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1 Einleitung

Die Rasterkraftmikroskopie (AFM) ist in den letzten Jahren zu einem zuverldssigen Stan-
dardverfahren geworden, um Oberflichen zu untersuchen. Die Beschrankungen auf leitende
Proben, denen sein Vorganger, das Rastertunnelmikroskop (STM) unterliegt, sind langst kein
Problem mehr. So werden heute mit Rasterkraftmikroskopen viele verschiedene Materiali-
en, wie Kristalle und Metalloberflachen bis hin zu sensiblen Biomaterialien, wie Proteine und
DNA, untersucht und abgebildet. Dabei wird mit einer Spitze die Oberflache abgerastert und
die Wechselwirkungen der Spitze mit der Oberflache iiber die Verbiegung eines biegsamen
Hebelarms, dem Cantilever, detektiert.

Biomaterialien haben oft StrukturgroBen, die unterhalb der Auflésungsgrenze der Lichtmi-
kroskopie liegen. So zum Beispiel DNA, die mit einer Breite von 2nm frither nur durch
Rontgenbeugungsexperimente an ihrer kristallinen, nicht nativen Form oder durch Elektro-
nenmikroskopie untersucht werden konnte. Durch die Rasterkraftmikroskopie konnen solch
kleine Strukturen heute ohne groBen Aufwand abgebildet werden. Ebenfalls im Mittelpunkt
des Interesses stehen Untersuchungen an Membranen und ganze Zellen.

Da Zellkulturen im Allgemeinen physiologische Bedingungen benétigen, ist es wiinschens-
wert, diese Anforderungen wahrend der Messung zu gewahrleisten. Die Messungen werden
zum Beispiel in Fliissigkeit, am besten in einem Nahrmedium oder einer Pufferlésung durch-
gefiihrt. Wiirden die Zellen oder andere Biomaterialien getrocknet, hatten sie in aller Regel
nicht mehr ihre native Form. Proteine werden durch den Wegfall von stabilisierenden H5O-
Molekiilen denaturiert und verlieren damit ihre eigentliche Funktion. Ganze Zellen sind in
diesem Fall, als System mit Stoffwechsel, noch komplizierter. Durch teilweise Denaturierung
von Membranproteinen und Beeinflussung von Membranvorgingen (Osmose) kommt es au-
Berhalb eines fliissigen Mediums dazu, dass auch die Zellen ihre native Form verlieren. Ein
Beispiel sind rote Blutkdrperchen, die durch zu hohen oder zu niedrigen Turgor (Zellinnen-
druck) ihre Form verlieren.

Die Messungen in fliissigen Medien bringen allerdings weitere Probleme mit sich. Das groBte
ist sicherlich die thermische Drift. Cantilever aus mehreren Materialen miissen unter Fliissig-
keit erst das thermische Gleichgewicht mit der Umgebung erreichen, bevor eine Messung
begonnen werden kann. Wahrend sich das Gleichgewicht einstellt, verbiegen sie sich analog
einem Bimetall. Diese Verbiegung kommt erst zum Stillstand, wenn das Gleichgewicht er-
reicht ist. Eine konstante Verbiegung ist kein Problem, da sie bei der Kalibrierung des Raster-
kraftmikroskops beriicksichtigt werden kann. Andert sie sich jedoch wihrend einer Messung
kann es zu einer Zunahme des Drucks auf die Zelle kommen, wodurch die Membran zerstort
werden konnte.

Da sich auch das Medium im thermischen Gleichgewicht mit der Umgebungsluft befinden
muB, kann es durch Erwarmen oder Abkiihlen der Fliissigkeit, auf Grund von schwankender
Raumtemperatur, zu langen Equilibrierungszeiten kommen. Ein weiterer wichtiger Punkt um
die Zellen in der Messung bei physiologischen Bedingungen zu halten ist die Temperatur. Der
von den meisten Zellkulturen gewiinschte Wert liegt bei 37°C, was im Normalfall deutlich
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iber der Raumtemperatur liegt.

Die Temperierung der Fliissigkeit erfordert spezielle Gerdte. Mit zwei Vorrichtungen dafiir
wurden in dieser Arbeit Abbildungen angefertigt. Laut Hersteller sollen diese Gerate, durch
stetige Temperaturkontrolle, zusatzlich die thermische Drift verlangsamen oder ganz unter-
driicken. Um dies genau zu lberpriifen wird die Verbiegung des Cantilevers iiber einen be-
stimmten Zeitraum anhand der Verinderung des Deflectionsignals® bei verschiedenen Tempe-
raturen gemessen. Mit den, durch die Heizsysteme verbesserten, Umweltbedingungen wurden
zu guter Letzt noch Abbildungen erzeugt.

LGibt an, wie stark der Cantilever verbogen wird.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Rasterkraftmikroskopie

Das Rasterkraftmikroskop beruht auf dem 1982 von G.Binning und H. Rohrer erfundenem
Rastertunnelmikroskop [1]. Beide Methoden gehdren zu den Rastersondenmikroskopiever-
fahren, die alle dem selben Prinzip folgen, sich jedoch durch die Art der zu detektierenden
GroBen unterscheiden. Im Nahfeld (< 50nm) oder im direkten Kontakt zur Probe wird eine
Sonde entlang eines Rasters iiber die Oberflache gefiihrt und nimmt die Wechselwirkungen
zwischen der Sondenspitze und der Probenoberflache auf.

Die Art der Wechselwirkungen charakterisieren das Mikroskopieverfahren. Beim Rastertun-
nelmikroskop (STM) wird der Tunnelstrom zwischen der leitenden Spitze und der ebenfalls
leitenden Oberflache detektiert [2]. Bei einem anderen Vertreter, dem optischen Nahfeld-
mikroskop (SNOM) [3], werden durch eine sehr kleine Apertur (einige 10nm) spektro-
skopische Messungen unterhalb der Beugungsgrenze der konventionellen Lichtmikroskopie
durchgefiihrt. Das Rasterkraftmikroskop (AFM) [4] hingegen detektiert u.a. van-der-Waals-
Wechselwirkungen zwischen Probe und Spitze und ist, anders als das STM, auch fiir nicht
leitende Materialien geeignet.

2.1.1 Aufbau

Photodiode

&piegel

Cantilever mit
Spitze

Probenoberflache
Regelelektronik 4—

Abbildung 1: A: Schematischer Aufbau eines Rasterkraftmikroskops. B:Schema zur De-
tektion der Auslenkung mittels eines Lasers

A B

Der Sensor des Rasterkraftmikroskops ist eine Spitze, die am duBersten Ende des Cantile-
vers angebracht ist. Entweder wird sie liber der Probe bewegt oder die Probe wird unter
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einer feststehenden Spitze bewegt. Die Krafte, die wahrend eines Scans zwischen Probe und
Spitze wirken, werden durch die Verbiegung des Cantilevers detektiert. Um diese Auslenkung
genau zu bestimmen, wird ein Laserstrahl auf die Riickseite des Cantilevers projeziert, wo
er reflektiert und durch einen Spiegel auf einen Detektor geleitet wird. Wird der Cantilever
verbogen, so dndert die Reflexion des Lasers ihre Position auf dem Photodetektor (siehe
Abbildung 1, rechts). Die so indirekt iiber die Verbiegung gemessenen Krafte werden in eine
Regelelektronik eingespeist, die die vertikalen Bewegungen der Spitze, je nach Messmodus,
kontrolliert. Diese Methode, die Verbiegung zu detektieren, heiBt , optical lever"[5].

Die Bewegungen der Spitze, also des gesamten Cantilevers, oder der Probe werden in alle
drei Raumrichtungen von Piezokeramiken iibernommen. Diese sorgen fiir eine Nanometer
genaue Positionierung von Probe und Spitze.

2.1.2 Abbildungsarten

Es wird zwischen zwei Betriebsarten unterschieden: Kontakt- und Nichtkontaktmodus [6].
Abbildung 2 zeigt eine schematische Darstellung der beiden Modi. Beim Kontaktmodus (engl.
»contact-mode") sorgt die Uberlappung der Orbitale der Spitzen- und der Oberflichenatome
fir starke, repulsive Krafte (siehe Abbildung 3), wahrend die Spitze in direktem Kontakt zur
Oberflache steht. Nun gibt es zwei Regelmdglichkeiten. Einerseits kann die Kraft, die auf
den Cantilever wirkt, also dessen Verbiegung, konstant gehalten werden (,,constant-force
mode"). Das bedeutet, dass der Abstand zwischen Probe und Spitze in vertikaler Richtung
variiert wird und den Konturen der Oberflache folgt. Der , constant-force mode" stellt in
diesem Fall besondere Anforderungen an die Regelelektronik. Damit die Oberflache in guter
Auflésung abgebildet wird muB die Hohe der Spitze sehr schnell (einige kHz) nachgeregelt
werden.

2
—

Contact-Mode Non-Contact-Mode Tapping-Mode

Abbildung 2: Schematischer Uberblick tiber die Betriebsmodi des Rasterkraftmikroskops.

Die andere Moglichkeit besteht darin, den Abstand zwischen Probe und Spitze konstant zu
halten (,,constant-height mode"). Folgt nun die Spitze der Probenoberflache so verbiegt sich,
entsprechend der wirkenden Kréafte, der Cantilever, was iiber die Bewegung des Laserstrahls
auf der Quadranten-Photodiode detektiert wird. Diese Methode ist vor allem fiir relativ
glatte Proben geeignet. Im ,,constant-height mode" konnen gréBere Unebenheiten zu sehr
starken Wechselwirkungen zwischen Spitze und Probe, also zu groBen Kraften, fiihren. Diese
verbiegen den Cantilever nicht nur stark, sondern kdnnen ihn auch beschadigen.
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v

<—> <
repulsiver attraktiver Bereich
Bereich

v

Abbildung 3: Lennard-Jones-Potential. Es macht eine Aussage tiber die Krafta F und de-
ren Charakter, die die Spitze in geringem Abstand r zur Probenoberfliche erfihrt. Der ro-
sa gefdrbte Bereich steht fiir vorwiegend repulsive und der blau gefarbte fiir hauptsdchlich
attraktive Wechselwirkungen.

Der Nichtkontaktmodus (,,non-contact mode") arbeitet im attraktiven Bereich. Die attrakti-
ven Krafte haben zwar eine groBere Reichweite als die repulsiven, sind jedoch vergleichsweise
schwach. Im GroBen und Ganzen gibt es zwei Varianten des , non-contact modes”: Den
»tapping mode” und den eigentlichen , non-contact-mode”.

Beim ,,tapping-mode" wird die Spitze durch Piezos zum Oszillieren angeregt und hat dabei
Amplituden von ungefahr 100nm [6]. Da die Spitze nur kurze Zeit (wenige ps[7], idealerweise
am Scheitelpunkt der Oszillation) Kontakt zur Probe hat, wird deren Oberfliche weniger
beansprucht. Darum ist diese Methode besonders fiir empfindliche (z.B. biologische) Proben
geeignet. Der eigentliche ,, non-contact mode", bei dem die Spitze die Oberflache gar nicht
beriihrt, wird nur bei sehr glatten Proben im Vakuum und bei sehr tiefen Temperaturen
angewendet. Hierbei besteht das Problem, dass die Spitze durch Adh&sionseffekte an der
Probenoberflache eingefangen wird.

Bei allen Abbildungsmoglichkeiten gibt es Vor- und Nachteile. Der , constant-height mode*
ist nur fiir relativ glatte Proben geeignet. Ist die Stufe auf die zu untersuchende Probe zu
hoch, dann fahrt die Spitze nur gegen die Probe, beschadigt diese entweder oder wird selbst
abgebrochen. Adhasionseffekte, die die Spitze beim , tapping-mode" ebenfalls an der Ober-
flache fangen konnten werden bei Messungen in Fliissigkeit durch diese eliminiert. Durch die
Oszillation des Cantilevers wird die umgebende Fliissigkeit allerdings ebenfalls in Schwingung
versetzt, was zu Problemen fiihren kann.
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In dieser Arbeit wurde der , contact-mode" verwendet, da die Einstellung des Rasterkraftmi-
kroskops so stark vereinfacht wurde.

Bildgebungsverfahren Um aus den vielen aufgezeichneten Signalen schlieBlich ein Bild
zu erstellen gibt es, je nach Betriebsmodus, verschiedene Verfahren.

Das naheliegenste ist sicherlich die Topographie, das ,, height-image“. Ist das AFM im ,,contact-
mode" auf eine konstante Kraft geregelt, hebt oder senkt der z-Piezo den Cantilever, mit der
daran befestigten Spitze. Die Bewegung des z-Piezos |38t sich leicht anhand der angelegten
Spannung messen. Dieses Verfahren ist auch im ,, non-contact-mode* méglich. Die erhaltenen
Daten werden gegen das Raster, in dem die Spitze iiber die Probe gefiihrt wird, aufgetra-
gen und ergeben so das Bild. Es ist, verglichen mit anderen Verfahren, recht kontrastarm,
ermoglich jedoch eine sehr gute dreidimensionale Darstellung der Oberflachenstrukturen. Ei-
ne weitere Moglichkeit basiert auf der Verbiegung des Cantilevers. Das , deflection-image*
wird aus den Daten iiber die Verbiegung des Cantilevers gewonnen. Es 3Bt sich ebenfalls in
beiden Betriebsmodi gewinnen. Dieses Verfahren liefert sehr detaillierte und kontrastreiche
Bilder, ist jedoch fiir 3D-Darstellungen ungeeignet.

Im ,, tapping-mode” sind zwei weitere Verfahren von Bedeutung. Wie oben beschrieben, wird
die Oszillation des Cantilevers gedampft, wenn er sich der Spitze der Oberflache nahert.
Durch diese Dampfung wird die Amplitude des oszillierenden Cantilevers verringert und
seine Resonanzfrequenz verschoben. Diese Anderungen lassen sich wiederum fiir ein Bild
nutzen. Das Aufsetzen der Spitze im , tapping-mode" bedeutet einen Energieiibertrag an
die Oberflache. Dadurch wird eine Phasenverschiebung zwischen der Schwingungsphase des
Cantilevers und der Phase des antreibenden Piezos erzeugt. Diese Verschiebung wird eben-
falls zur Bildgebung genutzt. Mit beiden Verfahren konnen kontrastreiche Bilder erzeugt
werden.

2.2 Abbilden von lebenden Zellen

Das Rasterkraftmikroskop wurde in der vorliegenden Arbeit zum Abbilden von Zellen genutzt.
Die ersten biologischen Materialien wurden Ende der achtziger Jahre untersucht. Ein GroBteil
der Pionierarbeit in diesem Gebiet lag dabei bei G. Binnig und P. Hansma [8][9][10], die
geeignete Gerdte und Methoden entwickelt haben.

In dieser Arbeit wurden zwei Zelllinien verwendet: RLE und HEK-WT. Beide Kulturen wach-
sen adhdrent und zeichnen sich auch durch ihre flachen Randbereiche aus. Dadurch werden
groBere Spriinge auf der Probenoberflache innerhalb eines Scans vermieden. Der Cantilever
kann also nicht durch ,,Rammen" von Oberflachenstrukturen beschadigt werden, sondern
sollte die Zelle hinauf gleiten.

Rasterkraftmikroskopie an Zellen kann nicht nur zur Bildgebung verwendet werden. Es werden
unter anderem ebenfalls die Elastizitdt von Zellen und Zellmembranen ([11], [12]) und die
Proteinfaltung [13] untersucht. Da das Ziel dieser Arbeit jedoch darin bestand, Gerate zur
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Temperaturkontrolle zu testen und in Betrieb zunehmen, wurde sich auf die Bildgebung
konzentriert.

2.2.1 Immobilisierung

Allgemein konnen mit einem Rasterkraftmikroskop nur Proben beobachtet werden, die fest
mit einer Oberfliche verbunden sind. Darum eignen sich nur Zellen, die adharent an einer
Oberflache wachsen oder auf irgendeine Art und Weise auf dieser immobilisiert sind. Um
dies zu erreichen, wurden in der Vergangenheit Hefezellen (Saccheromyces cerviceae) in den
Poren eines millipore-Filters gefangen und die herausschauende obere Halfte mit dem AFM
untersucht [14]. Eine andere Methode ist, die Zellen mit einer Mikropipette zu fangen [6].
Eine weitere Moglichkeit zur Immobilisierung besteht in der Beschichtung der Oberflache, an
die die Zellen adharieren sollen. Dieses Verfahren wurde in der vorliegenden Arbeit benutzt.

Die Adhirenz der verwendeten Zelllinien zum funktionalisierten? Polysterol der KulturgefiBe
ist groB genug. Jedoch mussten Zellen fiir die Arbeiten mit dem Bioheater auf Glasplat-
ten angesetzt werden. Die Adhdrenz zu Glas um einiges geringer [15]. Um die Zellen zu
immobilisieren gibt es verschiedene Reagenzien. Ein gebrduchlicher Stoff ist Fibronectin. Er
ist allerdings sehr teuer. Darum wurde als giinstige Alternative dazu Gelatine gewahlt, die
vergleichbare Resultate liefern soll [15]. Ist es nicht von Bedeutung, ob die Zelle lebt, kann
auf eine Fixierung mit Glutaraldehyd [16] zuriickgegriffen werden.

Fiir lebende Zellen bedeutet eine Aufnahme mit einem AFM Stress. Ist der Druck des Canti-
levers auf die Zelle zu groB, kann sogar die Zellmembran zerstort werden. Um solchen ,,Unan-
nehmlichkeiten” zu entkommen, beginnen die Zellen aus dem Scanbereich zu wandern. Sind
die Umweltbedingungen sehr schlecht (zu kalt, zu geringes Nahrungsangebot) kugeln sich
adhirente Zellen zusammen und 16sen sich von der Oberfliche ab. Diese Probleme lassen
sich jedoch durch Kontrolle der Umweltbedingungen und der auf die Zelle ausgeiibte Kraft
kompensieren. Das Wandern von Zellen kann durch , Einsperren” dieser in Gitter, oder, wie
oben erwahnt, in Filter unterbunden werden.

2.2.2 Thermische Drift des Deflectionsignals

Die thermische Drift eines Cantilevers, bzw. die Drift des Deflectionsignals tritt eigentlich
nur auf, wenn eine Messung in Fliissigkeit durchgefiihrt wird. In der Vergangenheit wurde
dies aber auch schon fiir durch Laser erwérmte Cantilever im Vakuum [17] und fiir chemische
Reaktionen [18] berichtet. Das Problem wurde durch Entfernen der, auf den Siliciumnitrid-
Cantilever aufgedampften, Metallschichten mit Konigswasser oder durch Vergliihen dieser
Schichten angegangen [19]. Dies fiihrte allerdings dazu, dass der Laserstrahl vom Cantilever
schlechter reflektiert wurde.

?Die Oberfliche wurde so behandelt, dass sie negativ geladen ist. An dieser Oberflichenladung
sammeln sich Kationen (zB. M g?ToderCa®*) aus dem Puffer, die eine Verbindung zur Zelle herstellen.
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Die verwendeten Cantilever haben, wie in Abbildung 4 dargestellt, eine von unten aufge-
brachte Beschichtung aus verschiedenen Metallen. Besteht nun zwischen der Fliissigkeit und
dem Cantilever ein Temperaturgradient, so verbiegt sich der Cantilever kontinuierlich. Diese
Verbiegung wird durch die veranderte Position des Lasers auf dem Photodetektor gemes-
sen. Das Prinzip, nach dem sich ein Cantilever verbiegt, ist analog zu dem des Bimetalls.
Zwei fest miteinander verbundene Materialien mit verschiedenen thermischen Ausdehnungs-
koeffizienten verbiegen sich bei einer Temperaturanderung durch den unterschiedlich groBen
Langenzuwachs. Der Sachverhalt wird durch die hier verwendeten Cantilever verkompliziert,
da sie nicht aus zwei, sondern drei diinnen Schichten verschiedener Materialien bestehen.
Die relativ einfache Modellvorstellung eines Bimetalls ist hier nicht mehr ausreichend.

Es kann bis zu mehrere Stunden dauern [19], bis sich Cantilever und Fliissigkeit im ther-
mischen Gleichgewicht befinden. Das ist allerdings eine Zeitspanne, bei der nicht mehr si-
chergestellt werden kann, dass die Zellen diese auch iiberleben. Indem man physiologische
Bedingungen fiir die Zellen herstellt, kann man deren Uberleben wihrend der Messung und
der Equilibrierungszeit sichern. Das heiBt, dass moglichst in ihrem Nahrmedium gemessen
wird und es auf eine konstante Temperatur, in den meisten Fillen 37°C', erwarmt wird.
So ist nach der Equilibrierungsphase wahrend der Messung, unter Voraussetzung, dass die
Temperatur konstant bleibt, nicht mehr mit groBer thermischen Drift zu rechnen.

0,6um Siliciumnitrid

15nm Chrom

S
&60nm Cold

Abbildung 4: Links: Cantilever aus ,NP Series“ von , Veeco“ mit nach oben deutender
Spitze am Chip (Quelle: www.veecoprobes.com). Links: Aufbau der Metallbeschichtung
an der Unterseite des Cantilevers. Die Seite, an der die Spitze angebracht ist, ist die
Oberseite.
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3 Material und Methoden

Rasterkraftmikroskope und Zubehorteile werden mittlerweile von verschiedenen Herstellern
angeboten. Da alle Modelle typische Eigenschaften haben, werden die Besonderheiten der
verwendeten Gerdte im Folgenden kurz erldutert. Dabei wird auch auf die Methoden der
Bildgewinnung und der Untersuchung der thermisch induzierten Verbiegung des Cantilevers
eingegangen. Die Probenherstellung und -vorbereitung erforderte einige Arbeitsschritte, die
ebenfalls vorgestellt werden. Darunter fallen auch die Bestandteile und Zusammensetzungen
fiir alle verwendeten Losungen.

3.1 Gerite

Fiir das MFP-3D standen zwei Gerédte zur Verfiigung, die eine Kontrolle der Temperatur
innerhalb der Fliissigkeit ermdglichen. Der genaue Aufbau beider Systeme wird im Folgenden
erlautert. Der komplette Versuchsaufbau wird iiber die ,IGOR" - Software kontrolliert.

3.1.1 MFP-3D-Bio

Das ,MFP-3D" von Asylum Research (Santa Barbara, Californien) ist ein kommerzielles
Rasterkraftmikroskop, das auf einem umgekehrten optischen Mikroskop aufgebaut ist . Es
wurde fiir die Experimente mit zwei Zubehorteilen, dem Bioheater und dem Dishheater,
erweitert. Einige Schritte zur Durchfiihrung sind aber bei jedem Aufbau gleich. Diese werden
in den nachsten zwei Unterpunkten behandelt.

Das,, MFP-3D" erleichtert durch das invertierte Mikroskop die Positionierung des Cantilevers
iber dem zu untersuchenden Bereich. Da von unten auf die Probe geblickt wird, muss diese
moglichst durchsichtig sein, damit der Cantilever positioniert werden kann. Zur Positionierung
des Lasers auf dem Cantilever wird die ,, Topview-Kamera® benutzt. Sie wird in die selbe
Halterung wie der Phasenkontrastkondensor montiert (siehe Abbildung 5).

Der Phasenkontrastkondensor macht sich die verschiedenen Brechungsindizes von Wasser
(bzw. in diesem Fall Nahrlosung) und den Zellen zu nutze. Licht, das durch die optisch
dichteren Zellen fallt, erfahrt eine Phasenverschiebung. Durch den Phasenkontrastkondensor
wird das Hintergrundlicht soweit phasenverschoben, dass es mit dem Licht, welches die Zelle
passiert hat, destruktiv interferiert. Dies fiihrt dazu, dass die Zellen im Mikroskop dunkler
als die Umgebung erscheinen.

Die Probe wird dabei in einer Petrischale (oder im Bioheater) unter den Messkopf gestellt
und durch Magnete an der XY-Stage fixiert. Der Cantileverhalter (je nach Aufbau) wird in
die Halterung auf der Unterseite des Messkopfes eingesetz. Durch den Umlenkspiegel auf der
Riickseite des Messkopfes wird die Probe beleuchtet und das Bild von der ,, Topview-Kamera*

3Der Zusatz ,,Bio“ weist auf das optische Mikroskop hin, da dieser Aufbau besonders fiir Biomate-
rialien gedacht ist
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aufgenommen. Durch verschiedene Mikrostellschrauben am Versuchsaufbau werden Laser,
Deflectionsignal, Kameraausschnitt, Mikroskopausschnitt (der durch eine Kamera ebenfalls
in den PC iibertragen wird) etc. eingestellt.

L |
A
&

Abbildung 5: Aufbau des MFP-3D-Bio. Der gesamte Aufbau wird durch einen aktiv-
gediampften Tisch von den Gebdudeschwingungen usw. entkoppelt. Zusdtzlich wird das
Gerdt im Gebrauch durch eine schallisolierte Box vor lauten Umgebungsgerduschen
geschiitzt.

3.1.2 Bioheater

Der Bioheater besteht aus einer geschlossenen Fliissigkeitszelle, in die ein Heizelement inte-
griert ist. Uber ein Thermoelement in der Zelle wird nah an der Probe die Temperatur der
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Flissigkeit gemessen. Die Zelle wird durch eine an den Cantileverhalter montierte Membran
abgedichtet, die die empfindlichen Teile des Halters vor Feuchtigkeit schiitzt und das Verdun-
sten der Fliissigkeit verhindert. Die Membran ist durch den radialen, zieharmonikadhnlichen
Aufbau dehnbar. Fiir den Bioheater wurde sie durch einen Metallring (siehe Abbildung 6)
im Randbereich stabilisiert. Der Bioheater kann einfach in die Vertiefung in der XY-Stage
eingelegt werden. Es wird mit Magneten, die auf der Unterseite des Heaters eingearbeitet
sind, an der Stage fixiert.

A 0

Abbildung 6: Bauteile des ,,Bioheaters®. Die Glasscheibe, auf welcher sich die Probe
befindet, wird von unten mit dem Gewindering gegen das Heaterelement geschraubt und
mit dem kleineren Dichtungsring abgedichtet. Der grofie Dichtungsring dichtet zusammen
mat der Membran den Heater gegen Verdunstung ab.

Die zu beobachtenden Proben werden auf einer Glasplatte geziichtet bzw. dort aufgeklebt.
Sie wird mit einem Gewindering von unten gegen den Bioheater geschraubt und durch einen
Dichtungsring abgedichtet. Auf Anraten des Herstellers sollten alle verwendeten Dichtungs-
ringe mit Vakuumfett eingerieben werden, um eventuelles Auslaufen zu verhindern. Ein wei-
terer Dichtungsring gehort in die Rille oben auf dem Bioheater. Er dichtet zusammen mit
der Membran die Zelle ab.
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3.1.3 Dishheater

Der Dishheater* ist im Wesentlichen eine Heizplatte fiir Petrischalen. Er erfordert einen
kleinen Umbau des MFP-3D, da die normale XY-Stage durch die Dishheaterstage ersetzt
werden muss. Zwischen der Petrischale und dem Heizelement wird durch Immersol (Zeiss,
Art. Nr.518F) eine Warmebriicke geschaffen. Desweiteren ist darauf zu achten, dass die
eingestellte Temperatur immer 2°C' mehr, als die eigentlich geforderte betragt.

Da konstruktionsbedingt nur der Randbereich erhitzt wird, entsteht in der Fliissigkeitszelle
ein Temperaturgradient (siehe Abbildung 7), der zu Konvektionen in der Losung fiihrt (in
der Abbildung durch die Pfeile angedeutet). Die iiber der Aussparung abkiihlende Fliissigkeit
ist ungefahr 1°C' kalter als die restliche Fliissigkeit. Die Art und Weise, wie die Temperatur
gemessen wird, verursacht eine weitere Temperaturdifferenz von 1°C. Durch ein Thermo-
element, nahe an der Aussparung im Dishheateraufsatz, wird die Temperatur auBen an der
Petrischale gemessen.

Die Proben wurden fiir den Dishheater in den mitgelieferten Petrischalen (WillCo-dish Art.
Nr.GWSt-5040) angesetzt. Sie werden mit einer Magnetklammer iiber dem Heizelement
fixiert. Uber Gewinde an der Magnetklammer kann die Hohe der Klammer an die Petrischale
angepasst werden. Damit die Fliissigkeit in der Petrischale nicht verdunstet, wird, wie beim
Bioheater, eine Membran an den Cantileverhalter montiert, der die Petrischale abdichtet.
Dieser Membran fehlt der stabilisierende Metallring. Dafiir entfallt durch eine Lippe am
Rand der Membran der zusatzliche Dichtungsring. Insgesamt sollte wieder auf Vakuumfett
zuriickgegriffen werden, um die Dichtheit der Fliissigkeitszelle zu gewahrleisten.

Y
Membran

4 b e

Abbildung 7: Links: Schematische Darstellung der Temperaturverteilung im Dishheater.
Der Temperaturgradient von AT = 1°C' (von rot zu blau) in der Lisung und der Fehler
durch die Temperaturmessung auflerhalb der Petrischale erfordert bei erwiinschten 37°C
eine Einstellung auf ca. 39°C'. Rechts: Bauteile des ,Dishheaters®

4Noch nicht frei verkduflicher Prototyp, der 2 Wochen als Leihgabe zur Verfiigung stand.
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3.2 Zellkulturmethoden

In diesem Abschnitt werden die Methoden diskutiert, mit denen die benutzten Zellkulturen
angefertigt und auf die Untersuchung im Rasterkraftmikroskop vorbereitet wurden. Die Zell-
kulturen erfordern verschiedene Nihrlésungen. Die RLE-6TN-Zellen® werden in RPMI 1640
(Lonza Art. Nr.BE12-115F) und die HEK-WT-Zellen® in DMEM (Lonza, Art. Nr.BE12-604F)
mit jeweils 10% fetalem Kalberserum (PAA, Art. Nr.15-151, Lagerung der reinen Losung bei
—21°C), kurz FCS, kultiviert.

Optional wurde, vor allem im spateren Verlauf der Arbeit, noch 0,5uL einer Antibiotika-
stammlosung [15] zugesetzt. Sie bestand aus jeweils 500019 Ampicillin und Streptomicin,
dass in der Nahrlosung eine Konzentration von jeweils 50 £% hatte.

Alle Arbeiten wurden in steriler Umgebung (Sterilbank, Schulz Lufttechnik Art. Nr.M18)
durchgefiihrt. Soweit nicht anders beschrieben, wurden die Lésungen bei 4°C' im Kiihlschrank
gelagert.

3.2.1 Passagieren einer Zellkultur

Die Zellkulturen miissen durchschnittlich alle 2-3 Tage ausgediinnt und in neuen KulturgefaBe
angesiedelt werden. Dazu wird zuerst das alte Kulturmedium abpipettiert und die Kultur mit
2 — 3mL PBS (Fluka, Art. Nr.79382) gewaschen. Fiir den Puffer wurde eine Tablette in
200m L Wasser aufgeldst und anschlieBend eine Stunde bei 120°C' und 100k Pa autoklaviert.

Die adharenten Zellen werden mit 1mL Trypsin (Lonza, Art. Nr.BE17-161E, Lagerung bei
—21°C') nach 10min Einwirkzeit vom Boden des GefaBes gelost. Um die Zellen moglichst
einzeln zu resuspendieren wird die Trypsin-Zell-Losung mehrmals durchpipettiert. 100uL
dieser Suspension werden in eine neue Zellkulturflasche (Greiner, Art. Nr.690175) oder eine
Petrischale (Nunc Art. Nr.150 288) iiberfiihrt und mit 5 bzw. 4mL Nahrmedium aufgefiillt.
Die Zellen werden bei 37°C' unter 5% C'Oy-Atmosphiare 2 Tage lang im Inkubator (Revco
Technologies, Art. Nr.QMI 300 SVBA) kultiviert bevor sie entweder weiter passagiert oder
fiir eine Messung verwendet werden.

In manchen Fillen, zum Beispiel wenn die Zellen iiber das Wochenende kultiviert werden (3
statt 2 Tage) oder man am nachsten Abend schon eine fertige Kultur benétigt, wurde die
Menge der Zellsuspension variiert.

3.2.2 Fixierung der Zellen

Die Zellen werden mit einer 1% Glutaraldehydlésung fixiert. Zuvor wird die Zellkultur mit
PBS gewaschen. Das Glutaraldehyd (25%, Fluka, Art. Nr.49625) vernetzt die Aminogruppen

SLungenkrebszellen der Ratte
5Wildtyp der HEK-293-Linie. HEK steht fiir ,Human Embryonic Kidney“, also menschliche
Nierenkrebs-Zellen. Diese werden seit Anfang der 1960er Jahre kiinstlich hergestellt.
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der Membranproteine. Desweiteren dringt es in die Zelle ein und sorgt so dafiir, dass auch
das Cytoskelett versteift wird.

Es wird zur Fixierung 1mL der 1% Losung in die Petrischale der Zellkultur gegeben und nach
1 Stunde Einwirkzeit wieder abpipettiert. Die Zellen werden danach mit PBS gewaschen und
konnen sofort verwendet werden. Alternativ kann die Kultur auch unter Puffer, verschlossen
mit Parafilm, im Kiihlschrank aufbewahrt werden. Diese Methode totet zwar die Zellen, sorgt
aber fiir gute Adharenz und Unabhangigkeit von physiologischen Bedingungen. Fiir Abbil-
dungen von lebenden Zellen miissen andere Moglichkeiten gefunden werden ihre Haftung zu
verbessern. Die in dieser Arbeit angewendete Methode wird im folgenden Kapitel erlautert.

3.2.3 Beschichten der Glaspliattchen mit Gelatine

Fiir den Bioheater miissen die Zellen auf Glasplatten angesetzt werden. Da die Zellen auf
Glas nicht so gut haften, wie auf funktionalisiertem Polysterol, werden die Glasplatten mit
Gelatine beschichtet. Da der Bioheater darauf ausgelegt ist, die Arbeit mit lebende Zellen
zu erleichtern, werden keine mit Glutarladehyd fixierten Kulturen verwendet, fiir die eine
zusatzliche Immobilisierung mit Gelatine nicht nétig ware.

Um Infektionen der Zellkultur zu vermeiden, miissen die Platten sauber und steril sein. Dazu
werden sie zuerst im Ultraschallbad (Bandelin, Modell: Sonorex RK 510H) jeweils 2 Minuten
in Aceton pA., Ethanol pA. und H,O7 gereinigt. AnschlieBend werden sie 60min bei 120°C
und 100k Pa autoklaviert.

Fiir die Beschichtung wird 1g Gelatine (aus Schweinehaut, Fluka, Art. Nr.48720) in 100m L
Hy0 gelost [15]. Die Losung wird 30min lang bei 120°C' und 100k Pa autoklaviert. Zum
Beschichten wird die Glasscheibe in eine Petrischale gegeben und mit der Gelatinelosung
bedeckt. Die Scheibe wird bei 37°C' 30min lang inkubiert. Danach wird die Losung wieder
abpipettiert und die nun beschichtete Scheibe mit 2mL PBS gewaschen. Das beschichte-
te Glasplattchen muss nun sofort verwendet werden und wird fiir die Kultivierung in eine
Petrischale gegeben.

3.3 Messung der Verbiegung des Cantilevers

Die Verbiegung des Cantilevers (engl. Deflection) wird von der IGOR-Software direkt ange-
zeigt. Durch ein Stellrad am Messkopf des AFMs ist das Signal auf Null einstellbar. Vor der
Messung wird der Versuchsaufbau normal auf eine Messung vorbereitet, wie in Abschnitt 3.4
beschrieben wird.

Die verwendeten Cantilever stammen aus der ,,NP series" von Veeco. Es sind vier verschie-
dene Cantilever mit dreieckiger Geometrie auf dem Chip. Sie unterscheiden sich in Harte und
GroBe. Die Cantilever sind vom Hersteller mit Buchstaben bezeichnet worden, die auch fir

“gereinigt durch Millipore-Anlage. Nach dem Reinigen hat das Wasser einen Widerstand von
18,2MQ - cm
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diese Arbeit libernommen worden sind. In Tabelle 1 sind die AusmaBe und Federkonstante
(engl. Springconstant) aufgefiihrt. Der ebenfalls aufgefiihrte Wert ¢ ist der Umrechnungs-
faktor zwischen der in Volt angegebenen Verbiegung und der Verbiegung in Nanometern.
Die Bestimmung dieser Werte befindet sich im Anhang. Die Verbiegung in Nanometern ist
dabei die Veranderung der Lage der Spitze verglichen mit ihrer Ruhelage.

Bezeichnung | Lénge [um] | Breite [um] | Springconstant [pN/nm] | g [57]
A 115 - 100 25 £5 580 36,766
B 196 - 180 41 £8 120 50,7
C 115 - 100 17 +4 320 —
D 196 - 180 23 £5 60 63,73

Tabelle 1: Bezeichnungen und Grifle der verwendeten Cantilever. Die Kraftkonstante
gibt Auskunft tiber die Steifheit des Cantilevers. Je kleiner sie ist, desto weicher ist er.

Fiir die Messung befindet sich die Spitze des Cantilevers so nah an der Oberflache, dass
sie ausgefahren die Oberflache beriihren wiirde. Sie wird wahrend der Messung aber nicht
ausgefahren. Bevor die eigentliche Messung startet, muss der Messkopf und damit der Can-
tilever, nach Ausrichten des Laserspots, wieder aus der Losung entfernt werden, damit die
Verbiegung komplett erfasst wird und er nicht schon vorher beginnt sich zu equilibrieren. Die
Messung beginnt so nach ungefahr 10min Wartezeit direkt nach Eintauchen des Cantilevers.
Das Deflectionsignal wird sofort auf 0 geregelt.

Nun wird, je nach Messung, alle 30 oder 60s das Deflectionsignal abgelesen und notiert. Die
Messung dauert ca. 10min, es sei denn, die Anzeige erreicht schon vorher ihren Maximalwert.
Nach Ende der Messreihe bei Raumtemperatur wird die Fliissigkeit auf die nachst hohere
Temperatur erwarmt. Das Deflectionsignal wird sofort nach Erreichen der Temperatur wieder
auf O geregelt und die Aufnahme der neuen Messdaten kann erfolgen.

Zu dieser ,,manuellen” Aufnahme bietet sich noch die PC-basierte Alternative, das Signal
direkt von der Software auslesen zu lassen. Das dazu geschriebene Programm liest 15mal
pro Sekunde die Deflectionanzeige aus. Dies fiihrt bei einer Messdauer von 15min zu 13500
Datensatzen. Das Programm dazu befindet sich im Anhang.

3.4 Methodik einer Abbildung

Einige Arbeitsschritte sind, auch bei Benutzung von Bio- oder Dishheater, immer identisch.
Zu Beginn der Arbeit wurde hauptsachlich mit fixierten Zellen gearbeitet. Wie diese Proben
zellkulturtechnisch vorbereitet wurden, ist in Abschnitt 3.2.2 beschrieben. Da diese Zellen
nicht lebendig sind, bediirfen die Umweltbedingungen keiner Kontrolle.

Die Kultur wird vor der Messung noch einmal mit PBS gewaschen und das ZellkulturgefaB
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mit 4mL PBS aufgefiillt. Diese Menge sorgt fiir einen Fliissigkeitsstand von 1-2mm im
GefaB. Der Cantileverhalter selbst ist bei einer Messung nur iiber den Meniskus mit der
Fliissigkeit in Kontakt. Wiirde die Fliissigkeit hoher stehen, wiirde sie in die unisolierten Teile
des Cantileverhalters eindringen und das AFM beschadigen.

Nach Einsetzen des Cantilevers in die Fliissigkeit wird der Laser auf seine Riickseite fokussiert
und das Deflectionsignal auf 0 geregelt. Danach wird die Resonanzfrequenz des Cantilevers
bestimmt. Nun wird der Cantilever ausgefahren und der Messkopf abgesenkt, bis die Spit-
ze mit der Oberflache in Kontakt steht. Optional wird dann noch eine Kraft-Distanzkurve
aufgenommen, die zur Kalibrierung dient. Nun wird eine geeignete Stelle auf der Oberflache
gewahlt, ein Scanbereich eingestellt und die Messung gestartet. Wie in 2.1.2 schon erwdhnt
wurde als Betriebsmodus der , contact-mode” gewahlt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Vermessung der Verbiegung eines Cantilevers

In Abschnitt 3.3 wurde das Verfahren vorgestellt, mit dem die Messwerte gewonnen wurden.
Die Resultate sind in den nachsten Abschnitten, getrennt nach Gerat und Aufnahmemethode,
aufgelistet. Dabei entsprechen die Farben der Graphen den in nachfolgender Tabelle 2 no-
tierten Temperaturen. Raumtemperatur bedeutet dabei und im weiteren Verlauf der Arbeit,
dass keine Temperaturkontrolle stattgefunden hat.

Farbe Temperatur
rot Raumtemperatur
griin 32°C
blau 37°C
magenta 39°C

Tabelle 2: Farblegende zur Temperatur.

Beim Bioheater betragen die Fehlerbalken, die aus Ablesefehlern resultieren, in den Diagram-
men bei der Zeitmessung At = 1s und beim Deflectionsignal ADeflection = 0,05V - g. Die
genauen Werte fiir jede Messreihe sind in den Bildunterschriften genannt. Die Messwerte aus
den Messungen mit dem Dishheater wurden mit dem PC aufgenommen und sind deshalb als
frei von Ablesefehlern angesehen worden. Urspriinglich wurde dabei 15mal pro Sekunde das
Deflectionsignal ausgelesen, was bei einer Messdauer von 15min zu ca. 13500 Datensatzen
fiihrte. Uber ein Skript (s. Anhang) wurde davon jeder 150. Messwert ausgelesen und in den
Diagrammen dargestellt. Das reduzierte die Daten auf 80-90 Satze. Dadurch waren die Daten
graphisch einfacher darzustellen. Um einen moglichen Einfluss der Messmethode zu bemer-
ken, wurden beim Dishheater zusatzliche Messungen auf die ,,manuelle” Art mit Stoppuhr
und eigenstandigem Ablesen durchgefiihrt.

4.1.1 Bioheater

Wie in Abbildung 8 (Cantilever A) sehr gut zu sehen ist, verbiegt sich der Cantilever in
10min um ca. 175nm. In diesen 10min der Messung hat sich die Temperatur in der Losung
um 0, 3°C' reduziert. Durch den Einsatz der Temperaturkontrolle konnte, sowohl bei T =
32°C' als auch bei T" = 37°C' die Verbiegung des Cantilevers innerhalb von 10min auf ca.
25nm reduziert werden. Dabei ist die Anderung des Signals bereits nach 6-7 Minuten bei
T = 32°C auf eine Steigerungsrate von 0, 742 gesunken und bei 7" = 37°C' ist das Signal
schon bis auf Schwankungen von ca. 1,47nm konstant geblieben. Diese Steigungsraten bzw.
Schwankungen sind allerdings kleiner als der angenommene Ablesefehler.
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Der Cantilever ist mit einer Federkonstante von k = 580% relativ steif und wird auf Grund
seiner Geometrie in dieser Arbeit zu den , kurzen" Cantilevern gezahlt. Je steifer und kiirzer
ein Cantilever ist, desto unanfalliger ist er fiir duBere Einfliisse, wie zum Beispiel die thermisch
bedingte Verbiegung, die zur Anderung des Deflectionsignals fiihrt. Mit diesem Cantilever
ist es also gelungen, die Abweichungen des Deflectionsignals innerhalb von 10min so zu
stabilisieren, dass Messungen méglich sind.
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Abbildung 8: Zeitliche Entwicklung des Deflectionsignals bei verschiedenen konstan-
ten Temperaturen am Cantilever A. Es wurde fir diesen Cantilever ein Fehler von
ADeflection = 1,84nm angenommen. Die Temperatur in der Losung (rote Kurve) betrug
zu Beginn der Messung 23,6°C' und zum Ende 23,9°C.

Cantilever B gehort zu den groBen Cantilevern und ist mit einer Federkonstante von k& =
120% fast fiinfmal weicher als Cantilever A. Sowohl Federkonstante als auch Geometrie
machen ihn anfalliger fiir die thermische Drift. Das ist auch in Abbildung 9 zusehen. Das
Deflectionsignal verandert sich innerhalb der Messdauer zwar nur bis auf 200nm, jedoch fehlt
die Verlangsamung der Verbiegung am Ende der Messung. Wurde die Temperatur kontrolliert,
sind bei T" = 32°C' nach 10min noch Abweichungen von ca. 125nm und bei T'= 37°C' von
ca. 89nm zu messen. Die Kurvenverlaufe lassen vermuten, dass die Signale friihestens nach
einer halben Stunde stabil geblieben waren.

Cantilever C ist ein kleiner Cantilever mit einer Federkonstante von k& = 320%. Da fiir ihn
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Abbildung 9: Zeitliche Entwicklung des Deflectionsignals bei verschiedenen konstan-
ten Temperaturen am Cantilever B. Der Fehler des Deflectionwertes liegt hier bei
ADeflection = 2,54nm. Die Temperatur in der Lisung (rote Kurve) betrug zu Beginn
der Messung 22,4°C und zum FEnde 23,3°C.

leider kein Umrechnungsfaktor zur Verfiigung steht, wird auf die qualitative Beschreibung in
Volt zuriickgegriffen. Im Verlauf der Messung hat sich das Deflectionsignal auf ca. —2, 25V
verandert. Durch Temperaturkontrolle wurde das Signal bereits nach 6min auf einen Wert
von ungefahr —0, 7V im Fall von T' = 32°C' und auf ungefdhr —0, 58V im Fall von T' = 32°C
stabilisiert.

Cantilever C sollte auf Grund der kleineren Federkonstante eigentlich schlechter zu sta-
bilisieren sein, als Cantilever A. Auffallig ist ebenfalls, dass sich das Deflectionsignal des
eigentlich steiferen Cantilevers in der Messung bei Raumtemperatur um einen Wert von fast
4V (175nm) verandert hat, wobei der , weichere”, also fiir den thermischen Drift anfallige-
re, nur eine Anderung um ca. 2V erfahren hat. Wurde die Temperaturkontrolle genutzt,
haben sich aber beide bei ungefahr identischen Werten im Bereich zwischen —0,5V" und
—0,7V (bei Cantilever A ungefahr bei 25nm eingependelt. Dabei ging die Equilibrierung
von Cantilever C schneller als die von Cantilever A.

Bei unkontrollierten Temperaturbedingungen am Cantilever D driftete das Deflectionsignal
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Abbildung 10: Zeitliche Entwicklung des Deflectionsignals bei verschiedenen konstanten
Temperaturen am Cantilever C. Da kein Umrechnungsfaktor vorhanden ist, betrdigt der
Fehler ADeflection = 0,05V". Die Temperatur der Lisung (rote Kurve) betrug zu Beginn
der Messung 20,2°C und zum Ende 20,8°C'.

um ungefahr 380nm. Das ist der hochste vorkommende Wert in dieser Messreihe. Der Can-
tilever ist groB und weich, was zu der starken Verbiegung passt. Unter Temperaturkontrolle
haben sich die Werte am Ende der Messzeit bei T = 32°C' auf ca. 110nm und bei T' = 37°C'
auf 90nm eingependelt. Da sie allerdings eine, wenn auch nur geringe, konstante Steigerungs-
rate besitzen, kann man noch nicht von vollstandiger Equilibrierung sprechen.
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Abbildung 11: Zeitliche Entwicklung des Deflectionsignals bei verschiedenen konstanten
Temperaturen am Cantilever D. Der Fehler des Deflectionwertes betrdgt ADeflection =
3,19nm. Die Temperatur der Liosung (rote Kurve) betrug zu Beginn der Messung 22°C
und zum FEnde 22,3°C.

4.1.2 Dishheater

Aufnahme der Messwerte durch den PC Die Messung mit dem Dishheater zeigt
deutliche Unterschiede zu denen aus dem Bioheater. Auffallig ist bei allen Cantilevern, dass
die Kurve fiir ' = 32°C' immer die groBten Veranderungen erfahrt. Nach den Erfahrungen mit
dem Bioheater sollte das die Kurve bei Raumtemperatur sein. Die schnellste Stabilisierung
bei relativ niedrigen Werten wurde bei der Messung des Deflectionsignals bei T = 39°C'
erwartet.

Bei Cantilever A und B stabilisierte sich die Kurve, die bei T" = 39°C aufgenommen wurde,
am schnellsten. Auffallig war bei beiden Cantilevern, dass die groBten Abweichungen bei
Messungen bei 7' = 32°C' auftraten und nicht wie erwartet bei Raumtemperatur. Diese
Kurve stabilisierte sich bei den zweitniedrigsten Werten.

Vom Verlauf der Kurven entspricht die Messung an Cantilever C am ehesten den Ergebnissen
vom Bioheater. Die Raumtemperatur-Kurve weicht am weitesten ab. Die anderen Kurven
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Abbildung 12: Zeitliche Entwicklung des Deflectionsignals bei verschiedenen konstanten
Temperaturen. Oben links: Cantilever A, die Temperatur der Lésung (rote Kurve) be-
trug zu Beginn der Messung 21°C" und zum Ende 21,5°C'. Oben rechts: Cantilever B,
Temperatur der Lisung zu Beginn 17,2°C' und zum Ende 17,9°C'. Unten links: Can-
tilever C, Startemperatur 22,8°C'; Endtemperatur 23,6°C. Unten rechts: Cantilever D,
Startemperatur 20,8°C'; Endtemperatur 21,2°C.

stabilisierten sich bei niedrigeren Deflectionwerten je hoher die eingestellte Temperatur war.
Bei Cantilever D lagen alle Kurven am Ende der Messung zwischen 150 und 200nm. Einzig
die Kurve zu T' = 32°C' war wieder eine Ausnahme und wich weiter ab.

Eine mogliche Erklarung konnte der Temperaturgradient in der Fliissigkeit sein. Die Werteauf-
nahme durch den PC ist im nachhineinen ebenfalls als Fehlerquelle zu sehen. Das Programm,
das die Werte aufgenommen hat, hat beim Start den Heater ausgeschaltet. Dies wurde nicht
immer sofort bemerkt, darum konnten die Schwankungen auch von Abkiihlprozessen in der
Fliissigkeit herriihren.

Aufnahme per Hand Um die Ungenaugkeiten durch die Programmfehler auszuschlieBen
sind ausgewahlte Messreihen nochmal per Hand aufgenommen worden. Dabei wurde auf die
Messung mit Cantilever B und auf die Messung bei T' = 37°C' verzichtet.
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Jedoch ist auch bei dieser ,,manuellen” Aufnahme der Kurvenverlauf von den Messungen am
Bioheater nicht zu reproduzieren. Auffallig ist, dass die Kurve der Messung bei 1" = 39°C
(magenta) die groBte Abweichung zeigt (Cantilever A: 200nm, Cantilever C 3V, Cantilever
D 390nm. Bei Cantilever C erfdhrt die bei Raumtemperatur aufgenommene Kurve, bei
der durch die Erwdarmung von AT = 0,8°C' wahrend der Messung die groBte Abweichung
erwartet wurde, jedoch die kleinste (ca. 2V). Nach der Halfte der Messzeit verlauft die Kurve
dabei parallel zur x-Achse, was auf eine Equilibrierung hindeutet. Die Kurven bei T' = 32°C'
und T = 39°C' zeigen vergleichsweise ,,zu" hohe Werte an. Sie begannen in den letzten
Minuten bei Werten von ca. —3V sich langsam zu stabilisieren.

Diese von den Erfahrungen mit dem Bioheater nicht erwarteten Ergebnisse konnen, nachdem
die Fehlerquelle durch das Programm ausgeschlossen wurde, von dem Temperaturgradienten
herriihren. Eine andere Erklarung ist, die im Vergleich zum Bioheater schlecht isolierte Pe-
trischale. Die aufgewdrmte Losung befindet sich beim Bioheater in einem Ring aus Polymer,
der einen Durchmesser von ungefahr 5mm besitzt. Die aus dem Probenglaschen bestehende
Unterseite und die Membran, die die Fliissigkeitszelle abdichtet, sind zum Dishheater hin
gleich bzw. 3hnlich &.

Da durch die beim Dishheater vergleichsweise diinnen und demnach weniger isolierten Rand
der Petrischale ein groBerer Warmeverlust zu erwarten ist, als beim Bioheater, kdnnte sich
die Temperatur in der Losung eventuell unbemerkt geandert haben. Da die Temperatur nicht
direkt in der Losung, sondern auBerhalb gemessen wurde, konnen Temperaturanderungen in
der Fliissigkeit unbemerkt bleiben. Die Cantilever selber weisen Variationen durch interne
Materialeigenschaften (z.B. Stess) zwischen einzelnen Wafern oder sogar unter den Chips
auf einem Wafer auf. Dies ist ebenfalss eine Fehlerquelle, die mitunter fiir die verschieden
starke thermische Drift verantwortlich sein kann.

8Die Isolierfihgikeit des Probenglischens wurde dhnlich gut wie die der Petrischale eingeschiitzt.
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Abbildung 13: Messwerte des Deflectionsignals von Cantilever A, analog aufgenommen.
Die Temperaturkontrolle wurde vom Dishheater iibernommen. Beir Raumtemperatur lag
die Starttemperatur ber T' = 22,7°C und die Endtemperatur bei T = 22,9°C
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Abbildung 14: Messwerte des Deflectionsignals von Cantilever C, analog aufgenommen.
Die Temperaturkontrolle wurde vom Dishheater iibernommen. Bei Raumtemperatur lag
die Starttemperatur bei T' = 23,2°C' und die Endtemperatur bei 23,5°C
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Abbildung 15: Messwerte des Deflectionsignals von Cantilever D, analog aufgenommen.
Die Temperaturkontrolle wurde vom Dishheater iibernommen. Bei Raumtemperatur lag
die Starttemperatur ber T' = 22,7°C' und die Endtemperatur bei T = 22,9°C'
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4.2 Abbildungen

Die hier gezeigten Aufnahmen stammen alle von RLE-6TN-Zellen und wurden im , contact-
mode" erstellt. Der Versuch, HEK-WT-Zellen abzubilden, scheiterte an der geringen Adharenz
der Zellen an der Kulturoberflache. Selbst die Fixierung mit Gelatine oder das Abtéten und
Fixieren mit Glutaraldehyd sorgte nicht fiir geniigend Haftung. Meistens sind die Zellen, auch
nach Behandlung mit Glutaraldehyd beim Waschen der Zellkulturen schon von der Oberflache
gespiilt worden. Die RLE-6TN-Linie zeigte auch ohne zusatzliche Immobilisierung durch Ge-
latine eine gute Haftung an der Oberflache. Die Abbildungen der Zellen, sowohl im Bioheater,
als auch im Dishheater, sind ohne die Beschichtung durch Gelatine entstanden.

4.2.1 Fixierte Zellen

Abbildung 16: Links: 3D-Darstellung einer fixierten RLE. Rechts: Entsprechendes De-
flectionbild. Die Aufnahme wurde bei Raumtemperatur unter PBS gemacht. Die Kan-
tenldnge das Deflectionbildes betrdgt 40um.

Zu Beginn der Arbeiten wurde hauptsachlich mit fixierten Kulturen gearbeitet. Da diese
Zellen schon abgetotet worden sind, erfordern sie weniger Aufwand wahrend der Messung,
der die Einarbeitung unnotig verkomplizieren wiirde. Die Petrischale wurde mit Zweikom-
ponentenkleber (Conrad, Art. Nr.81 33 37) auf einen Objektrager geklebt. Die Petrischale
wurde mit Magneten, die auf dem Objekttrager auflagen, auf der XY-Stage befestigt. Der
Messkopf wurde dariiber gestellt und alle in Abschnitt 3.4 genannten Arbeitsschritte durch-
gefiihrt. Nach der notigen Equilibrierung konnte die Messung beginnen. Abbildung 16 zeigt
die Aufnahme einer Zelle. Abgebildet sind das Deflectionbild und das auf dem , height-image"
basierende 3D-Bild.
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4.2.2 Bioheater

Um den Umgang mit dem Bioheater zu erlernen wurde der Aufbau zuerst ohne lebende
Materialien betrieben. Die Anndherung der Spitze an die Oberflache und das Abdichten der
Fliissigkeitszelle war zu Beginn der Arbeiten nicht ganz unproblematisch und erforderte viel
Aufmerksamkeit, so dass man sich nicht zusatzlich mit der Kontrolle der Umweltverhiltnisse
fiir die Zellen befassen konnte.

Um das Anndhern der Spitze an die Glasoberflache unter lichtmikroskopischer Kontrolle zu
erleichtern, wurde auf die Glasplatte mit wasserfestem Filzstift ein Muster gemalt. Abbildung
17 zeigt die rasterkraftmikroskopische Aufnahme des Ubergangsbereichs zwischen dem Glas
und der aufgetragenen Filzstiftfarbe. Im 3D-Bild ist sehr gut der Héhenunterschied zwischen
der Farbschicht und der sonstigen Oberflache zu erkennen.

Abbildung 17: Ein Muster aus wasserfestem Filzstift auf der Glasscheibe wurde als Ori-
entierungspunkt fir die Anndherung an die Oberfliche gewdhlt. Die Kantenlinge des
Bildausschnitts betrug daber 40um. Die Farbschicht erreicht auf dem Bildausschnitt ei-
ne Héhe iber dem Glas von 700nm.

Scannrichtung

Abbildung 18: Schematische Darstellung der Deformation einer Zelle durch die Spitze.

In Abbildung 19 sieht man zwei Aufnahmen derselben Zelle. Links ist das , trace“-Bild und
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rechts das , retrace"® Bild des Deflectionbildes zu sehen. In dieser Aufnahme erkennt man
sehr gut, dass je nach Scanrichtung , hinter” der Zelle ein dunkler Bereich liegt. Das riihrt
daher, dass die Zelle, als ein recht weiches Material, durch die Spitze verformt wurde und
ihren Bewegungen gefolgt ist (siehe Abbildung 18).

In den Aufnahmen sind, auch nach vielen Bearbeitungsschritten, noch viele Artefakte und
die Scanlinien zu sehen. Dies rithrt unter anderem von der schlechten Qualitat der Probe.
Durch unsteriles FCS war die Zellkultur durch Bakterien befallen. Durch groBe Klumpen
organischen Materials'®, die wihrend der Messung durch Strémungen innerhalb der Lésung
durch den Scanbereich trieben, wurde die Messung dauerhaft gestort. Zeitweise setzten sie
sich sogar am Cantilever ab. Eine andere Erkldrung fiir die Artefakte ist eventuell die zu
langsame Regelung des z-Piezos. Also war entweder der Setpoint oder der Gain zu niedrig
eingestellt.

Abbildung 19: Zelle im Bioheater. Das linke Bild zeigt die ,trace“ Richtung und das
rechte die ,retrace” Richtung. Der Ausschnitt hat eine Kantenlinge von 60um. Die
Zellkultur war mit Bakterien infiziert. Demnach trieben auch nach mehrmaligem Wa-
schen schon wiele tote Zellen und andere organische Reste in der Losung. Diese haben
die Qualitit der Aufnahme negativ beeinflusst.

4.2.3 Dishheater

Die Zellen sind in den speziellen Dishheater-Petrischalen angesetzt worden. Der Versuch, die
in den Standardschalen kultivierten Zellen abzubilden, wurde durch die Dichtungsmembranen

9Der Scanbereich wird Linienweise abgerastert, so dass die Spitze eine Linie zweimal entlangfihrt.
,trace* bezeichnet dabei die Hin- und ,retrace* die Riickrichtung des Scans.
0Thre GroBe betrug ungefihr 10% der Zellgrofe.
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verhindert. Sie sind zu klein, um durch die ganze Hohe (15mm) der Petrischale gestreckt zu
werden. Die ,,weiche” Membran ohne stabilisierenden Metallring (siehe Abbildung 7) rutschte
einfach durch und fiel mitsamt dem Cantileverhalter in die Petrischale. Die steifere Membran
rutschte aufgrund des umlaufenden Metallrings nicht in die Probe, lieB sich jedoch nur bis
auf die Mitte der Petrischale dehnen. Die ,, Dishheaterpetrischalen® sind nur ca. 7mm hoch,
eine Strecke auf die beide Membrane ohne Probleme gedehnt werden kdnnen.

Da die Zellkultur vor der Aufnahme nur mit Nahrlosung oder Puffer gewaschen werden
musste, waren die Vorbereitungen fiir die Zellen sehr schonend. Sie sind mit nur gerin-
ger Zeitverzogerung in den Dishheater eingebaut worden. Wahrend dieser Zeit hat sich die
Temperatur der Nahrlosung nur sehr langsam verringert und entsprach demnach noch den
Anforderungen der Zellkultur. Nachdem die Nahrlosung, in der die Zellen lagen, langsam
wieder auf 37°C'! gebracht worden war, konnte die Messung nach den iiblichen Vorberei-
tungsschritten begonnen werden. Dabei wurde eine Bilderserie (Abbildung 20) iiber ca. 80min
aufgenommen.

Der Bildausschnitt wurde wahrend der Aufnahme nicht verandert. Vergleicht man die Bilder
miteinander, so sieht man besonders am rechten Rand, dass die Zellen in Bewegung sind und
ihre Position verandern. Die Auslaufer der Zelle werden ausgestreckt und wieder eingezogen.
Bei genauerer Beobachtung kann man auch sehen, dass sich die untere der beiden Zellen im
Verlauf der Messung ein wenig von ihrer Nachbarzelle absondert und sich langsam auf die
untere linke Ecke zubewegt hat. Dies ist auch an der Lage der Beriihrungslinie zwischen den
Zellen zu sehen. Auf Bild A und B verlauft sie von links unten nach rechts oben und auf Bild
C und D von rechts unten nach links oben.

Insgesamt kann man daraus schlieBen, dass die Zellen aufgrund der Bewegung lebendig waren.
Sie wurden durch die hier gewahlten Bedingungen durch den Cantilever nicht beeintrachtigt.
Leider sind die Zellen der Bewegung des Cantilevers etwas gefolgt, was an den ,Schatten*
und den Fragmenten, die immer in Scanrichtung zeigen, zu sehen ist.

UTm Prinzip wieder auf 39°C, sieche Abschnitt 3.1.3
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Abbildung 20: Bildserie aus Deflectionbildern zweier Zellen iber 80min. Jedes Bild hat
eine Kanteldnge von 40um. Die Abbildungen zeigen immer die ,trace“-Bilder.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Es wurden rasterkraftmikroskopische Untersuchungen in Fliissigkeit an fixierten und leben-
den Zellen durchgefiihrt. Im Zuge dessen wurden zwei Systeme (Dishheater und Bioheater)
getestet, die die Fliissigkeit wahrend der Messung auf eine konstante Temperatur einstellen.
Durch beide Systeme sollen die folgenden Probleme ausgeschaltet werden. Zum Einen die
thermische Drift des Deflectionsignals, die durch die thermisch induzierte Verbiegung des
Cantilevers bedingt wurde. Zum Anderen verbesserte man durch das Erwarmen der Fliissig-
keit auf 37°C' die Umweltbedingungen fiir die untersuchten Zellen.

Der Bioheater und der Dishheater sind zwei verschiedene Systeme, die Fliissigkeit wahrend
der Messung zu beheizen. In der Probenkammer des Bioheaters wird die Fliissigkeit von einem
Heizring erwarmt, der von einem Regelkreis gesteuert, die gewiinschte Temperatur erzeugt.
Der Dishheater ist im Prinzip eine Kochplatte fiir Petrischalen, wobei diese in der Mitte
eine Aussparung fiir das optische Mikroskop hat. Die Kulturschale wird iiber dem Heizring
in Position gebracht, wobei durch Immersol eine Warmebriicke zur Schale geschaffen wird.
Die Temperatur der Losung wird auBen an der Petrischale gemessen, wodurch laut Hersteller
eine Temperaturdifferenz von AT = 1°C' zum eingegebenen Wert herriihrt.

Beide Systeme haben ihre Vor- und Nachteile. Die prazise Temperaturregelung im Bioheater
spricht eindeutig fiir ihn. Ein groBer Nachteil ist jedoch, dass er durch vom Hersteller mitge-
lieferte, aber unpassende Dichtungsringe nur mit sehr viel Vakuumfett wirklich abzudichten
ist. Die Glasplattchen, auf denen die Kulturen angezogen werden miissen, sind ebenfalls ein
Nachteil. Um ein Ablosen der Zellen zu verhindern, musste der Einbau der Glasplattchen
und das Befiillen mit Medium, sowie das anschlieBende Erwarmen der Losung sehr schnell
geschehen.

Der Dishheater hat diese Nachteile nicht. Die Zellen bleiben wahrend des ganzen Einbaus
in ihrer Petrischale und konnen, wenn sie auf dem Heizelement stehen, sofort weiter beheizt
werden. Die Fixierung der Petrischalen iiber dem Heizelement bereitet allerdings Probleme.
Die Membranen, mit denen die Schalen abgedichtet wurden, lassen sich nur 6 — 7mm weit
dehnen. Der Weg zur Oberflache in einer normalen ca. 1cm hohen Petrischale ist zu weit
fiir sie. Ein weiterer Nachteil des Dishheaters ist der Temperaturgradient in der Losung, der
dadurch zustande kommt, dass nur die Randbereiche der Schale geheizt werden. Die Messung
der Temperatur innerhalb der Losung ist genauer.

Die fiir die Aufnahmen benutze RLE-6TN-Zelllinie eignet sich sehr gut fiir Untersuchun-
gen mit dem Rasterkraftmikroskop, da sie auch ohne Immobilisierung groBe Adharenz zur
angebotenen Oberflache zeigten. Das Abbilden von Zellen der HEK-WT-Linie mit dem Ra-
sterkraftmikroskop hat sich als problematisch herausgestellt. lhre Adharenz ist so gering,
dass sie sogar nach der Behandlung mit Glutaraldehyd noch von der Oberflache gewaschen
wurden. Sie wurde hauptsachlich auch kultiviert, weil es eine gebrauchliche und leicht zu
beschaffende Zelllinie ist.

Da die Zellen keine Anzeichen von ,,Unwohlsein” wahrend einer Aufnahme zeigten, wer-
den die geschaffenen Umweltbedingungen, sowohl im Bioheater als auch im Dishheater, als
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ausreichend betrachtet. Man konnte also die Untersuchung auch auf weitere Zelllinien aus-
dehnen.

Der thermische Drift des Deflectionsignals konnte durch den Einsatz des Bioheaters fiir alle
getesteten Cantilever stark verlangsamt (Cantilever B und D) oder sogar ganz gestoppt (Can-
tilever A und C) werden. Dabei verkiirzten sich die Equilibrierungszeiten auf ca. 15min. Diese
Erfolge konnten beim Dishheater leider nicht wiederholt werden. Fehlerquellen sind hierbei
die ungenaue Temperaturkontrolle und der konstruktionsbedingte Temperaturgradient in der
Losung.

Die Bedingungen unter denen die Messungen mit dem Dishheater vorgenommen wurden,
waren nicht konstant. Zu Beginn der Messung war das Programm, welches die Daten auslesen
sollte, noch ein groBer Storfaktor, der allerdings in weiteren Messungen ausgeschaltet wurde.
Wie fiir alle Messungen war hierbei auch die Klimaanlage ein Problem. Sie wurde zwar vor
der Messung abgeschaltet, jedoch erwarmte sich das Labor nur langsam wieder, was die
Messung auch beeinflusst haben konnte.

Interessant konnte fiir weitere Untersuchungen die tatsiachliche Verbiegung des Cantilevers
sein. Uber die Kraft-Distanz-Kurven kann mit der Steuerungssoftware ein Umrechnungsfak-
tor von den Volt, in denen das Deflectionsignal ausgegeben wurde, zu Nanometern bestimmt
werden. Uber die Gleichungen von Stoney [20] wére es auch moglich, die theoretisch erwar-
teten Verbiegungen der Cantilever vorauszuberechnen, so dass ein quantitativer Vergleich
moglich ware. Natiirlich 1Bt sich diese Messung auch auf andere Cantilever oder andere
Losungen ausdehnen.

Ein guter Ansatz ware insgesamt die Verbindung der beiden Systeme Bioheater und Dish-
heater. Das Handling mit Petrischalen gestaltet sich viel einfacher und sie sind weniger
leckanfallig als die Glasscheibenkonstruktion des Bioheaters. Das System des Bioheaters, mit
dem innenliegenden Thermometer und der Heizschleife, hat seine Vorteile in der Genauigkeit
der Temperaturkontrolle und es hat keinen messbaren Temperaturgradienten. Eine Moglich-
keit ware, die Heizschleife und das Thermoelement in den Cantileverhalter zu integrieren.
So kann eine Petrischale durch eine Membran optimal gegen das Verdunsten der Losung
abgedichtet werden. Dafiir miisste die Membran natiirlich dehnbarer sein, als die derzeit ver-
wendeten. Die Nachteile des Temperaturgradienten in der Fliissigkeit wiirden, genau wie die
Leckanfalligkeit des Bioheaters, ebenfalls vermieden werden.
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A Programme

A.1 Programmcode zum Auslesen des Deflectionsignals

Dieses Programm wurde iiber die Eingabe in die Steuerungsdatei Meter.ipf aufgerufen. Durch
von ,, Variable go = 0" zu ,,Variable go = 1" wurde die Aufnahme der Werte gestartet.

#pragma rtGlobals=1 // Use modern global access method.
function plotmeter_af (Deflection,zeit)

Variable Deflection

String zeit

Wave DeflectionWave
Wave/T zeitWave

DeflectionWave [DimSize(DeflectionWave,0)-1] = Deflection
Redimension/N=(DimSize(DeflectionWave,0) + 1) DeflectionWave

zeitWave[DimSize (zeitwave,0)-1] = zeit
Redimension/N=(DimSize(zeitWave,0) + 1) zeitwave

print DimSize(DeflectionWave,0)
end

function carolin(deflection)
Variable deflection

Variable go = 0
string zeit
if (go == 1)

zeit = secs2time(DateTime,3)
plotmeter_af (deflection,zeit)
endif

//make/N=1/0 DeflectionWave
//Make/N=1/0/T zeitwave
end

A.2 Skript zum Auslesen jedes 150. Messwertes

Das vorliegende Skript 15.sh ist ein Shell-Skript. Mit seiner Hilfe wurde jeder 150. Wert
ausgelesen.

#!/bin/bash
line=0
while read cline; do
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(( 1line = line + 1))
if 1 (( 1ine%150)); then
echo cline;

fi;

done < file

B Rohdaten

B.1 Messwerte mit Bioheater

B ROHDATEN

’ Zeit [s] ‘ Deflection [V] bei RT ‘ Deflection [V] bei 32°C' | Deflection [V] bei 37°C

0 0 0 0
60 1,27 0,25 0,32
120 1,77 70,39 70,33
180 2,17 20,46 70,35
240 2,51 20,49 0,5
300 2,81 0,51 20,48
360 -3,08 20,55 ~0,46
420 3,28 20,58 0,59
480 347 0,6 0,57
540 3,63 70,62 20,53
600 23,76 20,64 20,66

Tabelle 3: Messwerte von Cantilever A.

’ Zeit [s] ‘ Deflection [V] bei RT ‘ Deflection [V] bei 32°C' | Deflection [V] bei 37°C

0 0 0 0
60 0,6 “1,09 0,64
120 1,12 1,6 0,47
180 1,64 1,74 1,01
240 2,08 1,84 1.2
300 2,44 1,99 70,38
360 2,81 2,12 1,31
420 3,13 2,19 1,5
480 3,41 2,25 1,14
540 3,67 2,32 1,54
600 3,01 2,42 1,75

Tabelle 4: Messwerte von Cantilever B.




B.1 Messwerte mit Bioheater

’ Zeit [s] ‘ Deflection [V] bei RT ‘ Deflection [V] bei 32°C' | Deflection [V] bei 37°C

0 0 0 0
60 0,5 0,33 20,28
120 20,79 20,49 0,43
180 1,05 -0,59 0,5
240 1,28 20,62 20,54
300 1,48 20,66 20,55
360 1,61 20,69 0,57
420 181 0,7 0,58
480 1,94 0,71 0,57
540 2,04 0,71 0,57
600 2,13 0,7 0,58

Tabelle 5: Messwerte von Cantilever C.

’ Zeit s ‘ Deflection [V] bei RT | Deflection [V] bei 32°C ‘ Deflection [V] bei 37°C ‘

0 0 0 0
60 2,22 20,96 20,52
120 3,19 1,34 20,75
180 3,87 15 0,93
240 4,36 1,57 1,02
300 4.8 1,61 1,12
360 5,27 1,63 1,25
420 5,38 1,65 1,32
480 5,59 1,67 1,37
540 5,75 1,7 1,41
600 5,9 1,73 1,43

Tabelle 6: Messwerte von Cantilever D.
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B.2 Messwerte mit Dishheater

B.2.1 Am PC aufgenommene Messwerte

B ROHDATEN

Die folgenden Messwerte sind liber das Programm aus A.1 ausgelesen worden. Die urspriing-
lich 13500 Datensatze wurden durch das Programm aus A.2 auf ca. 80-90 Datensatze redu-

ziert.

Zeit [s] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V]
bei RT bei 32°C' bei 37°C bei 39°C
0 -0,29 -0,29 -0,03 -0,16
10 -0,47 -0,64 -0,33 -0,28
20 -0,61 -0,96 -0,61 -0,41
30 -0,72 -1,25 -0,89 -0,56
10 20,82 1.63 113 20.64
50 -0,91 -1,92 -1,35 -0,74
60 -0,99 -2,29 -1,55 -0,86
70 -1,07 -2,45 -1,73 -0,91
80 -1,13 -2,61 -1,88 -0,99
90 -1,19 -2,75 -2,05 -1,06
100 1,23 287 2.19 ERD)
110 -1,29 -2,97 -2,31 -1,17
120 133 73.00 .13 1,23
130 -1,39 -3,17 -2,52 -1,27
140 1,44 23.36 2.63 131
150 -1,48 -3,33 -2,71 -1,35
160 -1,53 -3,42 -2,78 -1,38
170 -1,56 -3,5 -2,85 -1,42
130 155 354 2.01 143
190 1,55 73,61 2.07 1,16
200 -1,63 -3,66 -3,02 -1,48
210 -1,68 -3,71 -3,06 -1,51
220 a7 3,75 3.1 151
230 -1,76 -3,78 -3,15 -1,54
240 -1,77 -3,85 -3,17 -1,56
250 -1,79 -3,87 -3,21 -1,58
260 -1,81 -3,91 -3,24 -1,59
270 -1,85 -3,95 -3,28 -1,6
280 -1,84 -3,97 -3,3 -1,61
290 -1,86 -3,99 -3,32 -1,62
300 -1,89 -4,01 -3,35 -1,64




B.2 Messwerte mit Dishheater

Zeit [s] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V]
bei RT bei 32°C bei 37°C bei 39°C
310 -1,92 -4,03 -3,37 -1,64
320 -1,94 -4,08 -3,38 -1,66
330 -1,95 -4,09 -3.4 -1,67
340 21,96 4,12 23,42 71,68
350 1,98 4,14 2344 1,76
360 -1,99 -4,15 -3,45 -1,78
370 -2,01 -4,17 -3,46 -1,7
380 -2,02 -4,19 -3,48 -1,71
390 -2,03 -4,21 -3,49 -1,72
400 -2,05 -4,24 -3,51 -1,72
410 -2,07 -4,24 -3,52 -1,73
420 22.09 ~4.26 2353 1,73
430 21 4927 354 1,74
440 211 “428 -355 1,74
450 -2,12 -4,29 -3,56 -1,75
460 -2,12 -4,31 -3,58 -1,75
470 -2,13 -4,32 -3,58 -1,76
480 -2,15 -4,33 -3,59 -1,76
490 2.16 4,34 3.6 1,76
500 -2,18 -4,35 -3,61 -1,77
510 -2,2 -4,36 -3,61 -1,78
520 -2,21 -4,38 -3,62 -1,78
530 -2,23 -4,38 -3,63 -1,78
540 -2,24 -4,4 -3,64 -1,81
950 -2,24 -4,4 -3,65 -1,79
560 -2,25 -4.4 -3,65 -1,79
570 -2,26 -4,42 -3,66 -1,79
580 -2,28 -4,43 -3,67 -1,8
590 -2,29 -4,44 -3,68 -1,8
600 -2,3 -4,45 -3,68 -1,81
610 -2,31 -4,46 -3,68 -1,81
620 -2,32 -4,46 -3,68 -1,81
630 2.34 447 23.69 1,81
640 2.34 448 3.7 1,82
650 -2,35 -4,48 -3,71 -1,83
660 -2,36 -4,49 -3,72 -1,83
670 -2,38 -4,5 -3,72 -1,83
680 -2,38 -4,45 -3,73 -1,84
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B ROHDATEN

Zeit [s] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V]
bei RT bei 32°C' bei 37°C' bei 39°C
690 -2,39 -4,51 -3,73 -1,84
700 -2,38 -4,51 -3,74 -1,84
710 -2,39 -4,52 -3,74 -1,85
720 -2,41 -4.,54 -3,75 -1,85
Tabelle 7: Messwerte von Cantilever A. Sie stammen aus
einer Messung mit dem Dishheater und wurden durch
das Programm aufgenommen und durch ein Skript auf
80-90 Datensétze reduziert.
Zeit [s] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V]
bei RT bei 32°C' bei 37°C' bei 39°C'
0 -0,56 -0,98 -0,73 -0,1
10 -0,87 -1,68 -1,2 -0,33
20 -1,08 -2,32 -1,66 -0,56
30 -1,26 -2,91 -2,07 -0,76
40 1,42 -3.46 2,44 -0,96
50 -1,53 -3,95 -2,78 -1,15
60 -1,65 -4.4 -3,1 -1,33
70 -1,75 -4,81 -3,37 -1,36
80 -1,84 -5,18 -3,65 -1,61
90 -1,92 -5,51 -3,88 -1,74
100 -2,01 -5,8 -4,09 -1,86
110 -2,08 -6,05 -4,28 -1,97
120 2,14 26,28 4,44 2.08
130 2,21 6,5 4,59 2.19
140 -2,27 -6,69 -4,71 -2,24
150 -2,33 -6,86 -4,84 -2,34
160 -2,39 -7,03 -4,93 -2,41
170 -2,44 -7,16 -5,03 -2,46
180 -2,5 -7,28 -5,12 -2,47
190 -2,54 -7,4 -5,19 -2,54
200 -2,59 -7,5 -5,27 -2,61
210 -2,65 -7,59 -5,33 -2,64
220 -2,68 -7,68 -5,39 -2,64
230 -2,73 -7,76 -5,43 -2,66
240 -2,78 -7,83 -5,48 -2,7
250 -2,82 -7,89 -5,55 -2,73




B.2 Messwerte mit Dishheater

Zeit [s] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V]
bei RT bei 32°C bei 37°C bei 39°C

260 -2,86 -7,94 -5,99 -2,73
270 -2,89 -7,99 -5,63 -2,74
280 -2,93 -8,04 -5,66 -2,75
290 -2,97 -8,08 -5,7 -2,78
300 -3,01 -§,11 -5,73 -2,78
310 -3,03 -8,15 -5,76 -2,8
320 -3,08 -8,18 -5,79 -2,82
330 -3,1 -8,21 -95,82 -2,81
340 -3,13 -8,23 -5,84 -2,83
350 -3,17 -8,26 -95,87 -2,85
360 -3,25 -8,28 -5,91 -2,86
370 3.24 83 5.95 22,88
380 -3,27 -8,32 -6 -2,87
390 -3,3 -8,33 -5,99 -2,87
400 -3,34 -8,35 -6,06 -2,89
410 -3,36 -8,37 -6,08 -2,89
420 -3,39 -8,39 -6,11 -2,89
430 -3,43 -8,39 -6,16 -2,9
440 23,45 841 6,17 2,93
450 23.49 78,42 6.2 22,94
460 -3,53 -8,43 -6,23 -2,94
470 -3,59 -8,44 -6,24 -2,94
480 -3,58 -8,45 -6,25 -2,93
490 -3,61 -8,45 -6,27 -2,95
500 -3,64 -8,47 -6,29 -2,96
510 -3,66 -8,46 -6,32 -2,95
520 -3,69 -8,47 -6,34 -2,96
530 -3,71 -8,48 -6,36 -2,96
240 -3,67 -8,48 -6,37 -2,97
550 -3,77 -8,49 -6,39 -2,97
560 -3,78 -8,49 -6,42 -2,98
570 -3,81 -8,5 -6,44 -2,98
580 23.83 8.5 26,44 22,08
590 23,85 851 26,44 22,96
600 -3,88 -8,01 -6,46 -2,96
610 -3,9 -8,52 -6,47 -2,99
620 -3,93 -8,52 -6,48 -3

630 -3,95 -8,52 -6,49 -2,99
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Zeit [s] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V]
bei RT bei 32°C' bei 37°C bei 39°C
640 -3,97 -8,53 -6,49 -3
650 -4 -8,53 -6,5 -3
660 -4,02 -8,54 -6,51 -3,01
670 -4,05 -8,55 -6,52 -3,02
680 -4,07 -8,55 -6,53 -3,04
690 -4,09 -8,55 -6,51 -3,03
700 -4,1 -8,56 -6,53 -3,01
710 -4,13 -8,56 -6,54 -3,03
720 -4.15 -8,56 -6,55 -3,05
730 -4,16 -8,56 -6,56 -3,06
740 -4,18 -8,56 -6,56 -3,05
750 -4,21 -8,57 -6,57 -3,08
760 -4,23 -8,58 -6,57 -3,08
770 -4,26 -8,59 -6,58 -3,07
780 -4,26 -8,58 -6,59 -3,07
790 -4,28 -8,59 -6,6 -3,07
800 -4.3 -8,59 -6,61 -3,07
810 -4,31 -8,59 -6,61 -3,09
820 -4,34 -8,59 -6,63 -3,09
830 -4,36 -8,6 -6,64 -3,08
840 -4,38 -8,59 -6,65 -3,11
850 -4.41 -8,61 -6,63 -3,11
860 -4.43 -8,61 -6,62 -3,12
870 -4.45 -8,61 -6,65 -3,13
880 -4.,46 -8,61 -6,66 -3,13
Tabelle 8: Messwerte von Cantilever B. Sie stammen aus
einer Messung mit dem Dishheater und wurden durch
das Programm aufgenommen und durch ein Skript auf
80-90 Datensétze reduziert.
Zeit [s] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V]
bei RT bei 32°C' bei 37°C bei 39°C
0 0,03 -0,11 0,13
10 -0,39 -0,03 -0,16 0,09
20 -0,45 -0,1 -0,22 0,06
30 -0,5 -0,14 -0,28 0,05
40 -0,55 -0,17 -0,34 0,02




B.2 Messwerte mit Dishheater

Zeit [s] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V]
bei RT bei 32°C bei 37°C bei 39°C

50 -0,6 -0,21 -0,38 0

60 -0,65 -0,25 -0,45 -0,01
70 -0,71 -0,29 -0,47 -0,05
80 20,73 20,32 0.5 20,06
90 20,79 20,35 20,54 20,07
100 -0,84 -0,38 -0,58 -0,08
110 -0,91 -0,39 -0,62 -0,12
120 -0,92 -0,41 -0,65 -0,11
130 -0,96 -0,42 -0,67 -0,15
140 -0,98 -0,46 -0,73 -0,15
150 -1 -0,51 -0,72 -0,16
160 -1,06 -0,49 -0,76 -0,19
170 -1,07 -0,49 -0,78 -0,21
180 -1,1 -0,54 -0,81 -0,23
190 -1,13 -0,54 -0,83 -0,24
200 -1,16 -0,54 -0,84 -0,25
210 -1,19 -0,55 -0,85 -0,24
220 -1,2 -0,54 -0,88 -0,27
230 -1,23 -0,53 -0,88 -0,28
240 -1,26 -0,46 -0,88 -0,29
250 -1,26 -0,64 -0,9 -0,27
260 -1,3 -0,63 -0,9 -0,3
270 -1,33 -0,63 -0,92 -0,31
280 -1,36 -0,62 -0,9 -0,33
290 -1,34 -0,64 -0,9 -0,33
300 1,37 20,65 20,93 20,33
310 14 20,68 20,94 20,35
320 -1,42 -0,69 -0,93 -0,35
330 -1,43 -0,7 -0,93 -0,36
340 -1,46 -0,7 -0,94 -0,35
350 -1,44 -0,75 -0,93 -0,36
360 -1,45 -0,74 -0,94 -0,36
370 21,49 20,75 20,92 20,39
380 151 20,81 20,94 20,38
390 -1,52 -0,8 -0,95 -0,41
400 -1,53 -0,81 -0,93 -0,39
410 -1,54 -0,79 -0,92 -0,39
420 -1,58 -0,81 -0,92 -0,41
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Zeit [s] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V]
bei RT bei 32°C' bei 37°C bei 39°C
430 -1,59 -0,83 -0,92 -0,4
440 -1,59 -0,87 -0,91 -0,42
450 -1,58 -0,83 -0,9 -0,43
460 71,62 20,86 20,89 20,42
470 1,61 20,88 20,9 20,44
480 -1,65 -0,87 -0,86 -0,45
490 -1,63 -0,89 -0,88 -0,45
500 -1,66 -0,89 -0,89 -0,46
510 -1,66 -0,89 -0,88 -0,45
520 -1,65 -0,9 -0,89 -0,46
530 -1,67 -0,91 -0,84 -0,49
540 1,67 20,89 20,86 20,49
550 -1,67 -0,94 -0,86 -0,48
560 -1,68 -0,9 -0,86 -0,49
270 -1,69 -0,91 -0,87 -0,49
280 -1,73 -0,92 -0,86 -0,48
590 -1,72 -0,93 -0,84 -0,52
600 -1,74 -0,93 -0,81 -0,52
610 -1,76 -0,94 -0,82 -0,52
620 1,75 20,94 20,88 20,53
630 -1,76 -0,97 -0,86 -0,53
640 -1,78 -0,95 -0,85 -0,54
650 -1,8 -0,94 -0,83 -0,55
660 -1,79 -0,95 -0,85 -0,53
670 -1,79 -0,94 -0,86 -0,56
680 1.8 20,9 20,87 20,55
690 1.8 20,86 20,86 0,6
700 -1,8 -0,91 -0,86 -0,57
710 -1,82 -0,89 -0,87 -0,57
720 -1,82 -0,87 -0,88 -0,57
730 -1,8 -0,85 -0,88 -0,6
740 -1,82 -0,84 -0,87 -0,6
750 1,84 20,82 20,88 0.6
760 11,85 20,81 20,9 20,59
770 1,84 20,84 20,9 20,59
780 -1,85 -0,82 -0,89 -0,6
790 -1,88 -0,8 -0,9 -0,62
800 -1,86 -0,8 -0,92 -0,59




B.2 Messwerte mit Dishheater

Zeit [s] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V]
bei RT bei 32°C bei 37°C bei 39°C
810 -1,87 -0,77 -0,89 -0,59
820 -1,89 -0,75 -0,88 -0,59
830 -1,87 -0,74 -0,93 -0,58
840 -1,92 -0,75 -0,9 -0,57
850 -1,91 -0,76 -0,92 -0,59
860 -1,9 -0,73 -0,93 -0,58
870 -1,93 -0,73 -0,9 -0,57
880 -1,91 -0,72 -0,9 -0,57
890 -1,91 -0,69 -0,92 -0,59
Tabelle 9: Messwerte von Cantilever C. Sie stammen aus
einer Messung mit dem Dishheater und wurden durch
das Programm aufgenommen und durch ein Skript auf
80-90 Datensétze reduziert.
Zeit [s] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V]
bei RT bei 32°C bei 37°C bei 39°C
0 -0,4 -0,31 -0,04 0,07
10 -0,64 -0,66 -0,15 -0,06
20 -0,79 -0,95 -0,26 -0,18
30 -0,91 -1,3 -0,32 -0,33
40 1,01 1,56 0,41 20,47
50 -1,09 -1,81 -0,49 -0,6
60 -1,16 -2,12 -0,6 -0,68
70 -1,23 -2,35 -0,65 -0,79
80 -1,26 -2,56 -0,72 -0,91
90 -1,32 -2,82 -0,8 -1,01
100 -1,35 -2,98 -0,87 -1,1
110 1,42 319 20,95 1.2
120 151 -3,42 1,01 1,25
130 -1,49 -3,57 -1,06 -1,35
140 -1,52 -3,82 -1,14 -1,38
150 -1,55 -3,89 -1,17 -1,45
160 -1,58 -4,04 -1,26 -1,56
170 -1,6 -4,17 -1,31 -1,58
180 -1,63 -4,31 -1,35 -1,63
190 1,66 444 138 171
200 -1,68 -4,54 -1,45 -1,76
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Zeit [s] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V]
bei RT bei 32°C' bei 37°C bei 39°C
210 -1,7 -4,68 -1,49 -1,79
220 1,72 “4.75 71,55 1,84
230 -1,73 -4,83 -1,58 -1,88
240 1,75 24,95 1.6 “1.89
250 -1,77 -5 -1,66 -1,95
260 -1,79 -5,09 -1,68 -1,98
270 1.8 25,19 171 22,04
280 -1,83 -9,24 -1,77 -2,05
290 -1,83 -5,32 -1,8 -2,1
300 -1,85 -9,38 -1,79 -2,11
310 -1,87 -9,42 -1,85 -2,15
320 71,89 25,46 21,86 2.16
330 71,89 25,54 191 217
340 1,91 25,59 191 22
350 -1,92 -5,68 -1,96 -2,18
360 -1,94 -9,71 -1,98 -2,31
370 -1,93 -5,73 -2,02 -2,27
380 -1,96 -5,76 -2,01 -2,27
390 1,95 75.83 2.03 23
400 1,97 25,87 22.07 2.34
410 -2 -5,9 -2,06 -2,33
420 2 593 212 237
430 -2,01 -5,95 -2,1 -2,36
440 -2,01 -5,99 -2,13 -2,37
450 22,02 26,03 2,16 2,42
460 22,04 26,09 2,16 94
470 22,06 26,08 2.19 2,43
480 2.07 26,12 221 243
490 207 6,13 222 245
500 -2,07 -6,19 -2,26 -2,46
510 22,08 6,21 22,98 2,45
520 -2,09 -6,23 -2,29 -2,48
530 2.1 26,26 2,98 2,52
540 211 26,29 2,28 2,52
550 -2,12 -6,3 -2,36 -2,53
560 -2,12 -6,37 -2,35 -2,53
270 -2,14 -6,34 -2,37 -2,52
280 -2,14 -6,4 -2,38 -2,52




B.2 Messwerte mit Dishheater

Zeit [s] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V] | Deflection [V]
bei RT bei 32°C bei 37°C bei 39°C
590 -2,15 -6,38 -24 -2,55
600 -2,15 -6,43 -24 -2,57
610 -2,16 -6,45 -2,42 -2,57
620 -2,16 -6,42 -2.41 -2,58
630 2.18 26,48 245 22,58
640 2,18 6.5 245 22,59
650 -2,18 -6,52 -2,5 -2,59
660 -2,19 -6,53 -2,47 -2,6
670 -2,21 -6,58 -2,5 -2,59
680 -2,22 -6,59 -2,33 -2,57
690 -2,23 -6,58 -2,59 -2,6
700 -2,17 -6,59 -2,54 -2,56
710 -2,15 -6,63 -2,56 -2,58
720 -2,12 -6,65 -2,57 -2,58
730 -2,23 -6,64 -2,6 -2,61
740 224 26,67 26 22,61
750 -2,26 -6,66 -2,61 -2,63
760 -2,26 -6,69 -2,61 -2,6
770 -2,27 -6,69 -2,63 -2,63
780 2,27 26,74 2,67 DX
790 -2,26 -6,72 -2,68 -2,63
800 -2,26 -6,77 -2,65 -2,62
810 -2,26 -6,8 -2,71 -2,61
820 -2,3 -6,79 -2,69 -2,64
830 -2,3 -6,8 -2,69 -2,65
840 231 6,81 271 22,62
850 2,32 6.8 2,74 22,62
860 -2,33 -6,85 -2,74 -2,65
870 -2,34 -6,85 -2,74 -2,65
880 -2,34 -6,85 -2,77 -2,66

Tabelle 10: Messwerte von Cantilever D. Sie stammen aus
einer Messung mit dem Dishheater und wurden durch das
Programm aufgenommen und durch ein Skript auf 80-90
Datensétze reduziert.
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54 B ROHDATEN

B.2.2 Manuell aufgenommene Messwerte

Diese Messwerte wurden mit einer Stoppuhr und durch eigensténdiges Ablesen des De-
flectionsignals aufgenommen.

’ Zeit [s] ‘ Deflection [V] bei RT ‘ Deflection [V] bei 32°C ‘ Deflection [V] bei 39°C ‘

0 0 0 0
30 2,25 20,54 1,34
60 -3,09 111 72,48
90 3,54 1,57 331
120 73,83 1,92 3,9
150 4,04 2,19 4,31
180 4,24 2,39 4,63
210 4,39 2,53 4,85
240 4,51 2,65 5
270 4,62 2,74 5,12
300 A7 23 5.2
330 ATT 2,36 5,26
360 4,84 2.9 5,31
390 4.9 2,93 5,35
420 4,96 2,97 5,38
450 75,02 2,99 5.4
480 5,07 -3,01 5,43
510 5,08 73,03 5,44
540 5,12 "3,05 5,46
570 5,16 3,06 5,47
600 5,2 “3,08 5,48

Tabelle 11: Messwerte von Cantilever A.




B.2 Messwerte mit Dishheater

%)

’ Zeit [s] ‘ Deflection [V] bei RT ‘ Deflection [V] bei 32°C' | Deflection [V] bei 39°C

0 0 0 0
30 0,71 20,64 20,66
60 111 1,28 1,31
90 1,29 1,6 1,64
120 1,44 1,9 1,92
150 1,55 2,16 2,08
180 1,66 2,34 2,29
210 1,73 2,46 2,42
240 1.8 2,53 22,48
270 1,82 72,68 2,56
300 1,89 2,73 2,64
330 1,04 2,77 2,7
360 1,04 2.8 2,78
390 1,95 2,84 2.8
420 1,04 2,87 2,84
450 1,95 2,89 2,86
480 1,04 2.9 2,88
510 1,95 2,92 2,91
540 1,04 2,04 2,03
570 1,95 2,92 2,04
600 1,04 2,96 2,95

Tabelle 12: Messwerte von Cantilever C.
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B ROHDATEN

’ Zeit [s] ‘ Deflection [V] bei RT ‘ Deflection [V] bei 32°C' | Deflection [V] bei 39°C

0 0 0 0
30 20,92 20,49 1,51
60 1,46 0,84 22,62
90 1,9 1,18 _3,44
120 2,18 1,48 4,03
150 2,42 1,73 4,45
180 2,68 1,95 ATT
210 2,83 2,11 5,01
240 3 2,27 5,21
270 3,16 2.4 5,36
300 3,27 25 5,48
330 23,39 2,61 5,59
360 23,52 2,66 5,67
390 3,63 2,72 5,73
420 3,73 2,79 5,8
450 -3,79 2,84 5,87
480 3,87 2.9 5,9
510 3,03 2,04 5,95
540 3,97 2,98 6
570 4,04 23,02 26,03
600 41 -3,06 6,06

Tabelle 13: Messwerte von Cantilever D.
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C Berechnung des Umrechnungsfaktors g

Dieser Faktor wird fiir die Umrechnung der Deflectionvolts-Einheit zu Nanometern benutzt.
Er wird {iber einen Fit an eine Kraft-Distanzkurve direkt in der ,, IGOR-Software" bestimmt.
Die hier verwendeten Werte wurden von Daniel Wesner bestimmt. Es stehen leider nur Werte
fir Cantilever A, B und D zur Verfiigung. Da zum Teil verschiedene Werte bestimmt wurden
wird iiber sie gemittelt.

Cantilever A

nm nm nm nm
4,6— 4+ —->: —
(3 6 30,7 + 45,0 36,766

W =

ga =

Cantilever B Hier stand nur ein Wert zur Verfiigung, der direkt verwendet wurde.

nm
9B = 50, 77

Cantilever D

ap = (67, 0™ 4 60,8 63,4m> — 63, 732"

V V V V

Wl =
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