einzelnen Segmente treffende Lichtintensitét.
Daraus wird die Auslenkung erechnet. Dieses Detektionsverfahren ist so genau, dass
in z-Richtung Auflésungen von 0,1nm erzielt werden. Aus der Auslenkung lasst sich
mit Hilfe der Federkonstanten des Cantilevers die wechselwirkende Kraft ermitteln.
Durch die abgebildete Viersegment-Photodiode lassen sich zudem Reibungskriifte

als Torsion des Cantilevers detektieren.!! Die Probe befindet sich auf einem Piezo-

10Quelle: http://www.nanomat.de/images/datenblaetter/42000-afm1.gif
1 Es gibt auch andere Detektionsverfahren, z.B. kapazitiv



Scanner. Dieses ist aus mehreren Schichten Piezokristall aufgebaut. Ein Piezokris-
tall verformt sich aufgrund des inversen Piezoeffektes, abhéingig von Vorzeichen und
Grofle einer angelegten Spannung. Das Piezoelement erlaubt so das zeilenformige
Abrastern der Probe in x- und y-Richtung und die Anpassung des Abstandes in
z-Richtung mit hoher Genauigkeit.!? Die Messdaten der Photodiode werden iiber
einen Controller zur Feinsteuerung des Tip in z-Richtung an den Piezo riickgekop-
pelt. So kann die wechselwirkende Kraft in Echtzeit konstant gehalten werden. Die

gewonnenen Daten werden am Computer in Bilder iibersetzt.

2.4.2 Abbildungsmodi und Medien

Die fiir die Rasterkraftmikroskopie relevanten Wechselwirkungen lassen sich, wie in
Abschnitt 2 behandelt durch das Lennard-Jones-Potential beschreiben (Gleichung
2, Abbildung 5 13).

Abbildung 5: Lennard-Jones-Potenzial

Der Teil des Potentials oberhalb der Nullachse fiithrt aufgrund von Pauli-Repulsion
zu repulsiven Kriften. Wegen des Pauli’schen AusschlieBungsprinzips diirfen sich
Elektronenorbitale von Spitzen- und Probenatomen nicht iiberlappen, was zu star-
ken, abstoflenden Kréften fiihrt. Diese Wechselwirkung entspricht einem Kontakt
der Spitze zur Probe mit der hohen Abstandsabhingikeit oc 1/7'2. Der Teil un-
terhalb der Nullachse ist Van-Der-Waals-'# und permanenten Dipol-Dipol-Wech-
selwirkungen zuzuschreiben. Er bewirkt dementsprechend attraktive Kréfte, deren
Abstandsabhingigkeit durch oc 1/7% gegeben ist. Ein Vorteil dieses Bereichs ist, dass
empfindliche Proben zerstérungsfrei untersucht werden kénnen. Um die Vorteile der
verschiedenen Abstandsbereiche bedarfsgerecht optimal auszuschopfen, wurden un-

terschiedliche Betriebsmodi entwickelt.

12Es gibt andere Messaufbauten, in denen der Cantilever iiber die Probe gerastert wird

13Quelle:http:/ /upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5a/12-6-Lennard-Jones-
Potential.png

Mauch London’sche-Dispersions-Krifte
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e Contact Mode

Im Contact Mode wird die Spitze bis in den repulsiven Bereich gebracht. Das
hat zur Folge, dass sie elastische Proben eindriickt, was die Probe schadigen
kann. Beschddigungen treten zudem durch laterale Reibungskrifte auf. Aus
diesem Grund wird der Contact Mode vor allem zur Analyse hirterer Proben

eingesetzt. Er kann in zwei unterschiedlichen Varianten betrieben werden.

— Constant Height
In diesem Modus wird die Sonde in konstanter Hohe iiber die Probe be-
wegt. Die topologische Struktur der Probe bewirkt eine Anderung der
Krifte. Da die Hohe nicht nachgeregelt wird, ist diese Methode nur fiir
glatte und harte Proben zu verwenden, da es sonst zu starken Beschédi-

gungen an Probe und Spitze kommt.

— Constant Force

Hierbei wird die Hohe der Spitze in z-Richtung so nachgeregelt, dass
die gemessene Kraft konstant bleibt. Dies entspricht einem konstanten
Abstand zur Probe. Diese Ausfithrung erlaubt auch die Analyse weiche-
rer Proben. Fiir die Analyse biologischer Proben kommt diese Technik

allerdings selten zum Einsatz, da auch sie im repulsiven Bereich arbeitet.

e Non Contact Mode

Im Non-Contact-Mode, auch dynamischer Modus genannt, wird der Cantile-
ver durch einen Piezo nahe seiner Resonanzfrequenz zum Schwingen angeregt.
Tritt die schwingende Spitze in den Abstandsbereich attraktiver Kréfte ein, so
verschiebt sich die Resonanzfrequenz. Dadurch dndert sich die Amplitude der
Schwingung. Durch Nachregeln der z-Richtung wird die Amplitude konstant
gehalten, ohne dass die Spitze mit der Probe in Kontakt tritt. Da dieses Ver-
fahren nur im attraktiven Bereich arbeitet, schont es die Probe. Durch die ge-
ringe Verformung der Probe ist auf Isolatoroberflichen im Non-Contact-Mode
atomare Auflésung zu erreichen. Ein Problem beim dynamischen Modus ist,
dass an Luft bei Normaldruck sowohl Spitze als auch Cantilever von einem
Flissigkeitsfilm bedeckt sind, was die Messergebnisse stark beeintréchtigen

kann. Bei Messung im Vakuum oder in Losung tritt dieses Problem nicht auf.

11



e Tapping Mode” [10](Intermittent Contact Mode)

Im Tapping Mode™™ oder intermittierendem Modus wird der Cantilever wie

15 zur Schwingung ange-

im Non-Contact-Mode nahe seiner Resonanzfrequenz
regt. Bei der Messung tritt die Spitze am unteren Umkehrpunkt der Schwin-
gung mit der Probe in Kontakt. Das garantiert zum einen eine hohe Auflésung
und verhindert Qualitdtseinbuflen durch den Fliissigkeitsfilm auf Spitze und
Probe, da dieser durchdrungen wird. Bei Proben mit hoher Elastizitéit kann
dies dazu fithren, dass die Probe eingedriickt wird, was in der Abbildung zu
einer geringeren als der tatsidchlichen Hohe der Probe fithren kann. Neben dem
Hohenbild liefert die Messung im Tapping Mode?™ auch ein Phasenbild. Die
Phasenverschiebung zwischen Anregung und Cantilever-Schwingung ist abge-
sehen von der Hohe der Probe auch von anderen Oberflicheneigenschaften wie
Elastizitdt, Oberflichenspannung und Haftung abhéngig, aus denen zusétzli-
che Informationen gewonnen werden kénnen. Im Tapping Mode”™ kann das
AFM sowohl an Luft und im Vakuum, als auch in Fliissigkeit betrieben wer-
den. Ein Vorteil dieses Betriebsmodus ist neben der oben genannten Zusatz-
information aus dem Phasenbild, dass Beschiadigungen der Probenoberfliche
gering gehalten werden. Damit bietet er, bei geringem Aufwand und geringer
Probenbelastung, eine hohe Auflésung und ist somit sehr gut fiir biologische

Proben geeignet.

e Medien

Wie erwéhnt ist es moglich, sowohl im Vakuum und in Luft als auch in Fliissig-
keit abzubilden. Fiir biologische Proben ist die Messung in Fliissigkeit beson-
ders interessant, da lebende Zellen sowie einzelne Makromolekiile zum Bei-
spiel Proteine, unter nahezu physiologischen Bedingungen untersucht werden
konnen. Hierfiir werden spezielle Cantilever und -Halterungen eingesetzt. Die-
se Variante bietet allerdings auch Nachteile. Es gestaltet sich schwieriger, den
Laserspot auf den Cantilever zu fokussieren. Der Laserstrahl durchlduft das
Glas der Cantilever-Halterung und die Messfliissigkeit, was zu zahlreichen Re-
flexionen fiihrt. Ein weiteres Problem, das zwar auch in Luft, aber besonders
in Flissigkeit auftritt, ist die thermische Drift. Die thermischen Schwankun-
gen fithren zu einer zusétzlichen Verbiegung des Cantilevers. Daher sollte nach
Einbringen des Cantilevers in die Fliissigkeit ein moglichst stabiles thermisches
Gleichgewicht abgewartet werden. Die Resonanzfrequenz des Cantilevers wird

in Fliissigkeit aufgrund der Dampfung stark abgesenkt.

5an Luft ~ 300kHz, in Fliissigkeit ~10kHz

12



2.4.3 Artefakte

Das am Computer erzeugte Bild und die daraus abgelesenen Groflien entsprechen
nicht immer den realen Grofien der Probe. Die Hauptursache dafiir ist die Abwei-
chung der Spitze von der idealen §-Funktion und die daraus resultierenden Faltungs-
effekte!S. Der Spitzenradius betrigt ~10-30nm. Dies hat zur Folge, dass alle Proben
im Querschnitt grundsitzlich zu grofl abgebildet werden (siehe Abbildung 6). Abbil-
dungen gleicher Objekte, mit verschiedenen Spitzen aufgenommen, zeigen deshalb
unterschiedliche apparente Gréfien. Die in Abbildung 6 abgebildeten Grofien stehen
nach [8] wie folgt im Zusammenhang:

2
S:Z\/RD+DT (3)

Dabei ist S die Halbwertsbreite der Abbildung des Objektes mit dem Durchmes-

ser D, gemessen mit einer Spitze vom Radius R.

Abbildung des
Objekies

Abbildung 6: Geometrisches Modell zur Abschétzung der Auflosung

Aus Gleichung 3 ldsst sich nach Vermessung einer Referenzprobe bekannter
Grofle der Spitzenradius ermitteln. Daraus kann die Grofle unbekannter Proben
niherungsweise bestimmt werden [8]. Die Grofie der Proben in-z-Richtung wird al-
lerdings sehr genau (Auflésung ~0,1nm) abgebildet. Aus Abbildung 6 geht hervor,
dass diese Nédherung nur bei sphérischen oder zylindrischen Objekten Anwendung
finden kann. Beschédigungen der Spitze kénnen dazu fithren, dass die untersuch-
ten Objekte in der Abbildung nicht existente Anhénge zeigen. Diese artifiziellen
Anhénge sind meist leicht daran zu erkennen, dass sie bei unterschiedlichen Ob-
jekten immer in der gleichen Ausrichtung!” auftreten. In diesem Fall ist die Spitze
auszutauschen.

Weiter kann es vorkommen, dass Objekte in der Abbildung eine Art Spur ziehen

16
17

mathematisch
zum Beispiel immer rechts unten
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(Abbildung 7). Dies liegt in den meisten Fillen daran, dass das Objekt nicht ausrei-
chend auf dem Objekttrager fixiert ist und die Spitze es deshalb vor sich herschiebt.

In diesem Fall ist die Probenpréparation zu verbessern.

Abbildung 7: Nicht aureichend fixierte Fe-Nanopartikel

2.4.4 Probenvorbereitung

Um Proben mit dem AFM zu untersuchen, ist es notwendig, sie auf einer moglichst
glatten Oberfliche zu fixieren. Als Objekttriager eignen sich neben Glas-, Gold- und
Siliziumoberflichen vor allem Glimmer (engl. mica ). Mica ist ein Schichtsilikat wel-
ches zwischen einzelnen atomaren Schichten nur geringe Bindungskrifte aufweist.
Die obersten Schichten lassen sich dadurch leicht abtragen (zum Bespiel mit Kle-
beband). Eine atomar glatte Oberfléiche bleibt zuriick, welche sich, ohne dass eine
zusétzliche Reinigung notig wire, gut fiir die Rasterkraftmikroskopie eignet. Mica
wird daher sehr hiaufig verwendet. Je nachdem welche Eigenschaften die abzubil-
dende Probe aufweist, ist es notwendig, die Oberflache zu funktionalisieren, um eine

ausreichende Immobilisierung zu erzielen.

14



3 Theoretische Grundlagen der behandelten Pro-

ben

3.1 2-Cys Peroxiredoxin aus Arabidopsis thaliana [15]

Infolge der oxygenen Photosynthese reicherte sich die frithe Erdatmosphére mit Oq
an, was die Evolution eines Os-basierten Metabolismus inklusive eines effizienten re-
spiratorischen Energiemetabolismus moglich machte. Die verdnderten Bedingungen
bedeuteten jedoch auch eine Bedrohung der Zelle durch oxidativen Stress. Oxi-
dativer Stress wird durch reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species,
ROS) verursacht. Diese entstehen sowohl im normalen Metabolismus (zum Beispiel
Photosynthese) als auch vermehrt, wenn die Zelle Stressbedingungen ausgesetzt ist.
Durch wahllose Oxidation von Makromolekiilen richten sie enormen Schaden an,
da fiir den Organismus lebenswichtige Prozesse - wie Zellteilung, -differenzierung
und -tod - redoxreguliert sind [12]. In dieser Zeit entwickelten sich die Peroxidasen.
Ein zu dieser Klasse gehoriges Protein ist das Peroxiredoxin (Prx). Es baut ROS
ab und hilt so die Konzentration in der Zelle gering [12]. Peroxiredoxine liegen in
allen Zellen vor [17].

15 nm

Abbildung 8: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von 2-Cys Peroxiredoxin-A-
Decameren

Die Peroxiredoxine werden nach ihren katalytischen Mechanismen in 1-Cys Prx
(ein katalytischer Cystein-Rest) und 2-Cys Prx (2 katalytische Cystein-Reste) un-
terschieden [6]. Eukaryotische 2-Cys Peroxiredoxine (2-Cys Prx) sind sehr haufige
Thiol-Antioxidantien, welche eine Reihe von Peroxiden reduzieren und in Abhéngig-
keit vom Redoxzustand mafigeblich ihre Konformation verdndern. Das klassische
2-Cys Peroxiredoxin bildet Kopf-Schwanz verbundene Homodimere [11, 7]. Das En-

zym kann jedoch auch Oligomere hoherer Ordnung bilden, wie zum Beispiel De-

15



camere (sieche Abbildung 8 *® und 9 %) und Octamere. Thre Funktion als Antioxi-
dantien wurde in aeroben Bakterien beibehalten. In eukaryotischen Zellen haben
die Prx zusétzliche Funktionen als Redox-Sensor, Regulator von Signalwegen und
bei der Proteinfaltung (Chaperon-Funktion) ibernommen [11, 18, 12]. Zudem wur-
de gezeigt, dass chloroplastidire 2-Cys Peroxiredoxine aus Arabidopsis thaliana im
oxidierten Disulfid-Zustand (S-S Konformation) an Desoxyribonukleinsdure (DNA)
binden [15]. Die Grofle des donutférmigen Prx-Decamers betrégt etwa 15 nm (siche
Abbildung 8). Der Durchmesser des Lochs, welches die Form eines Pentagons zeigt,
betragt etwa 5 nm. Die Dicke ist ebenfalls etwa 5 nm. Das Molekulargewicht des

Decamers betrégt circa 200 kDa (Prx-Monomere wiegen zwischen 17-24 kDa).

Abbildung 9: 2-Cys Prx Decamer im oxidierten Zustand

18Quelle: Miriam Laxa, Karl-Josef Dietz (Bielefeld University) und Ana Arteni, Sami Kereiche,
Egbert Boekema (Groningen Universiteit)
9Quelle: http://thesgc.com/SGC-WebPages/StructureDescription/2H66.php
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3.2 Fe-Oxyhydroxid-Sucrose-Komplex [14]

Der vorliegende Fe-Sucrose-Komplex (Venofer, 20 mg/ml) wird Patienten mit Blut-
armut und chronischer Nierenerkrankung intravents verabreicht. Das Eisen ist Be-
standteil des humanen Blutfarbstoffs Himoglobin, welcher zum Os-Transport dient.

Die Nanopartikel bestehen aus

HOCH, einem sphérischen, polynukledren
o HOCH, o Fe-Oxyhydroxid-Kern in der mi-
OH \\ >/ % neralischen (-FeOOH-Form (Aka-
HOL( o \_/CH o ganeit?®) und einer Kohlenhy-
OH : drathiille aus Sucrose?!. Das Disac-

OH

charid ist der Haushalts- oder Kris-
tallzucker, welcher in Zuckerriibe
Abbildung 10: Strukturformel Saccharose und Zuckerrohr enthalten ist (Ab-
bildung 10 ?2?). Die Sucrose dient
als losliches Chelat?3, ohne das die Partikel nicht 16slich wiren. Zudem stabilisiert
die Anhaftung die Struktur des mineralischen Kerns. Sucrose bindet schwach an
Eisen bei neutralem pH [9, 2, 16]. Ab 25facher Verdiinnung lost sich die Sucrose
allerdings weitgehend. Fiir die Nanopartikel wurde mittels Rasterkraftmikroskopie
und Transmissions-Elektronen-Mikroskopie (engl. transmission electron microscopy,
TEM) eine anndhernd einheitliche Grole bestimmt [14]: fiir die Partikel mit einer
anhéngenden Sucroseschicht ein mittlerer Durchmesser von 7 4+ 4 nm, fiir den Kern
von 3 + 1 nm. Nach einer Elementaranalyse mit der Annahme einer annihernd
sphérischen Form enthélt ein durchschnittlicher Kern 416 FeOOH, umgeben von
etwa 24 Sucrosemolekiilen. Darauf basierend wurde ein Molekulargewicht von etwa
45 kDa errechnet [14].

20Mineralklasse

2lauch Saccharose

22Quelle: http://www.tojozi.de/ChemAll/image31.gif
23zwei Bindungen am Zentralion
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4 Material und Methoden

Alle behandelten Proben wurden mit dem Rasterkraftmikroskop im Tapping Mode
untersucht. Dazu wurde ein kommerzielles Rasterkraftmikroskop der Firma Veeco,
vom Typ Multi Mode”™ IIla verwendet. Zudem wurde ein Nanoscope Controller
ITTa mit Nanoscope Software Version 5.30r3.sr3 (c¢) Copyright 2005 eingesetzt. Der
AFM-Scanner vom Typ EV wurde mit Kalibrationsgittern der Marke Veeco geeicht.
Zur Kalibrierung in x- und y-Richtung wurde ein Gitter mit 1 gm grofien Absténden
verwendet, fiir die Eichung in z-Richtung ein Gitter mit 200nm Tiefe. Die Messun-
gen an Luft wurden mit gedtzten Budget Sensors Cantilevern vom Typ Tap300Al
(Resonanzfrequenz circa 300 kHz) durchgefiihrt. Die Messungen in Puffer wurden
mit Cantilevern der Firma Olympus (Micro Cantilever, Typ OMCL-TR400PSA-
HW, Resonanzfrequenz in Fliissigkeit circa 10 kHz) durchgefithrt. Zum Abbilden
wurde iiblicherweise ein Setpoint von 2 V gewihlt. Die Scangeschwindigkeit wurde
von 0,5 - 3 Hz variiert. Alle Abbildungen wurden mit 512x512 Bildpunkten erzeugt.
Die Scangrofie wurde zwischen 200 nm - 2 pm variiert. Die Gains wurden bei einer
Scangeschwindigkeit von 1 Hz bei Start der Messung auf integral gain = 0,3 und
proportianal gain = 3.0 eingestellt. Scangeschwindigkeit, Setpoint und Gains wur-

den jeweils angepasst, bis die bestmogliche Bildqualitéit erzielt wurde.

Proben

Die vermessenen Proteine 2-Cys Peroxiredoxin-A lagen in Puffer mit 85uM im
oxidierten Disulfid-Zustand (S-S) vor. Die Fe-Nanopartikel standen jeweils als Fe-
Oxyhydroxid-Sucrose-Komplex mit einer Konzentration von 20mg/ml in Glasam-

pullen zur Verfiigung.

Priparation
Alle Proben wurden zur Messung auf Mica fixiert. Die Proteine wurden zur Mes-
sung in Luft von 85 puM mit 0,04M Kpi-Puffer (pH 7) auf 0,5-1 pM verdiinnt. 3
pl dieser Losung wurden auf eine frisch gespaltene Micaoberfliche gebracht und
getrocknet. Fiir die Messungen in Fliissigkeit wurde die Micaoberfliche 90 Minuten
im Exsikkator mit 3-Aminopropyl-triethoxysilan (APTES) funktionalisiert. Dieses
Molekiil bindet an die elektronegative Micaoberfliche und besitzt weiterhin freie
positiv geladene Aminogruppen?. Fiir die Fliissigkeitsmessung wurden 5 pl der
Probenlosung auf das silanisierte Micapldttchen gegeben. Der Cantilever wurde in
der Vorbereitung mit einem Tropfen (circa 20 ul) des 0,04M Kpi-Puffer (pH 7)
bedeckt. Nach dreifiig Sekunden wurde die vorbereitete Cantilever-Halterung mit
dem Puffer am Cantilever in die Nidhe der Oberfliche gebracht, bis sich die Tropfen
verbanden.

Zur Priparation der Fe-Nanopartikel wurde, wie in der Literatur [14] beschrie-
ben, vorgegangen. Die Proben mit der Konzentration 20mg/ml wurden jeweils

150fach mit entionisiertem Wasser verdiinnt. 5 ul dieser Losung wurden auf frisch

24es wird auch zur Fixierung von DNA verwendet
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gespaltenes Mica ohne zusétzliche Funktionalisierung aufgetragen. Nach einer Bin-

dezeit von 30-60 Sekunden wurde die Oberfliche mit 100 ul entionisiertem Wasser

abgespiilt und vorsichtig mit Stickstoff trocken geblasen.

Datenanalyse

Die Abbildungen wurden zur Vi-
sualisierung mit einem mathemati-
schen Algorithmus erster Ordnung
(engl. flattening first order) bear-
beitet und fehlerhafte Scanlinien
entfernt. Die Skalierung ist jeweils
an der Abbildung abzulesen. Zur
statistischen Auswertung wurden
die Hohe, die Breite und die Halb-
wertsbreite der abgebildeten Ob-
jekte ausgelesen. Die Groflenana-
lyse wurde mit der freien Softwa-
re Gwyddion 2.9 durchgefiihrt. Der
reale Durchmesser der Proben?’
wurde mit diesen Daten und Glei-

chung 3 geméf [8], wie in Abschnitt

Abblldung 11: A\-DNA mit Durchmesser 2 nm

2.4.3 beschrieben, ndherungsweise berechnet. Als Referenzprobe zur Ermittlung des
Spitzenradius wurde A-DNA (siche Abbildung 11) mit bekanntem Durchmesser

(D=2 nm in der B-Form) verwendet, wobei diese in der Abbildung eine mittlere

Halbwertsbreite von S=16 nm aufwies. Mit Gleichung 3 wurde fiir die Cantilever

des verwendeten Wafers ein mittlerer Spitzenradius von R~30 nm berechnet.

25

nur Fe-Nanopartikel wegen sphérischer Form
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5 Resultate und Diskussion

Die folgenden Abbildungen sind das Ergebnis zahlreicher Messungen, wobei typische

Ergebnisse dargestellt werden.

5.1 2-Cys Peroxiredoxin-A

Die gezeigten topografischen AFM-Abbildungen wurden mit verschiedenen Scan-
grofen erstellt. In Abbildung 12 ist geméfl der Praparation eine stochastische Ver-
teilung von 2-Cys Peroxiredoxin-Komplexen zu sehen. Die Proteinkomplexe zei-
gen bei anndhernd gleicher Grofle eine heterogene und nicht kreisrunde Form. Dies
konnte daran liegen, dass sie in Luft ihre natiirliche Konformation verindern be-
ziehungsweise den oxidierten Zustand verlassen. Der durchschnittliche apparente
Durchmesser betrégt in Abbildung 12 etwa 30nm, was unter Beriicksichtigung der
Faltungseffekte Abbildung 8 etwa entspricht. Einer quantitativen Berechnung der
Grofle nach Gleichung 3 entzieht sich der Proteinkomplex jedoch aufgrund seiner
Form. Aufillig ist, dass das in Abbildung 8 sichtbare Loch in der Mitte der Pro-
teine nicht abgebildet wurde. Dies kénnte verschiedene Ursachen haben. Einerseits
konnte der Hohlraum auch in Luft mit Wasser gefiillt sein, was eine Penetration
der Spitze verhindert. Andererseits ist es fraglich ob die Spitze (nach Abschnitt 4:
R~30 nm) iiberhaupt in die Offnung eindringen kann, welche nach Abbildung 8

circa einen Durchmesser von nur circa 5 nm hat.

Weiter ist es moglich, dass der
Komplex aufgrund der Messung
in Luft seine Konformation so
verdndert hat, dass das Loch klei-
ner oder gar geschlossen ist. Es
ist allerdings nicht auszuschlieflen,
dass die Abbildung des penta-
gonférmigen Loches mit dem AFM
(z.B. mit einer sehr guten Spitze
und einem optimal gewahlten Set-
point) zumindest als Delle visua-
lisierbar wére. In dieser Messung
wurde die Probenlosung auf nicht
funktionalisiertem Mica trocknen

gelassen. Dadurch haben sich ne-

100 nm

ben den Proteinen noch andere Ob-

jekte auf der Oberflache abgelagert,

welche vermutlich aus dem Puffer ) . )
. . Abbildung 12: 2-Cys Prx-A in Luft auf Mica

stammen. Dennoch zeigt die Ober-

fldche eine geringe Rauigkeit.

Zur Bestimmung der Hohe wurde ein Decamer, welches anndhernd kreisrund

20

6.0nm

0.0nm



abgebildet ist, ndher herangezoomt (siche Abbildung 13).

[ 6.0 nm

0.0nm
(a) 2-Cys Prx-A auf sil. Mica Scangréfie 200nm

[ 6,0 nm

0.0nm

(b) Zoom in Abbildung 13(a)

Abbildung 13: 2-Cys Peroxiredoxin-A in Luft

Aus Abbildung 13(b) wurde ein Hohenprofil extrahiert.
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— Hihenprofil 2-Cys Prx

y [nm]
IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII
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Abbildung 14: Hohenprofil 2-Cys Prx-A in Luft

Der Proteinkomplex in Abbildung 14 zeigt eine apparente Breite von 27 nm und
steht somit fiir einen Komplex durchschnittlicher Grofie bei den Messungen in Luft.
Unter Beriicksichtigung der Faltung und der Groflenstreuung der Proteine passt
diese Grofie auch zum Literaturwert (15 nm). Das Hohenprofil zeigt am Hochpunkt
eine Hohe von 4,75 nm. Das entspricht der aus Abbildung 8 ablesbaren Hohe aus der
Seitenansicht (circa 5 nm), wenn man beriicksichtigt, dass die Probe leicht durch
die Spitze eingedriickt wird. Die zu erwartende Vertiefung im Protein ist auch in
diesem Hohenprofil nicht zu sehen. Um eine eventuelle Konformationsdnderung des
Proteins als moéglichen Grund dafiir auszuschlielen, wurden auch Messungen unter

nahezu physiologischen Bedingungen in Puffer durchgefiihrt.
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150 nm

0,0nm

Abbildung 15: 2-Cys Prx in 0,04M Kpi-Puffer (pH 7), S-S

In Abbildung 15 ist zu sehen, dass die Decamere eine deutlich homogenere Form
und Grofle aufweisen als bei Messungen in Luft. Aulerdem ist die Rauigkeit der
Micaoberfliche deutlich hoher, was wahrscheinlich auf Ablagerungen aus dem Puf-
fer bei der Messung in Fliissigkeit zuriickzufiihren ist. Die Vertiefungen sind auch
in Abbildung 15 nicht zu erkennen. Der durchschnittliche apparente Durchmesser
der Proteine betréigt iiber 50 nm. Dies konnte zum einen an einem grofleren Spit-
zenradius liegen. Eine andere Ursache koénnte sein, dass die Proteine in Lésung
grofler beziehungsweise mit Ionen behaftet sind. Ob die abweichende Gréfle real
ist, ist aus den Daten nicht eindeutig abzuleiten. Um dies zu iiberpriifen, miiss-
ten weitere Messungen in Fliissigkeit durchgefiihrt werden. Die Hohe entspricht mit
durchschnittlichen 6nm +1 nm wiederum der in Abbildung 8 (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: Hohenprofil 2-Cys Prx in 0,04M Kpi-Puffer (pH 7), S-S
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5.2 Fe-Sucrose-Komplex Nanopartikel

Die folgenden topografischen AFM-Abbildungen (1pm x 1um) zeigen Fe-Sucrose-
Komplex-Partikel. Durch die hohe Verdiinnung (150fach) wird jedoch gemifi Ab-
schnitt 4 vermutet, dass fast keine Sucrose mehr an den mineralischen Kern gebun-
den ist. Das heisst, es handelt sich bei den abgebildetetn Nanoclustern praktisch
nur um die polynukledren FeOOH-Kerne. Die kugelférmigen Partikel aus vier ver-
schiedenen Proben (Venofer, P, P», P3) sind geméf der Préparation stochastisch
auf der Oberfliche verteilt. Die Abbildungen wurden alle mit der gleichen Spitze
erstellt.

[T 10,0 nm

0.0nm

Abbildung 17: Fe-Sucrose-Komplex Venofer
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[T 10,0 nm

0.0nm

Abbildung 18: Fe-Sucrose-Komplex P;

[T 10,0 nm

0.0nm

Abbildung 19: Fe-Sucrose-Komplex Ps
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[T 10,0 nm

e ———————
i I 0,0nm

Abbildung 20: Fe-Sucrose-Komplex Ps

Abbildung 21 zeigt exemplarisch, wie fiir jede Probe die Halbwertsbreiten und
Hohen von 40-100 Nanopartikeln aufgenommen und gemittelt wurden. Die Grofie
der Partikel wurde aus der direkt ablesbaren Hohe und dem gemittelten Spitzenradi-
us R~30 nm gem&f Abschnitt 4 und Gleichung 3 ermittelt. Hier ergibt sich aus dem
Hohenprofil eines ausgewéihlten Teilchens eine Hohe von 3,6 nm. Aus der Halbwerts-
breite von 20 nm und dem Spitzenradius R~30 nm berechnet sich nach Gleichung 3
ein Durchmesser von 3,24 nm, was die sphérische Form bestétigt. Die Unsicherhei-
ten der in Tabelle 1 angegebenen Mittelwerte ergeben sich aus der Groflenstreuung
der Partikel und aus Abweichungen durch die Verwendung verschiedener Spitzen

bei Eichung und Messung.
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Abbildung 21: Hohenprofil Fe-Nanopartikel

Probe | mittlere GroBe [nm] | Fehler [nm]

Venofer 4,0 + 2,0

P, 3.5 15

Py 3,3 15

Py 3,3 +15
Tabelle 1

Der ermittelte Wert fiir die Probe Venofer entspricht innerhalb des Fehlerbe-
reiches dem in der Literatur angegebenen Wert von 3 £ 2 nm. Die Nanopartikel
der Proben P;, P, und Pj sind etwas kleiner als die Referenzprobe von Venofer,
allerdings im Rahmen der statistischen Fehler. Auflerdem ist in den Abbildungen
die leichte Tendenz zu erkennen, dass die Proben P;, P>, und P3 eine homogenere

Groflenverteilung aufweisen als die Referenzprobe.
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6 Resiimee und Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein Proteinkomplex von 2-Cys Peroxiredoxin-A (Decamer)
erfolgreich mit einem Rasterkraftmikroskop abgebildet. Es entstanden topografische
Abbildungen durch Messungen in Luft und in physiologischer Umgebung (Puffer).
Es gelang, die Proteine auf der Oberfliche zu immobilisieren. Die Abbildungen zei-
gen unter Beriicksichtigung der Messfehler mit elektronenmikroskopischen Aufnah-
men (Durchmesser circa 15 nm, Héhe circa 5 nm) iibereinstimmende Abmessungen.
In Puffer zeigten die Proteine eine homogenere Form und gréflere apparente Aus-
dehnung (=50 nm gegen ~30 nm in Luft). Ob die abweichende Gréfle real oder
durch die Verwendung verschiedener Spitzen bedingt war, geht aus den vorliegen-
den Daten nicht hervor. Weitere Messungen in Puffer kénnten dariiber Aufschluss
geben. Das pentagonférmige Loch in der Mitte des Proteinkomplexes, welches die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen, konnte nicht abgebildet werden. Auf-
grund der Tatsache, dass das 2-Cys Peroxiredoxin Thiol-Gruppen besitzt, konnte
man in Folgeexperimenten versuchen, es auf einer Goldoberfliche zu immobilisie-
ren, da diese sehr gut an Gold binden. Moglicherweise gelingt es damit, das Loch in
der Mitte des oligomeren Enzyms zumindest als Delle abzubilden. Eine Messung in
Puffer ist zwar aufwéndiger, wire aber den Ergebnissen zufolge aufgrund der besser
gewihrleisteten oxidativen Konformation vielversprechender.

Weiter gelang es, die mineralischen FeOOH-Kerne des Fe-Sucrose-Komplexes
mit einem Rasterkraftmikroskop abzubilden und mit einer Referenzprobe (Venofer)
in Grole und Form zu vergleichen. Die Grofle wurde quantitativ ermittelt. Hierfiir
wurde ein geometrisches Modell verwendet, um Faltungseffekte heraus zu rechnen.
Fiir die kugelférmigen Nanopartikel der Referenzprobe wurde ein Durchmesser von
Dyen = 4.0 £ 2,0 nm ermittelt, welcher innerhalb des Fehlerbereichs mit dem
Literaturwert (3 £ 2 nm) iibereinstimmt. Fiir die restlichen Proben ergaben sich
mittlere Durchmesser von Dp, = 3,5 £ 1,5 nm, Dp, = 3,3+ 1,5 nm und Dp, = 3,3
+ 1,5 nm. Die Vergleichsproben sind etwas kleiner als die Referenzprobe, wenngleich
sie innerhalb des Fehlerbereichs mit ihr iibereinstimmen. In der Tendenz zeigten die

Vergleichsproben eine etwas gleichméfigere Groflenverteilung als die Referenzprobe.
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