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1.Einleitung/Ziele

Im Rahmen des Projektes soll mit Hilfe enes
Rasterkraftmikroskops (AFM) die  Struktur  biologischer
Materialien hoch aufgelost analysiert werden. Bei  der
Durchfiihrung dieser Aufgabe kamen verschiedene Scantechniken
(contact, non-contact, near-contact, tapping) zum Einsatz. Die
Hauptaufgabe bestand darin, mit Hilfe des AFM insbesondere die
Struktur von DNA hoch aufgeldst zu analysieren. Von grof3em
Interesse war dabei die Anayse der grofen und der kleinen
Furche, die die DNA entlang des Doppelstranges aufweist
(Abb.1).

Abb.1 Schematische Darstellung eines DNA-
Fadens mit kleiner und grof3er Einbuchtung

Zur Ausfihrung dieser Aufgabe wurden Untersuchungen in Lésung und an Luft mit Hilfe der
oben erwdhnten Scanmodi durchgefihrt. Neben der Analyse der Aufnahmen sollte als
weiteres Ergebnis der Einfluss der auf3eren Messparameter sowie der Aufnahmetechniken
erhalten werden.

2. Theor etische Grundlagen

Rastersondenmikroskope (SXM) konnen im Gegensatz zu Lichtmikroskopen auch Strukturen
auflosen, die kleiner als 200nm sind. Dabel setzt sich die Bezeichnung aus den Teilen
»ocanning”, ,Microscopy” und einem Platzhalter X zusammen. Dieser Platzhalter steht fir
unterschiedliche Wechselwirkungen, die man sich zu nutze macht.

Um ein Abbild der Oberflache mit dem AFM zu erzeugen, werden anziehende und
abstolRende Kréfte ausgenutzt.

2.1. Kréfte

Ein AFM macht sich, wie der Namen schon vermuten |&sst, zwischenmolekulare Kréfte zu
nutze, um Oberfléchen zu untersuchen. Diese Kréfte sind van-der-Waals und abstof3ende
Wechselwirkungen. Sie liegen typischer Weise in einer GréRenordnung von 10 und 1022 N.
Besonders vorteilhaft ist das AFM, da man auch in Lésungen messen kann. Dies ist besonders
fur biologische Forschung interessant und wichtig.
Im Folgenden sollen nun die verschiedenen Kréfte beschrieben werden, die zwischen der
untersuchten Oberflache und der Spitze des Mikroskops wirken.
Als erstens gibt es die anziehenden Kréfte, die van-der-Waals Kréfte. Sie entstehen aufgrund
der Wechselwirkung von z.B. zwei permanenten Dipolen. Diese ziehen sich bei
unterschiedlicher Orientierung an:

U KNy g e ()

i = Dipolmoment der Molekile; r = Abstand der Molekile

Des Weiteren kann ein permanenter Dipol bei einem benachbarten Molekil einen Dipol
induzieren, so dass auch in diesem Fal anziehende Krafte wirken. Dies wird als
Induktionseffekt bezeichnet. Die wirkende Kraft ist gegeben durch:
Ulp-nf>a2>¢'6 (2)
3
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p = Dipolmoment des Molekils, a = Polarisierbarkeit des zweiten Molekils; r = Abstand
Wenn nun dipolfreie Molekile vorliegen, dann wirken nur kurzzeitige Anziehungskréfte.
Dies sind die sog. Dispersionswechselwirkungen. Fir sie gilt:

UD“'a1>a2>‘r-6 ©)
a = Polarisierbarkeit der Molekiile; r = Abstand

Die damit gesamt wirkenden anziehenden Kréfte ergeben sich durch Summation der drei
verschiedenen Einzelkrafte, welche damit proportional zu 1/r° sind. Wenn man nun allerdings
die makroskopisch wirkenden Kréfte zwischen der Oberflache und der Mikroskopspitze
betrachten will, beobachtet man ein etwas anderes Verhaten. Hier ist das Potential nur noch
umgekehrt proportional zum Abstand der betrachteten Korper:

2
_prir,CR1_ AR 1
U anziehend — L2 *x= *- (4)
6 r 6 r
I =Teilchendichte; R = Kugelradius, r = Abstand der betrachteten Kdrper; C = Londonsche
Dispersionskonstante; A = Hamaker Konstante

Diesen Kréften stehen die abstol3enden Wechselwirkungen entgegen. Sie entstehen z.B. durch
die AbstofRung der Elektronenhillen der betrachteten Atome oder Molekile. Dies wird z.B.
durch das Harte Kugel Modell vereinfacht beschrieben:

,.N
U, =8§9 , mitn= ¥ 5
erg
S = Harte-Kugel-Radius; r = Teilchenabstand

Wenn der Teilchenabstand also geringer wird als der Harte-Kugel-Radius, dann schnellt das
Potential ins Unendliche. Andersherum wird es null, wenn der Abstand gréfier wird.

Zum anderen gilt das Pauli-Verbot. So dirfen die Elektronenwolken zweier Molekile nicht
Uberlappen, da in diesem Fall die Elektronen in einem Orbitalen mit derselben Orientierung
vorkommen wirden. Dies ist im Normalfall nicht erlaubt (Ausnahme gilt nur fir Bosonen).
Dies wird haufig in einem Exponential gesetz

r

U absoens = C2€ °° (6)
cund S , sind angepasste Konstanten; r = Abstand
oder einem Potenzgesetz

U abstofiend =(?19 ,mit 9£ n£12 7)
elrg

veranschaulicht. Diese Beschreibungen sind genauer, da sie die Kompressibilitdt der Atome
berticksichtigen.

Beide Modelle haben gemeinsam, dass diese Kré&fte nur eine kurze Reichweite und eine grof3e
Abstandsabhangigkeit besitzen.

Wenn man sich nun diese Kréfte zunutze macht, ist eine getrennte Betrachtung nattirlich nicht
sinnvoll. Zur Beschreibung der Wechselwirkungen zwischen der AFM-Spitze und der
Oberflache kombiniert man die anziehenden und abstof}enden Kréfte. Man erhdt mit den
Gleichungen (4) und (7) folgendes Potential:

=T ®)

wobel der Exponent der abstofRenden Wechselwirkungen gleich 12 gesetzt wird.
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Zur Beschreibung der Wechselwirkungen zwischen zwei Atomen kann man jedoch die
vereinfachte Version der Gleichung (4) verwenden, die sich durch einfache Summation der
Einzelpotentiale (1) — (3) ergibt. Zusammen mit Gleichung (7) erhélt man dann das Lennard-
Jones-Potential:

A .12 Ch|
U=l . Boly ©)
Eereo eragg

S, ist hierbei der Abstand, bei dem das Potential Null wird. e beschreibt die Tiefe der

Potentialmulde. Wenn man also nun die Gleichgewichtslage der Atome beschrieben will,
muss das Potential minimal werden.

3. Aufbau und Funktion des AFM

Halbleiter-
laser

Umlenk-
spiegel zwel— oder
viergeteilte

Photodiode

S
oaia i

&
"f Spitze, SigN;
oder Si
Cantilever, T
fixiert . Probe
X;;f% und 7= 5
Piezo-Rohrscanner
Abb. 4.1 Prinzipieller Aufbau eines AFM Abb. 4.2: Aufbau eines Rohrscanners

3.1 Funktionsweise eines AFM

Ein AFM besteht aus einer Probe, Probenhalterung und Probenpositionierung,

Sonde, Sondenhalterung (-positionierung), einer Schwingungsdampfung sowie einer
Steuerungs- und Auswerteeinheit. Sonde und Probe werden relativ zueinander bewegt und die
Oberflacheneigenschaften durch die Sonde gemessen.

Die Positionierung wird oft mit Hilfe eines optischen Mikroskops oder einer am AFM
angebrachten Videokamera tberwacht.

Die genaue Steuerung der Relativbewegung von Probe und Sonde wird i.a. durch zwei
getrennte Systeme fur Grob- und Feinsteuerung realisiert.

Die Grobsteuerung kann Uber rein  mechanische Systeme wie z.B. Hebd,
Mikrometerschrauben 0.4 erfolgen. Die Feinsteuerung erfolgt Gber einen Rohrscanner, der
aus piezoel ektrischen Stellelementen (Scanner) besteht.

Deren Funktion soll kurz erlautert werden.

Bel einem piezoelektrischen Stoff kann durch Einwirkung von mechanischem Druck ein
elektrisches Feld erzeugt werden.

Der piezoelektrische Effekt wird durch die Verschiebung von lonen in Kristallen mit
nichtsymmetrischen Einheitszellen verursacht. Beim Zusammenpressen verschieben sich,
die lonen in jeder Einheitszelle und verursachen damit eine Verschiebung der
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L adungsschwerpunkte von negativer und positiver Ladung relativ zueinander. Dies fuhrt zu
einer elektrischen Polarisation.

Diese Verschiebungen konnen auch durch Anlegen eines elektrischen Feldes erzwungen
werden und fuhren somit zu einer Verformung des Kristalls. Dieser Effekt wird inverser
piezoelektrischer Effekt genannt.

Bei unserem AFM wurde zur Feinsteuerung ein Dreibein- oder Rohrscanner verwendet. Der
Rohrscanner besteht aus einer zirkular polarisierten Keramik, die auf der Innenseite eine
Elektrode und auf der Aul¥enseite 4 isolierte Elektroden tragt.

Durch Anlegen einer unsymmetrischen Spannung l&sst sich also eine Verbiegung in x- y- oder
z-Richtung bewirken, je nachdem welche Elektroden geschaltet werden.

Der Dreibeinscanner ist etwas anders aufgebaut. Er besteht aus drei unabhangig voneinander
steuerbaren Stapeln aus piezoelektrischen Keramiken. Diese Bauart hat zur Folge, dass
grofRere Flachen und Hohendifferenzen untersucht werden konnen, wodurch jedoch die
Aufldsung geringer wird.

Der Dreibeinscanner schafft daher keine atomare Aufldsung (Scanbereich 150pum-1um), hat
aber den Vorteil, dass aufgrund seines Aufbaus Untersuchungen in Lésung durchgefihrt
werden konnen.

Durch die Feinsteuerung mit Hilfe der Scanner l&sst sich die Spitze sehr genau auf der
Oberflache positionieren, ohne diese zu beschadigen.

Da ein AFM sehr empfindlich gegenuber externen Einflssen ist, ist eine Messung ohne
entsprechende V orkehrungen undenkbar.

Storende Einflusse sind zum Beispiel Trittschall, sonstiger Schall und Vibrationen (z.B. durch
Kompressoren oder Fahrzeuge), die durch Wande, Fuboden und Luft auf das AFM
Ubertragen werden kdnnen. Dabel liegen die anregenden Frequenzen im Bereich von etwa 1-
20 Hz. Zusdtzlich besitzen die Gebaude Eigenschwingungen in diesem Frequenzbereich,
abhéngig von Aufstellungsort. Diese storenden niederfrequenten Schwingungen muissen
gedampft werden. Hierzu wird ein luftgefederter Tisch verwendet. Zusétzlich kann noch eine
Ummantelung des Mikroskops durch schall absorbierende Kunststoff- oder Metallhauben
erfolgen.

3.2 Scanmodi

AFM konnen aufgrund ihres Aufbaus in verschiedenen Modi benutzt werden, in dem man
sich die Wechselwirkungen zwischen Spitze und Probe zunutze macht. Dies wird im
Folgenden genauer erlautert.

3.2.1 Contact-Mode

Im Auflagemodus wird die Spitze des AFM mit Hilfe eines Federbalkens auf die Oberfléche
gedriickt. Dieser Federbalken ist auf der Rlckseite mit Gold bedampft, so dass er einen
Laserstrahl reflektiert. Der Laserstrahl trifft auf den Federbalken und wird unter einem
bestimmten Winkel reflektiert. Andert sich nun die Hohe der Spitze, andert sich auch der
Reflexionswinkel des Lasers. Dieser Winkel wird mit Hilfe einer Vierfeld-Photodiode
gemessen. So kann eine Hohenénderung genauso wie ein Verkippen der Spitze durch eine
Anderung des Photostromwertes registriert werden.

Der Auflagemodus kann wiederum auch in zwei unterschiedlichen Modi durchgefiihrt
werden. Im Modus konstanter Kraft wird mit Hilfe eines Rickkopplungskreises der z-Piezo
nachgeregelt, so dass das Signal der Photodiode konstant bleibt. So kann Uber die sich
andernde Steuerspannung des z-Piezo die Hoheninformation gewonnen werden.

Die zweite Maoglichkeit ist der Modus konstanter Hohe. Hierbel wird kein
Rickkopplungskreis bendtigt, was den Vortell hat, dass die Messung schneller durchgefiihrt
6
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werden kann. Die Feder wird nicht in der Hohe nachgeregelt, sondern biegt sich je nach
Topographie der Oberflache durch. Hieraus resultiet wieder eine Anderung des
Reflexionswinkels und damit eine Anderung des Photostroms. Allerdings muss zur
Gewinnung der Hoheninformation unter Umsténden die Federkonstante berlicksichtigt
werden. Auch ist dieses Verfahren nur bei sehr glatten Oberflachen zu verwenden, da
ansonsten evtl. die Spitze beschadigt werden kann.

Da in diesem Mode die Spitze die Oberflache direkt bertihrt, verwendet man Cantilever mit
relativ weichem Federbalken aus Glas, deren Spitzen aus Siliziumnitrid hergestellt werden.
Nachfolgend seien beide Modi gegeniibergestellt:

H .

iatf wird konstant
L. L e i [ gehalten —» F=const.,
Signal :

S
N X
@ -
Daten l
Z/hh] ’\/‘A/\/\/\/\f‘
—-

Abb.2.1 Mode konst, Kraft Abb. 2.2 Mode konst. Hohe

X

3.2.2 Non-Contact-M ode

Im Non-Contact-Modus befindet sich die Spitze einige nm oberhalb der Oberfléche. Die
Spitze wird nun Uber ein Piezoelement nahe ihrer Resonanzfrequenz in Schwingung gebracht.
Die Wechselwirkung zwischen Spitze und Oberflache bewirkt nun eine Anderung der
Federkonstanten k, welche wegen

_1 Kk

=25 (1D

eine unmittelbare Anderung der Resonanzfrequenz bewirkt. Dies fiihrt zu einer Anderung der
Amplitude bei der Anregungsschwingungn, welche nun wieder durch Nachregeln des
Piezoelementes konstant gehalten wird. Die Anderung der Piezospannung liefert also in erster
Naherung direkt die Hoheninformation.

Ein wesentlicher Nachteil des Non-Contact-Mode ist eine geringere Bildaufldsung, die darauf
beruht, dass jede Probe von einer diinnen Wasserschicht (Kontaminationsschicht) bedeckt ist.
Da die Spitze oberhab dieser Schicht schwingt, wird die Hoheninformation verfélscht, da
diese Kontaminationsschicht und nicht die eigentliche Probe gemessen wird.

3.2.3 Tapping-Mode

Im Tapping-Mode schwingt die Spitze analog zum Non-Contact-Mode in der N&he ihrer
Resonanzfrequenz. Der Unterschied zum Non-contact-mode liegt darin, dass die Spitze am
Umkehrpunkt der Schwingung die Oberfldche bertihrt. Wie auch im Non-Contact-Mode
kommt es zu einer Anderung der Resonanzfrequenz wéhrend die Spitze die Oberflache
abtastet. Diese Anderung beruht auf attraktiven Wechselwirkungen zwischen Spitze und
Oberflsche. Die Anderung der Resonanzfrequenz und somit auch die Anderung der
Federkonstanten fuhrt zu einer Phasenverschiebung. Die Phasenverschiebung ist die
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Grundlage fur Tapping-Mode. In diessm Modus aufgenommene Bilder liefern mehr
Informationen (schérfere Bilder).

Ein weiterer Nachteil dieses Modus ist, dass es zu Beschadigungen der Spitze, der Oberflache
und der Probe kommen kann, weil Kontakt zwischen Probe und Spitze besteht. Im Gegensatz
zum Contact-Mode treten jedoch keine lateralen Kréfte auf, welche zu Beschédigungen an der
Probe fuhren konnen.

3.2.4 Near-Contact-Mode

Um die Hoheninformationen zu verbessern muss die Spitze innerhab der
Kontaminationsschicht schwingen. Sie sollte die Oberflache jedoch nicht berthren, um
Beschadigungen zu vermeiden. Diese Bedingungen sind im Near-Contact-Mode erfillt. Um
dieses zu gewdhrleisten, muss die freie Schwingungsamplitude der Spitze sehr klein sein
(<2nm).

Aufgrund der sehr kleinen Amplitude wird bei diesem Verfahren die empfindlichere
Phasenverschiebung gemessen, die sehr kontrast- und informationsreiche Bilder liefert und
sehr stabile Bedingungen fur das Abtasten der Oberfléachen bietet. Dieser Modus kann nur in
Luft Verwendung finden und ist auf Oberflachen geringer Rauhigkeit beschrankt.

Nachfolgend seien die drei zuletzt besprochenen Modi gegeniibergestellt:

Wibrating 1lp

:) I a) Hohe Amplitude, grof3er Abstand
| e PR opitze — Oberflache

f i TITE Gonlarninalion

EVET
| fica subsirete I

(e Noproni moci b) Hohe Amplitude und Kontakt zw.
Spitze und Oberflache am
Umkehrpunkt jeder Schwingung, keine
Lateralkréfte

L Iiiza subsirale |

113} Tapping mode
c) sehr kleine Amplitude, kleiner
. Abstand Spitze — Oberfléche, i.d.R.
ﬂ kein Kontakt zw. Spitze und Probe,
T e TP Spitze bleibt in der
l basadbinisgiie | K ontaminationsschicht

Abb. 3: Vergleich der verschiedenen Non-Contact-Modi

3.2.5 Messung in Ldsung

Als weitere Messmethode gibt es die Moglichkeit, ,,in Losung* zu messen. Hierbei wird der
gesamte Messkopf mit FlUssigkeit geflllt, so dass Probe und Spitze vollsténdig bedeckt sind.
Hierdurch wird der, aufgrund der auftretenden Kapillarkrafte, wirkende negative Effekt der
Kontaminationsschicht eliminiert. Dies ist vor allem im Non-Contact-Mode und Contact-
Mode vorteilhaft. Der Near-Contact-Mode kann hingegen nicht mehr angewendet werden.
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4. Probenprapar ationen

1) Diatomeen: Die Praparation von Diatomeen ist vergleichsweise einfacher as bei DNA.
Hierzu wurden mit Hilfe eines Mikroskops einzelne Diatomeen auf die frisch
abgezogenen Glimmertréger aufgebracht. Hierbei musste darauf geachtet
werden, ob die Diatomeen konkav oder konvex auf dem Probentréger lagen, da
beide Seiten unterschiedliche Nanostrukturierungen aufweisen. Es gestaltete
sich mitunter schwierig, diese umzudrehen. Da bei den Messung leider das
Problem auftrat, dass die Proben durch die Spitze verschoben wurden, kam bei
der weiteren Préparation Sekundenkleber zur Fixierung zum Einsatz.

2) DNA: In einem Kaliumglutamatpuffer wurden 1 mg Lachshoden-DNA gelost und Uber
Nacht rdhren gelassen. Ein Teil davon wurde auf das vierfache verdinnt und davon
1-20 pl auf frisch abgezogenem Glimmer (wahlweise rein, Mg-behandelt,
plasmabehandelt) aufgetropft. Nach einer 6-minltigen Inkubationszeit wurde die
Probe mit Wasser abgespult und Gber Ar getrocknet.

3) DNA: Es wurde ein HEPES Puffer hergestellt. In 100 ml dieses Puffers wurde 1mg
Lachshoden-DNA gel6st und tber Nacht homogenisiert. Es wurden zwischen 1pl
und 10pl dieser Ldsung auf frisch abgezogene Glimmertréger aufgebracht und 2min
einwirken lassen. Anschlief3end wurde Uber Ar getrocknet.

Da zwischen dem Glimmer und der zu untersuchenden DNA schwache abstol3ende
Wechselwirkungen existieren wurde durch Behandlung mit MgCl, bzw. Niederdruckplasma
versucht, positive Oberflachenladungen auf dem Glimmer aufzubringen und so eine bessere
Haftung der Probe zu gewahrleisten.

5. Kalibrierung

Zu Beginn der Messungen wurde mit Hilfe von Kalibrierungsgittern der Fehler der Scanner
Uberprift. Hierbei wurde festgestellt, dass der Rohrscanner einen Fehler von 1% bei kleinen
Scanbereichen (500nm) bis zu 55% bei groferen Scanbereichen (2,5um) aufwies. Aus diesem
Grunde wurde der Scanner rekalibriert, so dass sich der Fehler fur 2,5um auf 0,5% - 5%
reduzierte. Festzustellen blieb weiterhin, dass der Fehler in der x-Richtung bzw. in y-Richtung
z.T. je nach Scangrof3e sehr unterschiedlich ausfiel.

Beim Dreibeinscanner (-150um) fiel der Fehler insgesamt deutlich geringer aus. Er lag bei
grof3en Messbereichen (150pum) lediglich bel ca. 1% und stieg bei sehr kleinen Scangroéf3en
(5um) bis auf 7%. Eine Nachkalibrierung war dementsprechend nicht nétig, die Fehler
wurden bel den Auswertungen berticksichtigt.

6. Messung

Zu Beginn des Projektes bestand die Aufgabe darin, sich mit dem Gerd und den
verschiedenen Scanmodi vertraut zu machen. Hierzu kamen als zu untersuchende Proben
lediglich Diatomeen zum Einsatz. Diese Strukturen sind aufgrund ihres kristallinen
Charakters leichter zu préparieren und zu untersuchen a's andere organische oder biologische
Proben. Somit war es auf einfache Weise mdglich, sich in die einzelnen Modi einzuarbeiten.
Man stellte schnell fest, dass es doch z.T. gravierende Unterschiede gab. So war es z.B. nicht
maoglich, verniinftige Ergebnisse im Contact-Mode zu erzielen, da die Probe nicht fest genug
auf der Oberflache befestigt werden konnte. Somit wurde wahrend der Messung die Probe
permanent mitbewegt. Zur LAsung dieses Problems wurde versucht, die Diatomeen mit Hilfe
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eines Klebers auf der Oberflache zu fixieren. Dies gestaltete sich schwieriger als erwartet, da
die zu untersuchende Seite der Probe nicht mit Kleber in Bertihrung kommen durfte, da sonst
keine Aufnahme der Nanostrukturierung moglich gewesen wére.

Weiterhin machte man sich mit dem Non-Contact-Mode vertraut. Man stellte schnell fest,
dass dieser deutliche Vorteile hatte. So fiel das Problem der Fixierung deutlich kleiner aus.
Jedoch gab es auch bel diesem Mode ein Problem, dass in der grof3en Wolbung der
Diatomeen bestand, womit eine grof3e Hohendifferenz entstand.

Nach dieser Einarbeitungszeit wandte man sich der ndchsten Aufgabenstellung zu, der
Vermessung von DNA und dem Versuch der Auflésung der kleinen und grof3en Furche.

Wie schon bei den Probenpréparationen beschrieben, ist die Handhabung der DNA deutlich
komplexer als bei den Diatomeen. Zudem hat man das Problem der richtigen Dosierung. Es
wurde mit Mengen zwischen 1ul und 10ul DNA pro Probentréger experimentiert. Dabei war
das Ziel, einzelne DNA Faden zu praparieren. Leider gab es bel zu geringen Mengen das
Problem, dass man die Faden auf dem Tréger nicht finden konnte, sowie bei zu grof3en
Dosierungen, dass sich DNA Netzwerke bildeten, die fir die Auswertung nicht geeignet
waren.

Mit den praparierten Proben, die den Anforderungen gerecht wurden, wurden Messungen im
Non-Contact- und Tapping-Mode sowie im Near-Contact-Mode durchgefiihrt. Des Weiteren
wurde zur Verbesserung der Aufldsung versucht in Lésung zu messen.

Eine Messung im Contact-Mode wurde nicht durchgefuhrt, da auch hier wieder das Problem
der Fixierung der Probe bestand.

Die Messungen wurden parallel an zwei AFM durchgefiihrt, wobei die Diatomeen Messungen
nur am TopoMetrix Explorer und die DNA Untersuchungen auch am Nanoscope AFM
durchgefihrt wurden. Das Nanoscope AFM st hierbei das neuere und technisch ausgereiftere
Modell, es ermdglicht relativ exaktere Ergebnisse. Das TopoMetrix AFM ist aufgrund der zur
Verfigung stehenden Scanner limitiert. So hat der Dreibeinscanner z.B. einen sehr grof3en
Messbereich (150pum), so dass sehr kleine Strukturen, wie z.B. die DNA, gar nicht mehr exakt
abgebildet werden konnen. Aus diesem Grund wurden mit diesem Gerd vorwiegend
Messungen an Diatomeen, mit dem Rohrscanner (bessere Auflésung) auch an DNA im Non-
und Near-Contact-M ode durchgefihrt.

7. Ergebnisse
7.1 Diatomeen

Bel der Untersuchung von Diatomeen stellt man fest, dass es deutliche Unterschiede zwischen
der Nanostrukturierung der Innen- und Aul3enseite der Kieselalgen gibt.

Die AulRenseite ist geprégt von geometrisch regelmaliig angeordneten Poren, die jedoch in
Form und Ausdehnung variieren. Diese werden erstaunlicherweise ganz regelméldig von
zusétzlichen Strukturierungen unterbrochen, bei denen jeweils eine Pore in drei Teile geteilt
wird. Die biologische Bedeutung dessen konnte bisher noch nicht eindeutig geklart werden.
Die Innenseite ist aufgrund der Waélbung schwieriger zu vermessen. Jedoch stellt man fest,
dass dort die Strukturierung nicht wie erwartet aussieht, sondern dass dort eher
Kraterstrukturen vorliegen, die erstaunlicherweise sehr regelméafiig und kreisrund sind.
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Abb. 5.1: Diatomeen Innenseite Abb. 5.2: Diatomeen AulRenseite

7.2 Lachs- und Plasmid DNA

Bel den Messungen mit dem TopoMetrix Explorer AFM erhalt man folgende Ergebnisse:

Datei Scangrof3e [um] | Auflésung | Modus Hohe [nm] Breite [nm]
| _dna9.tfr 1 500 Non- 0,42 23,49
Contact
| _dnalO.tfr 1,587 500 Non- 0,4 25,67
Contact
| _dnalOl.tfr 1 500 Non- 0,4 21,41
Contact
| _dnal02.tfr 0,5 1000 Non- 0,4 18,1
Contact
dnalOc.tfr 1 500 Non- 0,3 21,16
Contact
dnall.tfr 0,4 200 Non- 0,33 15,5
Contact * Ausreif3er*
|_dnab.tfr 1 500 Near- 1,03 23,69
Contact
|_dna7.tfr 0,2 400 Near- 0,83 18,36
Contact
|_dna3.tfr 0,5 500 Near- 0,8 28,08
Contact
|_dnad.tfr 0,5 1000 Near- 0,72 32,6
Contact * Ausreif3er*

Wie man anhand der oberen Tabelle gut erkennen kann, erhalt man im Non-Contact-Mode fiir
die Hohe ca. 0,38nm £ 0,05nm (12,7%) und fur die Breite 21,97nm + 2,83nm (12,9%).

Fir den Near-Contact-Mode erhdt man hingegen eine Héhe von 0,85nm + 0,13nm (15,5%)
und eine Breite von 23,38 + 4,87nm (20,8%).

Dieses Ergebnis war aufgrund der theoretischen Uberlegungen zumindest firr die Hohe auch
zu erwarten, da aufgrund der Messmethoden die stérende Kontaminationsschicht beim Near-
Contact-Mode eiminiert wird. Somit kommt man deutlich naher an den Literaturwert'¥ von
1nm heran. Erreicht wird dieser aber bel beiden Methoden nicht. Dies kann auf die
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vorhandenen Wechselwirkungen zwischen der DNA und dem Glimmer zurtckgefihrt
werden, welche zu einer Stauchung der DNA Hohe fuhren.

1000 nm

500 nm

1.45 nm 1.41 nm

1000 rm 0.00 fim 500 nm 1000 nm 0.00 nim

A"\mbb. 6.1: Near-Contact Aufnahme von DNA " Abb. 6.2 Non-Contact Aufnahme von DNA

Bei der Breite hingegen weist der Non-Contact-Mode Uberraschenderweise einen besseren
Wert auf als der Near-Contact-Mode. Dies liegt jedoch im Bereich der Ungenauigkeiten beim
Vermessen der DNA. Leider wird in beiden Féllen der Literaturwert™ von 7nm bei weitem
nicht erreicht. Dies kann auf die Spitzengeometrie zurtickgefiihrt werden. Da diese einen
bestimmten Krimmungsradius besitzt, der natirlich je geringer ausfallt desto spitzer diese ist,
wird das Bild und somit das Ergebnis ein wenig verbreitert.

Genauer wird hierauf im Bereich Scanartefakte eingegangen.

Zusétzlich zu den Messungen mit dem Explorer AFM erhdlt man mit dem Nanoscope AFM
folgende Ergebnisse:

Datei Scangrof3e [nm] | Auflésung Modus Hohe [nm] Breite [nm]
**dna.005_2 2000 512 Tapping 0,71 28
* Ausrel Rer*
dna.001_2 500 512 Tapping 0,77 24,54
dna.000_2 430 512 Tapping 0,73 22,75
dna.002_2 150 512 Tapping 0,66 22,36
dna.003_2 77 512 Tapping 04 20,68
* Ausrel Rer*
dna.007_1 540 512 Tapping 0,78 16,75
dna.009_1 175 512 Tapping 0,51 18,55
dna.5my.026_3 390 512 Tapping 0,36 11,27
dna.5my.027_3 200 512 Tapping 0,43 15,11
dna.5my.031 4 267 512 Tapping 0,41 14,61
dna-|- 313 512 Tapping 0,47 14,34
zentri.004 5
dna-|- 2000 512 Tapping 0,85 22
zentri.009_6
12
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Obwohl verschiedene Messmethoden ausprobiert wurden, fihrte nur der Tapping Mode an
Luft zu brauchbaren Ergebnissen. Die vorgenommenen Messungen in Flissigkeit fihrten zu
keinen brauchbaren Ergebnissen. Der Hauptgrund hierfir ist in der schlechten Fixierung der
DNA auf dem Tragermaterial zu suchen. Bei Aufbringen der Losung muss diese sich
anscheinend gelost haben. Methoden zur Befestigung (Niederdruckplasma-, MgCl.-
Behandlung) fuhrten nur zu médigem Erfolg. Aus diesem Grund stehen leider keine Daten zur
Auswertung zur Verfiigung. Von den theoretischen Uberlegungen her sollte diese Methode
jedoch am besten geeignet sein, organische Proben zu analysieren.

Die Auswertung der erhaltenen Tapping Daten ergibt eine durchschnittliche Hohe von
0,61nm= 0,18nm (29,5%), fur die Breite erhalten wir 18,45nm = 4,31nm (23,4%).

Trotz der grof3en Streuung der Messergebnisse erkennt man, dass der Tapping-Mode genauere
Ergebnisse liefert als der Non-Contact-Mode. Die besten Ergebnisse wurden aber mit dem
Near-Contact-Mode erzielt. Dies war auch zu erwarten, da natirlich auch im Tapping-Mode
das Problem der Kontaminationsschicht vorhanden ist.

Leider war es mit keinem der beiden Mikroskope mdglich, die kleine bzw. grof3e Furche der
DNA aufzulésen. Dies liegt darin begriindet, dass das Explorer AFM bei Auflésungen von
unter 0,5nm nicht mehr auswertbare Aufnahmen lieferte. Der Ganghodhenunterschied betragt
jedoch laut Literatur® nur 0,34nm.

Mit dem Nanoscope AFM wird eine maximale Aufldsung von 0,2nm erreicht.

[ b [ TN 1.3 nm

T 1
n.o 1 Hebghi Ha G nim

Abb. 6.3: DNA Aufnahme (Aufldsung >0,2nm)

Es wére also prinzipiell moglich gewesen, die Furchen aufzulésen. Jedoch war bei den in
Frage kommenden Aufnahmen das Hintergrundrauschen so hoch, das keine eindeutige
Zuordnung madglich war.

Eine Minimierung der storenden Faktoren sowie eine Anpassung der Probenpréparation
fuhrten weiterhin nicht zu dem gewtinschten Erfolg.

7.3 Scanartefakte

Dabel den Messungen haufig so genannte Scanartefakte auftreten, wird im folgenden Kapitel
auf diese kurz eingegangen.

Scanartefakte entstehen am haufigsten durch Defekte an den verwendeten Spitzen. So ist es
z.B. moglich, dass durch einen Kontakt mit der Oberfl&che oder Probe die Spitze abbricht und
hierdurch sog. Doppelspitzen entstehen. Diese Spitzen fihren dann zu z.B. so einem
Doppelbild:
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0 pm 5 pm 10 prm 0.00 Am

Abb. 7: Doppel spitzenartefakte bei Diatomeen

Hier erkennt man, die ,,beiden” Bilder der verschiedenen Spitzen.

Doppelspitzen konnen jedoch auch schon bel der Herstellung unfreiwillig, oder auch
gewollt entstehen.

Des Weiteren kann die Spitze natirlich durch das Abbrechen auch stumpf werden. Dies ist
in den nachfolgenden Bildern sehr schon zu erkennen:

Opm 25 um 5 prm 0.00 nm Opm 25 pm 5 pm 0,00 nm

Abb. 8.1: stumpfe Spitze Abb. 8.2 scharfe Spitze

Weiterhin kénnen Scanartefakte auch durch Verunreinigungen auf der Probe entstehen.
Nachfolgend wurde einmal verdeutlicht, dass selbst schon bel reinem, frisch abgezogenem
Glimmer, der mit bidestiliertem Wasser abgespilt wurde, immense Artefakte auftreten
konnen:

14
http://www.svensiebler.aax.de



10 prm 10 pm

5 pm

B pm

0 prm
0 pm Bpm 10 prm 0pm B pm 10 pn
Abb. 9.1 Glimmer gespult mit Abb. 9.2 Glimmer gespuilt mit
filtriertem bidest. Wasser (220nm) filtriertem bidest. Wasser (100nm)

Diesem Problem kann effektiv entgegengewirkt werden, indem die Probenlésung z.B.
filtriert wird. Dies ist jedoch problematisch, da man in den meisten Falen die zu

vermessende Probensubstanz mit herausfiltern wirde.
Eine weitere Maoglichkeit zur Entstehung von Scanartefakten besteht in  der

Messgeschwindigkeit. Durch eine zu langsam gewéhlte Geschwindigkeit wird das Bild
verzerrt, bzw. durch eine zu hohe Geschwindigkeit entsteht ungewlnschtes Rauschen:

1000 rr

500 r

Opm 5 pm 10 pm 0.00 Am i 5 1000 am 000 Am

Abb. 10.1 Aufnahme mit zu geringer Abb. 10.2 Aufnahme mit zu hoher
Scangeschwindigkeit Geschwindigkeit

8. Anhang
8.1 Verwendete Chemikalien:

1) Kaliumglutamatpuffer:
Unter Verwendung vom HPL C-reinem Wasser wurde aus 50mM Tris (pH 8), 20mM

KGlu, 10mM MgCl, und ImM DTT der Puffer hergestellt. Dieser wurde durch
einen Filter mit einer Porengrdof3e von 100 nm filtriert.

2) HEPES Puffer:
Zur Herstellung des Puffers wurden 40mmol HEPES, 40mmol KOH und 10mmol

MgCl, gel6st und ein pH-Wert von 7,6 eingestellt.
3) Lachshoden-DNA: Fluka, Taufkirchen, Best. Nr. 31149, mit niedrigem

Molekulargewicht.
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4) DTT: Dithiothreit (Threo-1,4-dimercapto-2,3-butandiol)

5) Tris-Puffer: Trometamol (2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol)

6) HEPES: N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-Ethansulfonséure

7) Niederdruckplasma: 1 mbar Druck, in Luft, ca. 30 sec. gezlindet bei einem Stromfluf3
von 100 pA.
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