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1 Einleitung

1.1 Motivation

Im Rahmen des Forschungsprojekts ,Bionanofunktionalisierte Oberflachen“ sollen
Zahnimplantatoberflachen biochemisch so modifiziert werden, dass sich die
Implantate in Gingiva-Bindegewebe schnell integrieren lassen. Die Fibroblasten des
Bindegewebes produzieren Zellenadhasionsproteine, die sehr wichtig sind, um
sowohl das Gewebe mit dem Implantat zu verbinden als auch das Gewebe zu
verheilen. Fibronektin ist ein solches Adhasionsprotein, das im Bindegewebe
produziert, wird. Es spielt bei Heilungsprozess eine grofe Rolle, da es die
Implantatoberflache mit dem Bindegewebe verbindet. Um die Heilungsprozesse zu
beschleunigen, sollen Implantatoberflachen chemisch modifiziert werden, sodass
eine biomimetische Schicht ausgebildet werden kann [Leh07]. Diese Schicht soll die
Verbindung des Fibronektins zum Implantat erleichtern. Titan ist fur Implantate
insofern ein interessantes Material, da es spontan oxidiert, wenn es mit Sauerstoff
konfrontiert wird. Durch diese Oxidation bildet sich eine Oxidschicht auf der
Titanoberflache aus, die unter physiologischen Bedingungen der Zelle inert ist.

Das AFM (Rasterkraftmikroskop: auf Englisch ,Atomic Force Microscope®
genannt) erlaubt die Visualisierung von Proteinen, da es moglich ist in flissigen
Phasen sowie an der Luft, Substanzen nachzuweisen die schon gegentber leicht

mechanischen Einwirkungen labil sind.
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1.2 Zielsetzung und Aufgabenstellung

Im Rahmen dieser Diplomarbeit soll physisorbiertes Fibronektin auf ein
Modelsubstrat aufgetragen und mittels eines AFM analysiert werden. Das Substrat
ist ahnlich der Zahnimplantatoberfliche und besteht aus Titandioxid. Ziel dieser
Diplomarbeit ist einerseits die Charakterisierung der Titanoberflache und anderseits
die Visualisierung von immobilisiertem Fibronektin auf der Titanoberflache mittels
AFM. Deshalb soll die Titanoberflache vor und nach der Fibronektinasdorption
charakterisiert werden. Zusatzlich wird die Goldschicht auf einem Glassubstrat und
einem Silizium-Wafer visualisiert. Die Messungen geschehen mit Tapping-Mode an
der Luft, die Oberflachen Charakterisierung wird Uber quantitative Werte wie
Rauhigkeit und qualitative Analysen wie Topographie- und Strukturvergleichen

bestimmt. Die Parameter des AFMs mussen fir jede Oberflache optimiert werden.
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2 Stand der Technik

2.1 Einsatz des AFM um das Fibronektin auf die Titanoberflache zu

visualisieren

Fibronektin ist ein Glycoprotein mit einem Molekulargewicht von circa 440 kDa. Es
bestent aus zwei Untereinheiten, die durch Disulfidbindungen an einem Ende
kovalent miteinander verbunden sind. Diese zwei Untereinheiten besitzen einen
ahnlichen, aus drei Modultypen bestehenden Aufbau [Pro87]. Alle drei Module haben
charakteristische Bindungseigenschaft. Das wichtigste Zellenbindungsmodul ist die
sogenannte Typ llI-Wiederholungseinheit, die das Fibronektin mithilfe der RGD-

Sequenz an das Integrin einer Zelle bindet [Alb04].
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Abbildung 1: Oben: Struktur des Fibronektins und VergréRerung des Typ llI-Moduls [Alb0O4]; Unten
Elektronenmikroskopische Aufnahme eines einzelnen, mit Platin bedampften Fibronektindimer, der

Abstand zwischen dem Armenden betragt circa 50 nm [Eng81].

Die RGD-Sequenz ist eine spezifische Aminosaurensequenz (Arginin-Glycin-
Asparaginsaure), die mithilfe einer benachbarten Unterstitzungssequenz bindet das
Fibronektin am Intergrin der Zellmembran. Das Fibronektin bindet die Zelle an der
extrazellularen Matrix (EZM) durch Kollagenbindungen. Es erlaubt so die Bewegung
der Zelle in der EZM.



2. Stand der Technik 5

Das Fibronektin befindet sich l8slich im Blut und unléslich fibrillar in der EZM [AlbO4].
Die Fibrille besteht aus einer Verkettung von Fibronektinmolekulen, die durch
Selbstassoziation miteinander verbunden sind. Das Fibronektin in seiner fibrillaren
Form besitzt eine sehr hohe Dehnbarkeit [Eri02]. In Losung ist die Konformation des
Fibronektins am haufigsten kugelférmig und die Dimensionen sind abhangig von den
Eigenschaften der Losung (z.B. von der Ilonenkonzentration [Sj689]). Die
Konformation und der Adsorptionsprozess des Fibronektins auf der Oberflache sind
abhangig von einigen Charakteristiken der Oberflache wie z.B. der Hydrophilitat
[Ber03], der Ladung [Nga04] und der Rauhigkeit [Sou07].

Um ein Protein auf der Oberflache zu visualisieren, muss zuerst die reine
Oberflache genau untersucht werden, da man die Struktur und die Besonderheiten
der Oberflache erkennt. Die Rauhigkeit der Oberflache bildet die
Haupteinschrankung, um ein Protein mittels AFM zu visualisieren. Die Struktur der
Oberflache muss kleiner sein als die Hohe des adsorbierten Proteins, da sonst das
Protein und das Relief ineinander Ubergehen. Die meisten Proteine haben
Dimensionen in der GroRenordnung von einigen Nanometer. Es wird also in der
Regel die Adsorption auf einem sehr glatten Substrat durchgefuhrt: Silizium-Wafer,
der einen sehr dinnen Halbleiter ist; HOPG (highly oriented pyrolitic graphite) und
Mica sind wegen ihrer Glatte sehr oft fir AFM-Versuche benutzt worden [Jan01].

Titan, das seit Jahren als biokompatibler Stoff benutzt wird [Pro87], ist schon
von vielen Wissenschaftlern in mannigfaltigen Testreihen untersucht worden [Cac01,
Cac02, Mac98, Sir01]. Reine Titansticke vom Handel sind meistens nicht glatt
genug, um Proteine zu visualisieren. Sie mussen chemisch [Sou07] oder mechanisch
[Mac98] vorbereit werden. Eine haufig benutzte Vorbereitungsmethode, um sehr
glatte Titanoberflachen fir eine Fibronektinadsorption herzustellen, ist die
Sputtertechnik (Kathodenzerstaubung). Das Prinzip der Sputtertechnik ist die
Abtragung eines reinen Titan-Targets durch einen lonenstrahl, der sekundare
Titanionen produziert. Die Titanionen kondensieren auf einem Substrat und bilden
eine Schicht [Sir01]. Mit dieser Technik bekommt man Oberflachen, die glatt genug

sind, um das Fibronektin zu visualisieren [Sou07].
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In diesem Fall besteht die Titanoberfliche aus Titandioxid, das in einer
Sauerstoffatmosphéare gesputtert wird. Durch das Sputtern, bildet sich eine TiO,

Schicht, die gegeniber physiologische Bedingungen inert ist.

Abbildung 2: Zusammensetzung der TiO,-Oberflache [Hel98]

OH

Ti Ti Ti

Cacciafesta et al [Cac00] haben eine Vorbereitungstechnik entwickelt, um glatte
Titanoberflachen (RMS=0.3 nm) zu erhalten. Diese so genannte ,template stripping*
Technik besteht darin, dass eine Titanschicht auf einem sehr glatten Substrat (Mica)
durch thermisches Verdampfen aufgetragen wird. Nach dem Verdampfen wird die
ausgebildete Oberflache an ein anderes Substrat geklebt und vom Mica-Substrat
abgetrennt. Die Titanoberflache, die friher an dem Mica haftete, hat sich an das
Relief des Micas geschmiegt, deshalb entspricht ihre Rauhigkeit weitesgehend der
des Micas.

Die Visualisierung des Fibronektins auf der Oberflache hangt auch von anderen
Bedingungen ab. Natirlich muss das Protein zuerst auf die Oberflache adsorbiert
werden. Der Adsorptionsprozess kann durch Physisorption oder Chemiesorption
erfolgen. Es wird vermutet, dass das Fibronektin hauptsachlich durch Physisorption
auf der Titanoberflache adsorbiert wird. Wie von Sousa et al beschrieben [Sou05],
beeinflusst die Hydrophilitdt der Oberflache den Adsorptionsprozess des
Fibronektins. Sie haben den Adsorptionsprozess des Fibronektins auf reinem Titan
(oxydiert in einer H,O,-L6sung) und Titan, welches mit der Sputterntechnik
vorbereitet worden war, beobachtet und festgelegt, dass die Menge der adsorbierten

Fibronektin auf reinen Titan gro3er als auf dem gesputterten Titan ist.
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Weitere AFM-Versuche zeigen, dass das Fibronektin zunachst nicht als Cluster
sondern als eine Monolage auf der Titanoberflache adsorbiert wird [Zen93, Sou07].
Erst nach erhdhen der Konzentration oder der Inkubationszeit bildet sich eine
Monolage aus. Diese Versuche zeigen auch, dass das Fibronektin hier eine
kugelférmige Struktur und unterschiedlichen Dimensionen besitzt: Ein Durchmesser
von 32 nm bis 55 nm bzw. eine H6he von 2 nm bis 4 nm. Es wurde (in diesem
Zusammenhang) vermutet, dass die Konformation des Fibronektins in L&sung
kugelférmig ist, allerding héngt seine Konformation an der Oberflache von deren
Eigenschaften ab. Beispielweise zeigt der AFM-Versuch der Adsorption des
Fibronektins auf verschiedenen Oberflachen von Bergkvist et al [Ber03], dass das
Fibronektin kompakte Konformation auf hydrophoben Oberflachen (Silizium mit
Methylgruppen) hat, wahrend der Konformation auf hydrophilen Oberflachen
meistens langférmig ist. Ein Versuch von Ngankam et al [Nga0O4] zeigt, dass die
Konformation von der Ladung der Oberflache abh&ngt. Die Forscher haben
Fibronektin mit anionischen und kationischen Polymerschichten verbunden und
festgestellt, dass die Fibronektinschicht auf einem kationischen Polymer dicker ist (19
+ 0.7 nm) als auf einem anionischen (9.9 £ 1nm). Nach diesen Ergebnissen war ihre
These, dass das Fibronektin manchmal horizontalférmig (auf anionischem Polymer)
und manchmal vertikalférmig (auf kationischem Polymer) bindet.

Chemiesorption des Fibronektins erfolgt meistens durch die Benutzung von
Verbindungsmolekiilen, die kovalent mit dem Substrat verbunden sind. Ein Beispiel
dafir ist der Versuch von Vallieres et al [ValO7]. Sie haben untersucht, wie das
Fibronektin mit zwei verschiedenen Crosslinkern auf einer Siliziumoberflache
verbunden ist und wie dies die Konformation beeinflusst. Sie haben festgelegt, dass
die Topographie und die Rauhigkeit der Oberflache von dem Schema der Bindung
abhangen und dass die Konformation des Fibronektins die biologische Aktivitat
beeinflusst. Der AFM-Versuch zeigt, dass das Bindungsschema einen Einfluss auf
den Dimensionen des Fibronektins hat. In diesem Versuch wurden die Dimensionen
des Fibronektins groRer (Durchmesser: 32 + 9 nm; Hohe 3 £ 2 nm), wenn es mit
einer Glutarsdureanhydrid-Monolage verbunden ist, als wenn es auf einer
Buttersauraethylester-Monolage verbunden ist (Diameter: 29 £ 11 nm; Hohe 0.9 +
0.5 nm).

Die Visualisierung eines einzigen adsorbierten Fibronektins mittels AFM auf der

Titanoberflache ist eine Herausforderung. Ein Beispiel fir solche Leistung ist die
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Untersuchung von MacDonald et al [Mac98], die zeigt, dass das Fibronektin auf glatt
geschliffenem Titan (RMS = 4.45 £+ 0.46 nm) mit einer globularen Konformation und
in Dimensionen von 16.5 + 1.0 nm (L&nge), 9.6 £ 1.2 nm (Breite) und 2.5 £ 0.5 nm
(Hohe) adsorbiert. Es ist noch wichtig zu bemerken, dass die meisten AFM-Versuche
mithilfe anderer Oberflachenanalysen abgesichert werden missen. Das AFM ist ein
relatives Messgerat, das kalibriert werden muss. Die AFM-Messungen geben
guantitative Informationen nur Uber die Topographie einer Oberflache; die
Zusammensetzung der ersten Atomschichten einer Oberflache mussen also mit Hilfe

von Spektroskopiemethoden bestimmt werden.

2.2 Das Grundprinzip der Kraftmikroskopie

Urspriinglich ist das AFM eine Weiterentwicklung des Rastertunnelmikroskops
(abgeklirzt STM von Englisch ,Scanning Tunneling Microscope®), das in den
achtziger Jahren entwickelt worden war. Das erste AFM wurde im Jahr 1986 [Bon0O]
erfunden. Das AFM ist ein sehr nitzliches Analysegerat, um Informationen lber die
Oberflache einer biologischen Probe in seine Urzustand zu erhalten. Der grolite
Vorteil des AFMs ist seine Fahigkeit zerbrechliche Makromolekile in Flussigkeit oder
an der Luft zu analysieren, ohne komplizierte Vorbereitung und Analysebedingungen.
Vergleichsweise erfolgt die Visualisierung mittels Rastertunnelmikroskop nur fir
leitende oder leitende beschichtete Proben und mittels Rasterelektronenmikroskop
nur im Vakuum. Die Messung ermittelt die Wechselwirkungen zwischen einer diinnen
Spitze und der Probenoberflache, welche von deren Abstand abhéngig ist. Diese
Spitze folgt der Probenoberflache Uber die Bewegung eines Scanners und die
Messdaten ergeben sich aus der Vertikalumstellung des Scanners. Mittels AFM kann

man die Oberflache nicht sehen, sondern sie ertasten.
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Wechselwirkungen zwischen Spitze und Probe kdnnen theoretisch wie zwischen
zwei Atomen beschrieben werden. Was man als Wechselwirkung zwischen Atomen
bezeichnet ist die Kraft, der elektrostatischen oder elektronischen Wechselwirkung.
Wechselwirkungen zwischen Atomen treten nur auf, wenn der Abstand geringer als
einige Mikrometer ist. Bei grolRem Abstand sind die Wirkungen so klein, dass die
Kraft zu gering wird, um sie noch zu messen [Bon00]. Die Abbildung 3 zeigt die
verschiedenen Wechselwirkungen, die in einer Grél3enordnung zwischen einigen
Nanometern und Mikrometern wirken. Die Wechselwirkungen, die eine grof3e Rolle in
AFM-Messungen spielen, sind die Van-der-Waals Krafte und die elektronische
Wechselwirkung auf Grund des Pauli-verbot. Diese beiden Wechselwirkungen

gewinnen an Bedeutung bei Abstanden in der GroRenordnung von Nanometern.

10% R wdfilmdampfung

ca [Uum

-b
-10
E kktrostati sche Krifie
— (anzichend oder abstoBend)

01 -1 pm
L 107 Kapillarkrafie
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- : 8
== N 10
e S, > Abstand zur 7 1€
—-_— / A
_— Oberflache
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Abbildung 3: Abstand Wechselwirkungen entsprechend [Eli95]
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Van-der-Waals Krafte sind elektronische Krafte, die von einer asymmetrischen
Verteilung der Elektronen im Molekilorbital kommen. Sie kénnen Uber drei Krafte
definiert werden. Diese drei Krafte werden London-Dispersionskrafte, Debye-
Induktionskréfte und Keesom-Lenkungskrafte genannt. Dispersionskrafte entstehen
aus den Wechselwirkungen zwischen zwei augenblicklichen Dipolmomenten,
Induktionskréfte dagegen entstehen aus den Wechselwirkungen zwischen einen
Dipol und einem induzierten Dipolmoment. Schlie3lich entstehen Lenkungskrafte aus
den Wechselwirkungen zwischen zwei Dipolen.

Der Pauli-Verbot-Satz erklart die Wechselwirkungen nur beim sehr kleinen
Abstand (weniger als 1 Nanometer). Unter diesem Satz versteht man, dass zwei
Elektronen mit gleichem Quantenzustand sich nicht gleichzeitig in dem gleichen
Orbital befinden dirfen. Wenn sich zwei Elektronen mit gleichem Quantenzustand
nahern, wird eine sehr starke abstoRende Kraft erzeugt. Mit Hilfe der anziehenden
Van-der-Waals Kréfte und der abstoRenden Wechselwirkung des Pauli-Verbots kann
man die Potentialkurve der Wechselwirkungsenergie zwischen zwei Atomen in
Abhéangigkeit vom Abstand darstellen (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Potentialkurve der Wechselwirkungsenergie in Abhé&ngigkeit vom Atom-Atom-Abstand
[Mor99].

Diese abstoRende Kraft wirkt sich gegen die Van-der-Waals Wechselwirkungen. Je
kleiner der Abstand wird, desto grosser die Kraft wird. Beim Abstand einer
GroRRenordnung von Nanometer wird die abstol3ende des Pauli-VerbotsKraft des

grosser als die anziehende Kraft der Van-der-Waals Wechselwirkungen [Bon00].



2. Stand der Technik 12

Tatsachlich wirken mehrere Atome der Spitze und der Probe auf die Kraft zwischen
beiden ein. Diese Potentialkurve lasst sich als eine Kraft-Abstandskurve wie in der
Abbildung 5 darstellen:
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into surface  at surface far from surface

Abbildung 5: Kraft-Abstand-Kurve zwischen Probe und Spitze [Mor99].

Die Oberflache wird die Spitze abstof3en und die absto3ende Kraft kann durch die
Beugung des Cantilevers, an dem die Spitze verankert ist, gemessen werden. Die
Beugung des Cantilevers wird Pixel fur Pixel gemessen und durch die vertikale
Bewegung des Scanners konstant gehalten. Die vertikale Bewegung des Scanners
wird gleichzeitig genutzt, um die Topographie der Oberflache darzustellen.
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2.2.1 Instrumentellen Aufbau

Ein AFM besteht aus vier Hauptelementen: Dem Cantilever mit der Spitze; das
Steuerungssystem (Scanner); das Sensorsystem und das Elektroniksystem. Der
Scanner ist ein Zylinder, der aus piezoelektrischem Material gebaut ist. Die
Umstellung des Scanners kommt von einer angelegten Spannung zwischen zwei
Bereichen dieses Zylinders. Zum Beispiel entstammt die Vertikalumstellung aus einer
Spannung zwischen dem Inneren und der Auf3enseite dieser Zylinder. Wéahrend
einer Messung bewegt der Scanner die Probe, das Sensorsystem misst die Beugung
des Cantilevers und das Elektroniksystem steuert den Scanner, um die Beugung
konstant zu erhalten. Im Tapping-Mode wird die Spitze durch einen piezoelektrischen
Motor in Schwingung versetzt. Die Amplitude der Schwingung wird mithilfe des
Sensorsystems registriert und durch das Elektroniksystem, das der Scanner bewegt,
konstant erhalten. Man sieht in Abbildung 6 den instrumentellen Aufbau eines AFMs

mit optischem Sensor.

Laser
Detector Optische Elementen Beam

V Laser

Cantilever

/ o Display

Tip
: Probe
Y > —
Sample :
Feedback Scan Output EEE
Amplifier PZT NEN
ERN |
9—{> e o
Computer

Abbildung 6 : Beispiel eines instrumentellen Aufbaus eines AFMs mit optischem Sensor [Ber03].
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Das Sensorsystem besteht hier aus einem Laser, optischen Elementen und einem
Diod-Array-Sensor. Der Laserstrahl wird an der Oberseite des Cantilevers reflektiert,
sodass die Messung der Beugung des Cantilevers durch die Verdnderung der
Laserstelle an dem Diod-Array-Sensor erfolgt. Dann wird das Signal der Laserstelle
als ein Fehlersignal zu dem Computer gesendet. Der Computer benutzt dieses
Fehlersignal, um der Scanner mittels PID-Regler zu steuern und die Topografie der
Probe wird durch die Bewegung des Scanners bzw. die zu dessen Bewegung
angelegte Spannung abgebildet.

Ein Problem der Messgenauigkeit in dieser Arbeit liegt in dem nicht linearen
Lauf der Probe fur grof3e Messbereiche in der XY-Ebene [Bon00]. Um die Probe zu
bewegen, werden zwei verschiedene Spannungen an beiden Seiten des
piezoelektrischen Zylinders angelegt, was bewirkt, dass sich eine Seite ausdehnt und
die andere Seite zusammenzieht. Daher folgt die Probe einem gebogenen Verlauf,

wie in der Abbildung 7 gezeigt.

Linears Bewegung Hicht incare Bewegung

Piezcelektrischer Scanner

/ ™, L ; Frobe
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™
/

Hoder Y Achee

Abbildung 7: Bewegung des Scanners; Fir kleine Messungsbereiche (Links) ist der Lauf der Probe

linear, fur groRe Messbereiche (Rechts) ist er nicht linear.
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Dies bedeutet, dass bei jeder Bewegung des Scanners in der X-Y-Ebene eine
Bewegung der Probe in der Z-Richtung erfolgt. Dieser gebogene Verlauf fuhrt zu
einem Messfehler, welcher eine elektronische Korrektur notwendig macht. Die in
dieser Arbeit benutzten elektronischen Korrekturen sind als die 1D-Line-Fit-Korrektur
und die 1D-Bow-Removal-Korrektur bezeichnet. Die 1D-Line-Fit-Korrektur subtrahiert
eine Regressionskurve erster Ordnung, die von der Methode der kleinsten Quadrate
ausgerechnet ist, von den Messpunkten. Diese Subtraktion wird fur jede Scanligne
der Messung durgefuihrt. Die 1D-Bow-Removal-Korrektur subtrahiert eine
Regressionskurve zweiter Ordnung. Die 1D-Line-Fit-Korrektur geniigt, um das Signal
einer schiefen Probe zu korrigieren und die 1D-Bow-Removal-Korrektur wird also

benutzt, um der gebogene Verlauf von groRen Messbereichen zu korrigieren.

2.2.2 Contact-Mode

Der Kontakt-Modus (auf Englisch ,Contact-Mode“ genannt) ist die einfachste
Methode, um eine Oberflache zu visualisieren. Im Contact-Mode ist die Spitze sehr
nah an der Oberflache und wird von abstof3enden Kraften beeinflusst. Die Kraft wird
konstant Uber die Steuerung des Feedback-Systems gehalten. Der Scanner bewegt
die Probe in Z-Richtung, damit die Beugung des Cantilevers konstant bleibt. Das
vertikale Umstellen der Probe fir jede Pixel des Scans erlaubt die Topographie der
Oberflache darzustellen. Das Hauptproblem bei den Messungen im Contact-Mode
ist, dass Schaden an der Probe angerichtet werden koénnen, wenn sie zu
zerbrechlich ist oder wenn der Abstand zwischen Spitze und Probe zu klein wird. Ein
anderes Problem bei Messungen an der Luft im Contact-Mode tritt im
Zusammenhang mit Kapillarkraften auf. Wenn eine sehr dinne flussige Schicht
(Luftfeuchtigkeit) auf der Oberflache ausgebildet wird, kann die Spitze an der
Oberflache kleben bleiben und zu Messfehler fuhren. Der Contact-Mode erlaubt auch
die Seitenkréafte, die an der Spitze wirken, zu messen und daraus ergeben sich

Informationen Uber die mechanischen Charakteristiken der Oberflache.
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2.2.3 Tapping-Mode

Im Tapping-Mode (Abbildung 8, rechts) wird der Cantilever uber einen
piezoelektrischen Motor zur Schwingung angeregt. Die Schwingung wird auf die
Resonanzfrequenz des Cantilevers, damit die Amplitude der Schwingungen maximal
wird, eingestellt. Diese Einstellung erlaubt die héchste Aufldsung zu erreichen, da die
Empfindlichkeit gegen die Veranderung der Amplitude am hodchsten ist. Wenn die
Spitze auf die Oberflache trifft, verandern sich die Amplitude und die Kraft zwischen
Spitze und Probe kann Uber diese Amplitudenveranderung gemessen werden. Der
Scanner bewegt die Probe in Z-Richtung, damit die Amplitude konstant bleibt. Der
Hauptvorteil dieses Modus liegt in der Reduzierung der Kontaktzeit zwischen Spitze
und Probe. Mit einer kleinen Kontaktzeit wird mdglicher Schaden reduziert und die

Visualisierung einer zerbrechlichen Oberflache ermdglicht.

Abbildung 8: Unterschied zwischen Contact- und Tapping-Modes, im Contact-Mode (links) wird die
Spitze bei unterbrochenem Kontakt der Oberflache folgen, im Tapping-Mode (rechts) schwingt die
Spitze und folgt bei Unterbrechungen der Oberflache [Jan01].

Im Tapping-Mode erhalt man nicht nur dieselben Informationen wie mit Contact-
Mode, sondern auch die Moglichkeit, ein Bild der physikalischen Eigenschaften der
Oberflache darzustellen. Zu diesem Zweck wird die Verschiebung der
Schwingungsphase der Spitze im Verhéltnis zur Schwingungsphase des
piezoelektrischen Motors gemessen. Diese Phasenverschiebung (Abbildung 9) hangt
von dem Energieverlust der Spitze ab, wenn sie auf der Oberflache trifft [Bon00], und
dieser hangt hauptsachlich von der Elastizitdt der Oberflache ab. Dies erlaubt die
Visualisierung unterschiedlicher mechanischen Eigenschafte der Oberflache.
Kapillarkrafte stéren die Phasenverschiebung und sie missen moglichst reduziert

werden, auf diesem Grund wird die Probe vor jeder Messung an der Luft getrocknet.
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Im Tapping-Mode werden die Phasenverschiebung und die Topographie einer
Oberflache gleichzeitig gemessen. Die Auflosung der Phasenverschiebung wird nicht
durch die gro3en Unterschiede der verschiedenen Hohen der Oberflache beeinflusst,
weil die Verdnderung der Phase eines Schwingungssignals nicht von der
Veranderung seiner Amplitude abhangt. Mit dem Tapping-Mode erhalt man also

Informationen tber dem Relief und den Eigenschaften der Oberflache.

Phase imaging
out of phase

Scan direction

a=

Abbildung 9: Phasenverschiebungen im Tapping-Mode: Bereiche mit unterschiedlichen

Eigenschaften werden mit unterschiedlichen Phasenverschiebungen gemessen [Jan01].
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2.2.4 Convolution

Die Convolution ist ein Artefakt, welcher von der Form der Spitze abhangt. Die Spitze
ist nicht unendlich diinn und ihr Bogenradius meistens grof3er als der den Konturen
der Oberflache. Der Verlauf der Spitze an der Oberflache ist also eine Funktion

beider Formen.

Abbildung 10: Schematische Zeichnung der Convolution der Spitze an der Oberflache, wenn der

Bogenradius der Spitze (R) viel grosser als der den Partikel (Rs) der Oberflache ist [Mey04].
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Die Abbildung 10 zeigt ein einfaches Beispiel der Folge einer Convolution, wenn
R>>R;, so dass das Verlauf der Spitze an der Oberflache hauptsachlich von dem
Bogenradius der Spitze abhangt. Wenn R gleicht Rs oder kleiner ist, wird diese
Wirkung reduziert und der Verlauf der Spitze kommt nahe dem der Oberflache. Die
Convolution reduziert in jedem Fall die Auflésung und verursacht ein Fehler in der
Messung der Dimensionen des Musters der Oberflache. Um diese Wirkung zu

reduzieren, wird die Breite auf halber Hohe der Partikel gemessen (Abbildung 11).

Breite

Verlauf der
Héhe Spitze

Abbildung 11 : Schematische Zeichnung der Messung den Partikeldimensionen.

Die Spitzte kann nach wiederholten Scans einer harten Probe beschadigt werden.
Dies fuhrt zu einer Erhohung des Bogenradius der Spitze und verursacht eine
Einschrdnkung der Auflésung. Das Ende der Spitze kann auch in zwei oder mehr
Teilen zerbrochen werden und zu einen so genannte Multiple-Tip-Effekt fihren. Ein
Multiple-Tip-Effekt ist erkennbar, wenn die Struktur der Oberflache wie verdoppelt
dargestellt wird (Falls die Spitze in zwei Teilen zerbrochen ist). Das Ergebnis ist der
Eindruck, das Bild ist unscharf.
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2.2.5 Regelung mit dem PID-Regler

Der PID-Regler ist ein Teil des elektronischen Systems, das den Scanner auf der
vertikalen Achse steuert. Er ist ein Verstarker des optischen Signals, das zu gering
ist, um den Scanner direkt zu steuern. Er ist wichtig, da er die Spitze moglichst nah
an die Oberflache fuhrt und so erlaubt, dass die Spitze dem Topografieverlauf
maoglichst genau folgt. Der PID-Regler empfangt ein Eingangssignal (siehe Abbildung
12) des Sensorsystems (optischer Detektor), wandelt es um und Ubertragt ein
Ausgangssignal zum Scanner und zum Computer. Der Computer benutzt dieses
Ausgangssignal, um die Topografie darzustellen, und der Scanner, um die Probe in
Z-Richtung zu bewegen. Das Eingangssignal ist die Differenz (Fehlersignal)
zwischen dem Setpoint des Lasers (Zentrum des optischen Detektors) und der
Stellung des Lasers am Detektor (Messignal). Das Ziel der Regelung ist, dass das

Fehlersignal schnellstmoglich Null wird.

Setpoint Fehlersignal

Messignal

Eingangsignal

Scanner

Ausgangsignal FHID-Regler

Abbildung 12 : Schematische Zeichnung der Regelung des Signals mittels PID-Regler.
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Im  Tapping-Mode  entspricht das Messignal dem  Effektivwert  der
Schwingungsamplitude des Cantilevers, wenn die Spitze die Oberflache trifft. Der
Setpoint entspricht dem Effektivwert der Schwingungsamplitude, wenn es kein
Kontakt zwischen der Spitze und der Probe gibt. Der Effektivwert ist die
ausgerechnete  Standardabweichung der Amplitude eines elektronischen
Sinussignals. Wenn die Spitze die Oberflache trifft, verkleinern sich die Amplituden
sowie der Effektivwert. Das Ausgangssignal eines PID-Reglers besteht aus drei
Anteilen: einen proportionalen, einen integralen und einen differenzialen Teil. Welche

wie das Ausgangssignal in Volt angegeben sind.

XapID = Xap + Xa1 + Xap = Kp - Xe+ K| - Xe- At + Kp AT);e Gleichung 1
In der 1list x, das Ausgangssignal und xe das Eingangssignal. Kp, K, und Kp
beschreiben die proportionale bzw., integrale und differenziale Konstante [Bus91]. At
ist die Zeit zwischen zwei Messungen des Eingangssignals. Die drei Konstanten
werden wahrend der Messung als Parameter der Regelung eingestellt. Der
proportionale Anteil der Gleichung 1 multipliziert das Eingangssignal, sodass der
Scanner schnell reagieren kann. Wenn die proportionale Konstante zu klein ist, sieht
die Topographie sehr glatt aus, da der Scanner nicht schnell genug reagiert, um dem
Verlauf der Oberflache genau zu folgen. Im Gegensatz dazu hat ein PID-Regler, der
mit einer zu hohen proportionalitats Konstanten eingestellt ist, den Nachteil, dass der
Scanner zu stark reagiert. Wegen der Tragheit des Scanners wird der
Topografieverlauf Ubertrieben dargestellt und Schwingungen werden im Signal
erscheinen. Wenn der PID-Regler nur mit der proportionalitats Konstanten eingestellt
ist, wird das Eingangssignal nie genau den Setpoint treffen (Fehlersignal gleich Null).
Tatsachlich hat es immer eine bleibende Regelungsdifferenz zu finden, die von der
Konstanten abhangt [Bus91].

Um diese Regelungsdifferenz auf Null zu bringen, wird die integrale Konstante
eingestellt. Der integrale Anteil der Gleichung 1 integriert das Eingangssignal auf
einem regelmaligen Zeitintervall. Wenn die integrale Konstante zu hoch eingestellt
ist, schwingt das Ausgangssignal, sodass das Rauschen vergré3ert wird. Wenn die
integrale Konstante zu klein eingestellt ist, wird die Regelungsdifferenz nie Null sein.

Daher mussen P und | gut austariert sein. Wenn der Regler aber nur mit der
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proportionalen und der integralen Konstante eingestellt ist, beginnt das
Ausgangssignal zunehmend zu schwingen. Die Regelung wird also instabil. Um ein
stabiles Ausgangssignal zu erreichen, muss eine differentiale Konstante eingestellt
werden. Der integrale Anteil des PID-Reglers tbertragt ein Ausgangssignal, das von
der Geschwindigkeit der Veranderung (Steigung) des Eingangssignals abhéngt. Die
differentiale Konstante verlangsamt die Regelung, aber sie ist unvermeidlich, um die
Schwingungen zu reduzieren. Die proportionale Konstante sowie die integrale
Konstante beschleunigen die Regelung, wahrend die differentiale Konstante die
Regelung verlangsamt. Die Einstellung eines PID-Reglers ist also ein Kompromiss
zwischen der Geschwindigkeit und der Genauigkeit der Regelung.
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2.3 Charakterisierung der Oberflache

2.3.1 Rauhigkeit

Die Rauhigkeit einer Oberflache wird in dieser Diplomarbeit durch drei quantitative
Werte charakterisiert. Auf der vertikalen Achse wird der sogenannte Z-Range
eingetragen. Der Z-Range-Wert ergibt sich aus der Differenz zwischen dem hdchsten

und dem tiefsten Punkt der Oberflache (Gleichung 2).
Z —range = Znax — Zmin Gleichung 2

Der zweite Wert ist der quadratische Mittelwert (RMS) der Rauhigkeit. Der RMS wird
als die Quadratwurzel des Mittelwerts des Quadrats vom Abstand zwischen den

Punkten der Oberflache und der mittleren Hohe definiert (Gleichung 3).

N
RMS = \/%Z<Z, —Z>2 Gleichung 3

i=1

In der Gleichung 3 ist N die Zahl der Messwerte (Zahl der Punkte im Bild), Z; die
Hohe jedes Messwertes und Z die mittlere Hohe der gemessenen Oberflache.
Die Gleichung 3 beschreibt einen spezifischen Fall des RMS: Wenn der Mittelwert
gleich null ist, gleicht der RMS die Standardabweichung.

RMS =4/Z 2 +J§ Gleichung 4

In der Gleichung 4 ist o die Standardabweichung der gemessenen Punkte der
Oberflache. Der dritte Wert ist das Verhéltnis der gemessenen Flache und der
projetzierten Flache (F/PF-Verhdltnis [-]). Die gemessene Flache entspricht dem
Relief der Oberflache, wahrend die projetzierte Flache dem Scanbereich entspricht.
Die gemessene Flache ist also immer grésser als die projetzierte Flache. Deshalb ist
das F/PF-Verhaltnis immer grosser als eins. Das F/PF-Verhaltnis ist ein gutes Mal3
der Oberflachenrauhigkeit, aber auch der Porositat: Je hoher die Porositat (oder die
Rauhigkeit), desto hoher das F/PF-Verhéaltnis.
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2.4 Physisorptionsprinzip

Es wird vermutet, dass das in dieser Arbeit untersuchte Fibronektin durch
Physisorption auf der Titanoberflache adsorbiert wird. Die Physisorption ist ein
Adsorptionsprozess, der durch Van-der-Waals Wechselwirkungen erfolgt und wo das
Molekual  nicht kovalent an der Oberflaiche gebunden wird. Die
Physisorptionsenthalpie ist ungefahr zehn Mal kleiner als die
Chemisorptionsenthalpie [Atk06], sodass die Anbindung viel schwacher ist, als die
durch Chemiesorption. Der Physisorptionsprozess ist reversibel und hangt von der
Adsorptions- sowie Desorptionsgechwindigkeit ab. Das Gleichgewicht wird erreicht,
wenn die Geschwindigkeit der Adsorption gleich der der Desorption ist. Beide
Geschwindigkeiten sind abhangig vom Partialdruck (Gas) oder der Konzentration
(Flussigkeit) der adsorbierten Molektle. Die Menge der adsorbierten Molekile lasst
sich durch den Bedeckungsgrad (©) beschrieben:

_Anzahl - der -besetzen - Adsorptionsstellen
Anzahl - der - vohandenen- Adsorptionsstellen Gleichung 5

Der Adsorptionsprozess der ersten adsorbierten Schicht auf einer Oberflache kann

mithilfe der Langmuir-Isotherme beschreiben werden:

Kp
- 1+ Kp Gleichung 6

Wobei p der Druck und Kdas Verhaltnis der Adsorptions- und

Desorptionsgeschwindigkeitkonstanten ist:

K = kadsorption

B . Gleichung 7
kdesorptlon elehung

Der Adsorptionsprozess kann durch die Langmuir-lsotherme nur unter folgenden
Einschrdnkungen beschrieben werden:

Die Langmuir-Isotherme gelten nur fir die erste adsorbierte Schicht.

Alle Stellen der Oberflache sind identisch und die Oberflache ist glatt (in der
GroéfRenordnung der Molekile).

Es gibt keine Wechselwirkung zwischen den adsorbierten Molekulen.
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Die Adsorptionsprozesse werden genauer durch die BET-Isotherme [AtkO6]
beschrieben. Die BET-Isotherme gelten auch fur die zweite und fir weitere

Schichten, ohne Bericksichtigung der Wechselwirkungen zwischen den adsorbierten

Molekulen:
v CZ
VMono (1- Z){l—(l—c)z} Gleichung 8
mit
P
p* Gleichung 9

Wobei V das adsorbierte Gasvolumen ist. Vyono iSst das adsorbierte Gasvolumen, um
eine komplette Monolage zu bilden. p* ist der Dampfdruck Uber der Adsorbatschicht
von mehr als einem Molekil Dicke und c¢ eine Konstante, die von der

Desorptionsenthalpie und der Verdampfungsenthalpie abhangt:

SouH— g

RT

Gleichung 10

C= exp(

Beide Isotherme konnen mithilfe der Konzentration anstatt des Drucks beschrieben

werden.
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Abbildung 13: Rechts: Die Langmuir-Isotherme fir verschiedene K-Werte; Links: Die BET-Isotherme

fur verschiedene c-werte [AtkO6].

Die Langmuir-Isotherme beschreiben die Adsorption der ersten Monolage, da die
Kurve ein Plateau erreicht, wenn die Monolage komplett ist (Abbildung 13). Dem
gegenuber steigen die BET-Isotherme unendlich an, da es keine Mengengrenze der
adsorbierten Molekile gibt. Jede neue Schicht kénnte als Monolage auch durch die
Langmuir-Isotherme beschrieben werden. Beide Isotherme beschreiben dem
Adsorptionsprozess mithilfe der Van-der-Waals Wechselwirkungen und sind
Naherungsmodelle, die aufgrund von Gasadsorptionsuntersuchungen basieren.

Weitere Probleme werden fir die Fibronektinadsorption auf der Titanoberflache
berticksichtig: Durch seine elektrophylen Seitenketten kénnte Fibronektin sehr stark
an die Hydroxyl-Gruppen der Titanoberflache kovalent oder durch Wasserstoff-
Bricken binden, sodass die Adsorptionsprozesse nicht mehr durch diese
Adsorptionsisotherme beschrieben werden kdnnen. Aber durch sterische Hinderung
zwischen der Titanoberflache und dem Fibronektin kénnte eine kovalente Bindung
verhindert werden, sodass die Bindung zwischen einer kovalenten Bindung und einer

Van-der-Waals Wechselwirkung liegen konnte.
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2.5 Kontaktwinkelprinzip

Wenn ein Wassertropfen an einer Oberflache aufgetragen wird, wird es sich in
Abhangigkeit der Hydrophilitat der Oberflache mehr oder weniger ausdehnen. Dieses
Phanomen ist eine Konsequenz der Oberflachenspannung des Wassertropfens. Der
Winkel zwischen der Oberflachenebene und dem Tangens des Tropfens wird als
Kontaktwinkel (8) benannt (siehe Abbildung 14). Je hydrophiler die Oberflache ist,
desto geringer ist der Kontaktwinkel. Der Kontaktwinkel kann im Zusammenhang der
Oberflachenspannung beschrieben werden [AtkO6] oder auch, wie in dieser Arbeit,
als Hilfsmittel benutzt werden, um die Hydrophilitat von verschiedenen Oberflachen

zu vergleichen.

Abbildung 14: Kontaktwinkel einer relativen hydrophoben (6,) bzw. hydrophylen (8,) Oberflache.
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2.6 Oberflachenplasmonen-Resonanz-Spektroskopie

Oberflachenplasmonen-Resonanz-Spektroskopie (Auf Englisch ,Surface Plasmon
Resonance“ genannt; Abklrzung: SPR) ist eine optische Analysemethode, die
gegen Anderungen der dielektrischen Konstante eines Mediums empfindlich ist. Die
Oberflachenplasmonen koénnen als Elektronendichtewellen bezeichnet werden.
Diese breiten sich entlang der Oberflache eines delokalisierte Elektronen
enthaltenden Materials aus (hauptséchlich Metalle). Sie koénnen angeregt werden
(Resonanz), wenn P-polarisiertes monochromatisches Licht mit einem bestimmten
Winkel (Resonanzwinkel) die Grenzflache eines Metalls und eines Dielektrikums trifft
[Sch08]. Diese so genannte Oberflachenplasmonen-Resonanz ist ein Phanomen,
das bei Winkeln grosser als der Totalreflexion erscheint. Die Resonanz tritt auf, wenn
das P-polarisierte Licht unter bestimmten Bedingungen zu einer Anregung der
Elektronendichte des delokalisierten Elektronengases fuhrt. Dies verursacht eine
angeregte Plasmonenwelle parallel zu der Grenzflache und 2zu einem
elektromagnetischen Feld, dessen Intensitat in Abhangigkeit vom Abstand der

Grenzflache exponentiell stark abfallt (evaneszentes Feld).
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Die SPR-Spektroskopie kann in der so genannte Kretschmann-Konfiguration
durchgefihrt werden [Sch08]. In dieser Konfiguration tritt der Lichtstrahl durch ein
hoch brechendes Prisma, welches an der Unterseite mit einer ultra dinnen
Metallschicht bedeckt ist (Abbildung 15). Von dieser Grenzschicht wird der Strahl
reflektiert. Die Intensitdt des reflektierten Strahls wird mit Hilfe eines Detektors

gemessen.

Detektor

5

P-polariesiertes Licht

Prismag,

Metallschichtg,, ¢ )

Umfeld der Analyse g, //////\l//////

Evaneszentes Feld

Abbildung 15: Kretschmann-Konfiguration eines SPR-Versuches; ¢;, &, und ¢ sind die

dielektrischen Konstanten des Prismas, Metallschichts bzw. Umfelds der Analyse.

Die wirksame Ausbreitung des evaneszenten Felds liegt im Bereich von wenigen
hundert Nanometern (Abhéangig von der Wellenlange des einfallenden Strahls). Die
Resonanz zwischen dem einfallenden Licht und den Plasmonen ereignet sich, wenn
die Energie des Lichts sowie sein Wellenvektor in der Grenzflachenebene die
Energie und das Wellenvektor des Plasmons gleichen. Dies kann durch der
Dispersionsrelation des einfallenden Lichts und des Plasmons erklart werden. Die
Dispersionsrelation ist der Zusammenhang zwischen der Energie einer Welle und
ihrem Wellenvektor. Die Kreisfrequenz (w) beschreibt die Energie einer Lichtwelle

durch seiner Frequenz (v):

w = 2721/ Gleichung 11
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Die Abbildung 16 zeigt die Dispersionsrelationen des Lichts und der Plasmonen fir
die Krestchmann-Konfiguration. Die Anregung des Plasmon erfolgt, wenn die

Dispersionsrelationskurve des Lichts diejenige des Plasmon schneidet.
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Abbildung 16: Dispersionsrelationen in der Kretschmann-Konfiguration: a fir das Licht im
Dielektrikum g5, b in Dielektrikum g3, | fir den Plasmonen an der Grenze &3/ e, 1l an der Grenze &;/ e,
bei Veranderung des einfalenden Winkels a irgendeine Linie ¢ zwischen den Linien a und b kann
dargestellt werden; w, ist die Plasmafrequenz der Metallschicht (beschreibt die Energie den

Plasmonen, wenn die Resonanz nicht angeregt wird) [Sch08].

Wenn die Plasmonen angeregt werden, wird die Intensitdt des reflektierten Lichts
verkleinert und ein Minimum erzeugt, wenn es zur Resonanz bewirkt. Der
Resonanzwinkel wird als der Winkel bezeichnet, welcher die kleinste Intensitat des
reflektierten Lichts aufweist. Eine Veranderung der dielektrischen Konstante an der
Grenzflache des Metalls verursacht eine Verschiebung der Dispersionsrelation und

so des Resonanzwinkels (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Verschiebung des Resonanzwinkels vor und nach einer Veranderung der

dielektrischen Konstante an der Grenzflache einer Metallschicht [Sch08].

In Flussigkeit kann dies von einer Akkumulation von Material an der Oberflache des
Metalls herriihren. Durch diese Akkumulation &ndert sich der Brechungsindex, der
von der dielektrischen Konstante abhangt. Deshalb ist SPR-Spektroskopie sehr
interessant, um Adsorptionsprozesse zu untersuchen. Der Resonanzwinkel
verschiebt sich linear mit der Intensitat (Bereich in Abbildung 17 bezeichnet) und mit
dem Brechungsindex. Die Verschiebung des Resonanzwinkels ermdglicht es also,
die Kinetik eines Adsorptionsprozesses durch direkte Messung der Verschiebung
oder durch Veranderung der Lichtintensitat bei konstantem einfallenden Winkel zu

beobachten.
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2.7 Beugungsgitter

Ein Beugungsgitter ist eine glatte Oberflache, auf der sehr kleine parallele Striche mit
einer Tiefe von wenigen Nanometern und einen Abstand zwischen zwei Strichen mit
einer GrolRenordnung von einigen hundert Nanometern aufgebracht worden sind.
Beugungsgitter werden oft als Monochromatoren benutzt, da sie die Fahigkeit
besitzen polychromatisches Licht zu trennen. Wenn ein monochromatisches Licht
das Beugungsgitter trifft, wird es wie von einem Spiegel reflektiert. Wegen der
Vertiefungen des Beugungsgitters, legen nicht alle Strahlen des Lichts dieselbe
Strecke zurtck. Dadurch ergibt sich eine Phasenverschiebung zwischen den
Strahlen und somit Interferenzen. Wenn die Interferenz konstruktiv ist, wird ein
Beugungsstrahl zusatzlich zu dem reflektierten Strahl in einem anderen Winkel
reflektiert. Konstruktive Interferenzen ereignen sich unter folgender Bedingung
[Sko03]:

nA =d(sin(r) +sin(i)) Gleichung 12

In der Gleichung 12 ist n die Beugungsordnung, A die Wellenlange, d der Abstand
zwischen zwei Vertiefungen (Gitterabstand), r der Winkel des Beugungsstrahls und i
der des einfallenden Strahls. Die Gleichung 12 erlaubt die Bestimmung des
Beugungswinkels eines bekannten Beugungsgitters flr einen gegebenen
einfallenden Strahl und damit die Bestimmung des Gitterabstandes durch die

Messung dieser zwei Winkel.
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3 Experimentelles

3.1 Gerate, Proben und Chemikalien
3.1.1 AFM-Gerat

Controller:

- Innova NanoDrive.

Scanner:
- Innova INSC-090 ,Large Area Scanner for the Innova Scanning Probe

Microscope®, Scanbereich: 90X90 um, Z-Bereich: 7.5 um.

Spitze:
- ,Tapping-Mode“: RTESPA-M (MPP-11120); Material: Phosphor dotiertes
Silizium; Spezifikationen der Spitze: Hohe: 15-20 um, Bogenradius: < 10 nm;
Spezifikationen des Cantilevers: Lange: 125 + 10 nm, Federkonstante: (k) 20-

80 Nm, Resonanzfrequenz: 300 = 100 kHz, Aluminiumiuberzug: 40 £ 10 nm.

- ,Force-Modulation*: RFESPA-M (MPP-21100); Material: Phosphor dotiertes
Silizium; Spezifikationen der Spitze: Hohe: 15-20 um, Bogenradius: < 10 nm;
Spezifikationen des Cantilevers: Lange: 225 + 10 nm, Federkonstante: (k) 3-6
Nm, Resonanzfrequenz: 75 + 25 kHz, Aluminiumiberzug: 40 + 10 nm (die
Force-Modulation-Spitze wird zusatzlich zu der Tapping-Mode-Spitze

eingesetzt).

Alle Teile des AFMs kommen von Veeco Instruments Inc.
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3.1.2 AFM-Software

- SPMLab v7.0 von Veeco Instruments Inc.:

Scan der Oberflache und Regelung

- SPMLabAnalysis v7.00 von Veeco Instruments Inc.:
Darstellung der 3D-Bilder, Messungen der Rauhigkeit und der Partikel

Dimensionen.

- WsXM 4.0 von Nanotec Electronica S.L.:
Darstellung der Hohen- und Phasenbilder

3.1.3 Kontaktwinkelgerat

Gerat:

- ,Randwinkelmessgerat‘ von Kriiss GmbH; Model: DSA10.

Software:
- Drop Shape Analysis 1.51.

3.1.4 Laser

- ,Helium-Neon Laser“ von JDS Uniphase; Model:1125P; Wellenlange: 633nm;
Leistung: 10mW.
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3.1.5 Proben

Gitterprobe:
- ,AFM calibration grating“ von Veeco Instruments Inc. (Die Produkthnummer ist
nicht bekannt); X- und Y-Dimensionen des Musters: 10um, Tiefe des Musters:

200nm (Die Genauigkeit ist nicht bekannt).

Goldprobe:
- LASFN9-Glasssubstrat mit ~1.5 nm Chromschichtdicke und ~50 nm
Goldschichtdicke  (Oberflache) von dem Max Plank Institut far
Polymerforschung in Mainz (MPIP-Mainz); Die Vorbereitungsmethode ist im

Anhang 7.7 beschrieben.

Waferprobe:
- ,Silizium Wafer” von MPIP-Mainz (Eigenschaften sind nicht bekannt).

Titanprobe:
- Wafersubstrat mit ~7 nm Titanoxidschichtdicke (Oberflache) von MPIP-Mainz;

die Vorbereitungsmethode ist im Anhang 7.7 beschrieben.

Beugungsagitter:
- Glasssubstrat mit einem erwarteten Abstand von 600 nm zwischen zwei
Vertiefungen; das Beugungsgitter ist von Herrn Prof. Dr. Michael Veith der

Fachhochschule Gelsenkirchen zur Verfligung gestellt worden.



3. Experimentelles 36

3.1.6 Chemikalien

Fibronektin:

- Roche 1051407; Rein Fibronektin; Molemasse : 440.000 g/mol .

PBS:
- Sigma-Aldrich P4417-50TAB; ,Phosphate Buffered Saline“-Tabletten; eine
Tablette in 200ml destilliertem Wasser entspricht 0,01M Phosphatpuffer,
0,0027 M Kaliumchlorid und 0,137 M Natriumchlorid.

Gold-Kolloid-L6ésung:
- Sigma-Aldrich G1652; Goldpartikelsuspension, Durchmesser 20 = 3 nm;

Konzentration: ~1 a.u/ml (520 nm); Zusammensetzung: ~0,01 % HauCly,
<0,01% Gerbsaure, <0,04 % Natriumzitrat.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Durchfiihrung

4.1.1 Einstellung der Resonanzfrequenz

Der Cantilever wird so nah wie moglich der Oberflache angenédhert aber nicht auf die
Oberflache aufgesetzt. Die Einstellung der Resonanzfrequenz ist zweistufig und wie
im Abschnitt 11.4.2 des Software-Handbuchs [Vee08] beschrieben durchgefuhrt
worden. Die zwei Schritte kbnnen automatisch oder Manual durchgefuhrt werden.
Der Erste besteht darin, dass man ein Scan von der Schwingungsamplitude und der
Schwingungsfrequenz des Cantilevers ausfihrt. Der zweite Schritt besteht darin, den
Setpoint einzustellen, welcher in der Software als 60% der maximalen Amplitude der
Schwingung festgelegt worden ist. Die benutzten Parameter der automatischen

Einstellung der Resonanzfrequenz sind im Anhang 7.6 beschrieben.

4.1.2 Kontaktwinkelmessung

Ein 50 ul Tropfen destilliertes Wasser wird mit Hilfe einer Mikroliterspritze auf der
Oberflache aufgetragen. Die Software misst den Winkel auf beiden Seiten des

Tropfens mit Hilfe einer Kamera und berechnet den Mittelwert.
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4.1.3 Analyse der Oberflache

Die qualitative Analyse der Oberflachen wird durch den Vergleich der verschiedenen
Topografiebilder und Phasenbilder durchgefihrt. Zu diesem Zweck werden fur jede
Oberflache zwei Scanbereiche gewahlt: Ein von 20 um und einen von 1 um. Der 20
um Scan wird benutzt, um die Oberflache grob zu beschreiben. Diese Beschreibung
hat die Frage zum Ziel, ob das gemessene Bild reprasentativ zur Bestimmung der
ganzen Oberflache der Probe ist. Mithilfe der 20 um Bilder werden die Topografie,
das Muster und die Homogenitat der Oberflache beschrieben. Aus den 20 um Bildern
werden Bereiche von 1 um ausgewdahlt und gemessen. Mit Hilfe der 1 um Bilder

werden die Besonderheiten der Oberflache beschrieben.
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Aus der Oberflache werden funf Bereiche von 1 um und funf von 20 um nach der
Abbildung 18 ausgewahlt und gemessen. Diese Stellen wurden gewahlt, da sie im
Zentrum des Scanbereiches des Scanners liegen.

Abbildung 18 : Schematische Zeichnung der gemessenen Bereiche (B1-B5) von 1 und 20 pum; Im
Klammern: (X-Offset; Y-Offset).

Die Gesamtflache der gemessenen Oberflache erreicht also 40x40 um? und die 1 pm
Bereiche liegen im Zentrum des 20 um Bereiches. Es ist anzumerken, dass fur den
20 um Bereiche jedes Viertel des B1 Bereiches mit einem Viertel der vier anderen
Bereiche Uberlappt, sodass der B1 Bereich doppelt bestimmt wird. Fir jeden Bereich
werden die Rauhigkeiten, der Z-Range und die F/PF-Verhéltnisse berechnet.
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4.1.4 Adsorptionsversuch

Die Adsorption von Fibronektin wird durch den Vergleich der Titanoberflachen ohne
und mit adsorbiertem Fibronektin analysiert. Die Werte der Rauhigkeit und die Bilder
beider Oberflachen werden verglichen. Die Inkubation von Fibronektin erfolgt Uber
unterschiedliche Zeitrdume. Die Fibronektinlosung in PBS wird im destillierten
Wasser verdunnt, um die Kristallisation der PBS-Puffersalze wahrend des Trocknens
der Probe zu verhindern. Inkubationszeiten von 30, 60, 120 und 180 Minuten waren
unter Berlcksichtigung der Ergebnisse von Lehnert et al [Leh09] gewahlt worden
(Abbildung 19). Durch diese Zeiten sollten zusatzlich Ruckschlisse Uber die
verschiedenen Adsorptionsphasen erhalten werden.
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Abbildung 19: Unspezifische Fibronektinadsorption auf unterschiedlichen modifizierten

Titanoberflachen; A = Adsorption auf einer Amino-modifizierten TiO2-Oberflache; B = Adsorption auf
einer TiO,-Oberflaiche; C = Adsorption auf einer Streptavidin-Monolage, die an einer Amino-
modifizierten  biotinilierten  TiO,-Oberflache gebunden ist; Y-Achse: Reflektiertes Licht

(a.u.=absorbance units in Prozent); X-Achse: Inkubationszeit (Minuten) [Leh09].
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Die Abbildung 19 =zeigt die SPR-Untersuchung der Adsorptionskinetik vom
Fibronektin auf einer reinen Titanoberflache (Kurve B). Die Intensitatsveranderung
des reflektierten Lichts wurde gegen die Inkubationszeit gemessen. Die Intensitat
verandert sich in  Abhangigkeit der Resonanzwinkelverschiebung des
Plasmonenspektrums und ist somit linear zum Schichtdickenzuwachs. Die
Adsorptionskurve steigt stark bis 60 Minuten an und erreicht ein Plateau nach circa
120 Minuten. Dies bedeutet, dass eine komplette Fibronektinschicht ausgebildet ist.
Man sieht auch, dass das Spilen der Messzelle keinen Sprung der Intensitat
verursacht. Hierraus folgt, dass das Fibronektin fest gebunden ist. Man muss
berticksichtigen, dass die Konzentration des Fibronektins in dieser Arbeit ca. 20 nM
betragt (anstatt 30 nM fiur die SPR-Untersuchung).

Die Fibronektinadsorption wird wie folgt durchgefuhrt: Eine Titanprobe wird in
N,-Luftstrom von Staub befreit. Die in Wasser vorbereitete Fibronektinlésung besitzt
eine Konzentration von ~20 nM. Ein Tropfen von 1 ml dieser Losung wird auf die
Probenoberflache aufgetragen (Kontaktflache des Tropfens mit der Oberflache: ca. 2
cm?) und fir verschiedene Zeitraume inkubiert gelassen. AnschlieBend wird die
Probe mit destilliertem Wasser gespult und fur 8 Stunden getrocknet und im
Exsikkator gelagert.
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Die folgenden AFM-Ergebnisse beruhen auf vielen Messungen, die hier nicht
vollstandig dargelegt werden kdonnen. Wenn z.B. funf Bereiche einer Oberflache
gemessen wurden, wird in dieser Arbeit nur ein reprasentatives Beispiel dieser funf
Messungen vorgestellt. Nur falls die gemessenen Bereiche sehr unterschiedlich
waren, wird mehr als ein einziges Bild vorgestellt. Die folgenden quantitativen Werte
sind immer auf der Basis aller Messungen berechnet und die Rohdaten der
berechneten Werte befinden sich im Anhang. Die folgenden Anmerkungen sind fur
das Verstandnis der Ergebnisse wichtig:
Alle Proben sind vor der AFM-Messung im Vakuumtrockenschrank (Druck <100
mbar) Uber Nacht und bei Raumtemperatur getrocknet; Bei Betrachtung der 3D-
Bilder muss berlcksichtig werden, dass die Wertigkeiten der Skalierung der Z-Achse
(nm) und die der X- und Y-Achsen (um) unterschiedlich sind. Das Verhaltnis der
Skalierung ist trotzdem immer gleich fir jedes 3D-Bild, damit sie direkt miteinander
vergleichbar sind; Die Hohenbilder sind mit Schatten dargestellt, damit sie schéarfer
ausehen; Die AFM-Messungen der Gitterprobe, der Goldprobe und der Gold-Kolloid-
Probe werden mithilfe der Tapping-Mode-Spitzen durchgefiihrt und alle anderen
AFM-Messungen sind mithilfe der Force-Modulation-Spitzen durchgefuhrt worden;
Die Scangeschwindigkeiten sind in Mikrometer pro Sekunde angegeben, da sie
ohne Berlcksichtigung der Scanfrequenz (f in Hz) und des Scanbereiches (B in um)
miteinander verglichen werden kénnen. Die Scangeschwindigkeit (v in um/s) kann
wie folgt ausgerechnet werden: f-2-B=v. Der Faktor 2 wird hinzufiigt, da ein Scan der
Ruckwarts- und Vorwartsverlauf der Spitze  entspricht; Die guantitativen
Ergebnisse sind wie folgt wiedergegeben worden: Zunéchst Mittelwerts und Einheit.
AnschlieRend (in Klammern) die Standardabweichung, ihre Einheit und die Anzahl
der Messungen; Die Analyse, der Gold Oberflache wurde, am Anfang der Arbeit
durchgefuhrt und benutz, um den Einfluss der Einstellungen von den verschiedenen
Parametern zu untersuchen. Bereiche von vier verschiedenen Gréf3en ohne
Beriicksichtigung des Schemas der Oberflachenanalyse (siehe Abschnitt 4.1.3)
werden gemessen. Deshalb werden die Ergebnisse der  Charakterisierung  der

Goldoberflache anders dargestellt.
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4.2 Kalibrierung

Die Kalibrierung des AFMs wird in drei Schritten durchgefuhrt. Als Erstes wird der
Scanner in den drei Achsen mit der Gitter-Probe kalibriert. Danach wird die
Kalibrierung durch eine Gold-Kolloid-Probe dberpraft. Dafiur mussen die
Dimensionen der adsorbierten Goldpartikel gemessen werden und mit den
vorgegebenen Dimensionen des Herstellers verglichen werden. Eine zweite
Uberprifung wird mithilfe eines Beugungsgitters durchgefiihrt. Der Abstand zwischen
zwei Strichen des Beugungsgitters wird mittels AFM gemessen und zuséatzlich mit

einem Lasersaufbau bestimmt.

4.2.1 Ergebnisse der Kalibrierung mit der Gitter-Probe

Ein Bereich von circa 20 um der Gitter-Probe wurde im Tapping-Mode an der Luft
gemessen. Nach dem Scan wurde der Scanner in der X-Richtung und Y-Richtung
eingestellt, gemal der beschriebene Vorgehensweise (siehe Abschnitt 14.4 des
Software-Handbuchs [Vee08]) unter Beachtung der folgenden Bedingungen: Das
Muster der Gitter-Probe muss, soweit das moglich ist, parallel zu der Richtung des
Scans befestigt sein; fur jede Achse wurde ein Abstand von 10 um, parallel zur
Achse, gemessen und eingestellt; Die Abstande wurden im Phasenbild gemessen.
Der Scan wurde mit der 1D-Bow-Removal-Korrektur durchgefuhrt. Nach der
Kalibrierung wurde nochmals ein Scan von 20 um gemessen (Abbildung 20) und die
X-Lange und Y-Lange zwischen zwei Lochern der Oberflache wurde zehn Mal mit
Hilfe des Vorwarts-Signals gemessen. Der Mittelwert jeder Achsenldnge wurde

ausgerechnet.
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Die Abbildung 20 zeigt das Gitter mit den gemessenen X- (horizontaler Pfeil) und Y-

Langen (vertikaler Pfeil) des Musters. Der Mittelwert der X-Langen betrug 10,027 um
(x 0,027 um, n=10) und der der Y-L&ngen 9,997 um (x 0,016 pum, n=10).

Abbildung 20: Gitterprobenoberflache nach der Kalibrierung; Scanbereich: 20 pum;
Scangeschwindigkeit: 10 um/s; Auflésung: 512x512 Pixel; Regelung: P=9 1=0,9 D=0,1; die Lange des
horizontalen Pfeils betragt 10,027 um (£ 0,027 um, n=10) und die des vertikalen Pfeils 9,997 um (+
0,016 um, n=10).
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Nach diesem Scan wurde der Scanner in Z-Richtung auf Basis der Referenzhthe
des Gitters (200 nm) kalibriert, gemaf der beschriebenen Vorgehensweise (siehe
Abschnitt 14.5 des Software-Handbuchs [Vee08]) unter Beachtung der folgenden
Bedingungen: Der Line-Scan wurde mit den Parametern, die im Anhang 7.1
beschrieben sind, durchgefuhrt. Der Line-Scan muss mindestens durch drei Locher
des Musters gehen, damit man vier Mal die H6he messen kann.

Nach der Kalibrierung der Z-Achse wurde nochmals ein Line-Scan
durchgefiihrt. Die Hohe des Musters wurde vier Mal mithilfe des Vorwarts-Signals
und vier Mal durch das Rickwarts-Signals gemessen. Der Mittelwert dieser acht
Messungen wurde ausgerechnet. Die mittlere Hohe zwischen dem Boden und der

Kante eines Loches betrug 199 nm (x4 nm, n=8).

4.2.2 Bestimmung der Kalibrierung mit der Gold-Kolloid-Probe

Die Bestimmung der Kalibrierung wird nach der Beschreibung von Derose et al
[Der99] durchgefuhrt. Eine Waferprobe wurde mit Ethanol gespilt, danach wird ein
Tropfen von 0,1 ml der Gold-Kolloid-Losung (C~1 a.u/ml (520 nm)) auf der
Oberflache der Probe aufgetragen. Nach einer Stunde wurde die Probe mit Ethanol
und mit destilliertem Wasser gespult. Die Trocknung erfolgte einige Stunden im
Vakuumtrockenschrank und kam anschlieRend zur weiteren Lagerung in einem mit

Kieselgel befillten Exsikkator.
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Die Visualisierung der Gold-Kolloid-Probe (Abbildung 21) zeigt, Agglomerate mit

unterschiedlichen Grof3en auf der Waferoberflache.

Abbildung 21 : Gold-Kolloid-Probe; Scanbereich: 20 um; Scangeschwindigkeit: 10 um/s; Auflésung:
512x512 Pixel; Regelung: P=9, I1=1, D=2; Die horizontale Striche sind Artefakte, die von einer zu

starken Regelung kommen; Hohenbild.

Man sieht deutlich in Abbildung 21, dass einige Agglomerate aus kleineren Partikeln
bestehen. Die Agglomerate haben ein Durchmesser zwischen 100 und 300 nm und

eine Hohe von circa 10 nm.
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Ein Scan eines 0,35 um Bereiches (Abbildung 22) zeigt, dass die Partikel

unterschiedlicher GroRe auf der Oberflache zu sehen sind.

Abbildung 22: Gold-Kolloid-Probe mit adsorbierten GoldPartikel von verschiedenen Dimensionen;
Scanbereich: 0,35 pum; Scangeschwindigkeit: 7 um/s; Auflésung: 1024x1024 Pixel; Regelung: P=5,
1=0,8, D=1; H6henbild.

Der Durchmesser der Partikel in Abbildung 22 liegt zwischen 15 nm (Pfeil oben) und
30 nm (Pfeil unten) und die Hohe zwischen 2 nm und 5 nm. Weitere Messungen von
verschiedenen Stellen auf der Oberflache entsprechen dem oben dargestellten
Beispiel. Viele Partikel, deren Breite in einer Gro3enordnung von 20 Nanometern
lagen und deren Dimensionen sehr unterschiedlich von einem Partikel zur anderen
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waren, konnten dargestellt werden. Es war nicht mdglich zu bestimmen, ob die
gro3eren Partikel aus Agglomeraten von kleineren Partikeln bestanden.

Nach Herstellerangaben sollen die Gold-Partikel ein Durchmesser von 20 £3
nm besitzen. Die oben genannten Partikeldimensionen entsprechen nicht vollig
diesen Charakteristiken. Die Gold-Partikel sollten in etwa kugelférmig sein, d.h. ihre
Breiten sollten also ihren Ho6hen entsprechen. Die gemessenen Gold-Partikel
besalRen immer eine grossere Breite als Hohe (4 bis 6 Mal grésser). Eine Erklarung
dafur kdnnte sein, dass die Kalibrierung des Scanners entweder in der X-Y-Richtung
oder in der Z-Richtung einen Fehler hat. Dies konnte den Fehler in dem Breite-H6he-
Verhaltnis der Goldpartikel verursachen. Ein Fehler dieser Art kann auch allerdings

durch die Convolution der Spitze und der Goldpartikel kommen.
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4.2.3 Bestimmung der Kalibrierung mit dem Beugungsgitter

Der Abstand zwischen zwei Vertiefungen des Beugungsgitters kann man unter
zuhilfenahme der Gleichung 13, welche aus Gleichung 12 hervorgeht, berechnet
werden. Hierzu wurde ein experimenteller Aufbau, wie in der Abbildung 23

dargestellt, benutzt.

Beugungstrahl

Laser

Beugungsgitter

Reflektieres Strahl

Abbildung 23 : Schematische Zeichnung des Aufbaus zur Bestimmung des Gitterabstands; i ist der

einfallenden Winkel, r ist der Beugungswinkel, a;-c sind die gemessene Langen.

Gleichung 13
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Der Gitterabstand (d) wird durch die Messung der Langen (ai, az, b1, b, und c) des
Aufbaus und die Gleichung 13 berechnet. Die Bestimmung des Gitterabstands mit

Hilfe des Lasersaufbaus ergibt folgende Ergebnisse:

Tabelle 1 : Ergebnisse der Bestimmung des Gitterabstands des Beugungsgitter.

Gemessene Langen | Kalkulierte Abweichung
[cm] der Langen [cm]
a; 171 + 0,25
b, 207,5
a 67,5
b, 26,5
c 93,5

d [nm] dmax [nm] dmin [nm]

696 732 660

Die gemessenen Langen, die der Abbildung 23 entsprechen, sind mit einem
Zollstock gemessen worden. Der Fehler einer Langenmessung war also mit 0,5 cm
festgelegt worden. Der Gitterabstand (d) ist durch die Gleichung 13 ohne
Bertcksichtigung des festgelegten Messfehlers berechnet worden. Um den dnax und
dmin Wert zu bestimmen, wurde der jeweilige Max-Wert bzw. Min-Wert eingesetzt.
Die Differenz zwischen dnax und dnyin entspricht also dem maximalen Bereich, in dem

der Sollwert enthalten ist.
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Die Visualisierung des Beugungsgitters mittels AFM (Abbildung 24) zeigt deutlich die
Strichform. Die Vertiefungen scheinen nicht sehr gleichférmig und der Gitterabstand
ist nicht konstant.

\‘4‘ \\

Abbildung 24 : Beugungsgitter mit drei Vertiefungen; Scanbereich: 2 um; Scangeschwindigkeit: 1
um/s; Auflésung: 1024x1024 Pixel; Regelung: P=15, I=1, D=0,1; der Gitterabstand (Pfeil) ist 687 nm (+
16 nm, n=18); Hohenbild.

Der mittels AFM gemessene Mittelwert des Gitterabstandes betrug 687 nm (+ 16
nm, n=18). Dieses Ergebnis ist auf Basis von drei verschiedenen 2 um Bereichen

berechnet worden. Die Rohdaten sind im Anhang 7.5 beschrieben.
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Die Ergebnisse der AFM-Messungen liegen im Bereich der Referenzmessungen, die
mit dem Laseraufbau bestimmt wurden. Die Genauigkeit der Aufbaubestimmung ist
trotzdem nicht grof3 genug, um die Genauigkeit des Scanners in X-Y-Richtung zu
bestimmen. Der Gold-Kolloid-Versuch erlaubt nicht die Partikeldimensionen mit
denen des Herstellers zu vergleichen, sodass die Genauigkeit des Scanners nicht
unmittelbar in Z-Richtung bestimmt werden kann. Die Genauigkeit der in dieser
Arbeit wiedergegeben Partikeldimensionen kann also nicht beurteilt werden. Durch
die Kalibrierung mithilfe der Gitterprobe, Beugungsgitter und der Gold-Kolloid-Probe
kann jedoch gesagt werden, dass der Scanner in den Gr6Renordnungen von
Mikrometern und Nanometern sich linear in den drei Achsen bewegt.
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4.3 Charakterisierung der Goldoberflache

Es sind vier Bereiche von verschiedenen GroRen der Goldoberflaiche gemessen

worden, die Rauhigkeit jedes Scanbereiches und die entsprechende
Scangeschwindigkeit sind in der Tabelle 2 beschrieben.
Tabelle 2: Rauhigkeit und Z-Range jedes Scanbereiches der Goldoberflache.
Scanbereich [um] I[::mf] Z-[;anq?e Scange[tlt:nm;isr;digkeit Scan{lr_'ezciuenz
1 1,5 19,6 1,0 0,5
2,5 1,5 31,5 2,5 0,5
5 1,4 24,8 5,0 0,5
20 1,6 46,3 10,0 0,25
Mittelwert= 1,5
Standardabweichung= 0,1

Der RMS der Goldoberflache lieg bei 1,5 nm (x1 nm; n=4) und der des Z-Ranges bei
~46 nm. Jeder Bereich wurde nur einmal gemessen und der Mittelwert wurde aus
den RMS jedes Scanbereiches ausgerechnet. Der bedeutsamste Z-Range der
gesamten Oberflache ist der im 20 um Bereich. Die Scangeschwindigkeit der
Goldoberflachenmessungen andert sich zwischen 1 um/s fir den 1 um Scanbereich
und 10 um/s fur den von 20 um. Trotz dieser Differenz sieht man in der Tabelle 2,
dass sich der RMS nicht in Abhangigkeit der Scangeschwindigkeit oder Grof3e des
Scanbereiches andert.
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Wie man in Abbildung 25 sieht, ist die Goldoberflache sehr inhomogen, und besitzt

viele Locher und einige Furchen.

Auflésung:

Scangeschwindigkeit: 10 um/s;

Scanbereich: 20 pum;

Abbildung 25: Goldoberflache;

512x512 Pixel;

2; Hohenbild.

D=

9, I=1,

Regelung: P
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Der Scanbereich von 1 um, welcher eine VergréRerung des Zentrums des 20 um

Bildes ist, zeigt ein Loch von circa 10 nm Tiefe (Abbildung 27, links, Pfeil) und 120

nm Breite.

Abbildung 26: Goldoberflache; Scanbereich: 1 pm; Scangeschwindigkeit: 1 um/s; Auflésung:
1024x1024 Pixel; Regelung: P=5, 1=0,8, D=2; links: Hohenbild, rechts: Phasenbild.

Dieses Bild zeigt ebenfalls die Goldpartikel aus der die Schicht besteht. Sie besitzen
eine mittlere Breite von 43 nm (7 nm, n= 10) und eine mittlere H6he von 2,4 nm
(0,6 nm, n=10). Das Phasenbild (Abbildung 27, rechts) erlaubt die Visualisierung

der Konturen der GoldPartikel.
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Das 3D-Bild des 1 um Scanbereiches zeigt, wie rau die Goldoberflache ist.

19.64 nm

9.82 nm

0nm

0.974 pm 0.974 pm

0.487 im 0.487 pm

Opm  Opm

Abbildung 27: Goldoberflache; Scanbereich: 1 um; Scangeschwindigkeit: 0,2 um/s; Auflésung:
1024x1024 Pixel; Regelung: P=5, 1=0,8, D=2; 3D-Bild.
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4.4 Charakterisierung der Waferoberflache

Funf Bereiche von 20 um der Waferprobe wurden gemessen, der RMS zeigte einen
Wert von 0,29 nm (x0,07 nm, n=5) und der Z-Range 16,6 nm (2,8 nm, n=5). Die

Abbildung 28, welche ein Beispiel eines 20 um Scans ist, zeigt, dass die

Waferoberflache sehr homogen und ein paar Erhebungen besitzt.

Abbildung 28 : Waferoberflache; Scanbereich: 20 um; Scangeschwindigkeit: 4 pum/s; Auflésung:
512x512 Pixel; Regelung: P=9, I=1, D=0,1; H6henbild.

Die Hohe dieser Erhebungen, die von dem Waferschutztfilm kommen kénnten, lag
bei circa 15 nm. Das Ergebnis der Kontaktwinkelmessung betrug 48,69 ° (+ 0,46 °,
n=6).
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Funf Bereiche von jeweils 1 um (Abbildung 29) der Waferoberflache wurden

5), des Z-Range

gemessen. Das Ergebnis des RMS betrug 0,14 nm (0,03 nm, n

=5).

5) und das F/PF-Verhaltnis 1,0026 (x0,0011, n

150,7nm, n

Abbildung 29: Waferoberflache; Scanbereich: 1 pm; Scangeschwindigkeit: 1 pm/s; Auflésung:

2,1=0,2, D=0,1; Hohenbild.

1024x1024 Pixel; Regelung: P

Die

In Abbildung 29 der Waferoberflache zeigt sich kein besonderes Muster.

Waferprobemessungen zeigen ein Rauschen, da die vertikale Bewegung sehr nah

von der maximalen Auflésung des Scanners ist.
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In dem 3D-Bild (Abbildung 30) sieht man deutlicher die Struktur der Waferoberflache.

2.28nm
E 1.14nm
0nm

1pm

0pm
0pm H

Abbildung 30: Waferoberflache; Scanbereich: 1 pum; Scangeschwindigkeit: 1 um/s; Auflésung:
1024x1024 Pixel; Regelung: P=2, 1=0,2, D=0,1; 3D-Bild.

Es scheint so, dass die Oberflache aus sehr kleinen Partikel (Durchmesser: <10 nm,;

Hohe <1 nm) besteht. Diese Partikel setzen sich zusammen und bilden kleine Hugel.
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4 um/s, Auflésung

20 um, Scangeschwindigkeit

Hohenbild.

Titanoberflache, Scanbereich

Abbildung 31

P=51=0,5 D=0,1,

512x512 Pixel, Regelung

Die Abbildung 31 zeigt eine sehr homogene Titanoberflache ohne Agglomerate. Das

=6).

Ergebnis der Kontaktwinkelmessung ist 83,33 ° (+ 1,21 °, n
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Es wurden funf Bereiche von 1 um (Abbildung 32) der Titanoberflache gemessen,
der RMS betragt 0,76 nm (x0,03 nm, n=5), der Z-Range 7,3 (x 0,5 nm, n=5) und das
F/PF-Verhaltnis 1,0195 (+0,0041, n=5).

Abbildung 32: Titanoberflache; Scanbereich: 1 um; Scangeschwindigkeit: 1 um/s; Auflésung:
1024x1024 Pixel; Regelung: P=5, 1=0,5, D=0,1; H6henbild.

Man sieht in Abbildung 32, dass die Titanoberflache hauptséchlich aus zwei
verschiedenen Partikelgro3en besteht. Es gibt kleine Partikel (Pfeil oben) mit einem
Durchmesser von 12 nm (x2 nm n=10) und einer Hohe von 1,4 nm (0,3 nm n=10)
und gro3ere Partikel (Pfeil unten) mit einem Durchmesser von 24 nm (x4 nm n=10)
und einer H6he von 3,7nm (x0,9 nm n=10). Die Rohdaten sind im Anhang 7.4
beschrieben.
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Das 3D-Bild des 1 um Bereiches zeigt, dass diese Partikel nicht homogen verteilt
sind und sich Bereiche mit vielen grof3en Partikeln und mit vielen kleinen Partikeln
bilden.

817 nm

4.08 nm

Onm
1pm

0pm

0pm

Abbildung 33: Titanoberflache; Scanbereich: 1 um; Scangeschwindigkeit: 1 pum/s; Auflésung:
1024x1024 Pixel; Regelung: P=5, 1=0,5, D=0,1; 3D-Bild.

Diese zwei PartikelgrofRen konnte man als zwei Niveaus bezeichnen. Die hochsten
Partikeln umgeben die Bereiche mit den kleineren Partikeln, es scheint als ob die
Oberflache aus Spitzen und Licken besteht. Als Licken wird der freie Raum

zwischen den Partikeln bezeichnen.
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Der die Wafer-
Titanoberflache (siehe Abbildung 34) zeigt, dass der RMS der Waferprobe deutlich

Zusammenfassung der gemessenen Werte flr und die

geringer als der der Titanprobe ist.

Probe Scanbereich RMS Z-range Flache/Projetzierte Flache
[nm] [nm] []
20 um 0,29 +0,07 | 16,60 * 2,80 -
Waferoberflache
1um 0,14 +0,03| 1,50 0,70 1,0026 + 0,0011
20 um 0,52 +0,05| 6,60 1,50 -
Titanoberflache
1 um 0,76 +0,03 | 7,30 £ 0,50 1,0195 + 0,0041

Abbildung 34: Zusammenfassung der Rauhigkeitanalyse der Wafer- und Titanoberflache.
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4.6 Visualisierung des Fibronektins auf der Titanoberflache

Von allen Titanproben auf deren Oberflache das Fibronektin adsorbiert war, wurden

funf Bereiche von 20 um und funf von 1 um analysiert (Wie im Abschnitt 4.1

beschrieben). Die Veranderung der

gemessenen Werte der Titanprobe in

Abhangigkeit von der Fibronektininkubationszeit wird in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Zusammenfassung der gemessenen Werte der

Titanoberflache fur die 1 um Bereiche.

Fibronektinadsorption auf der

(Inkubationszeit: 180min )

RMS Z-range Flache/Projetzierte Flache
Probe
[nm] [nm] [-]
Titanoberflache 0,76 +0,03]| 7,25 +0,54 1,0195 + 0,0041
Titanoberflache + Fibronektin 1 /o, 07 | 484 +127 1,0046 +0,0011
(Inkubationszeit: 30 min)
Titanoberflache + Fibronektin 5 5, 05 | 419 + 152 1,0037 +0,0014
(Inkubationszeit: 60 min)
Titanoberflache + Fibronektin 1 o7 6 05 | 447 +084] 10032 +0,0009
(Inkubationszeit: 120 min)
Titanoberflache + Fibronektin 039 +001 | 355 033 1,0043 + 0,0016

In Tabelle 3 sieht man, dass die Rauhigkeit, der Z-Range und das F/PF-Verhéltnis

sich in Abhangigkeit von der

Fibronektininkubationszeit verandert. Die hier

zusammengefassten Ergebnisse werden genauer in den folgenden Abschnitten

erklart.
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4.6.1 Adsorptionszeit 30 Minuten

Nach einer 30 mindtigen Inkubation vom Fibronektin auf der Titanoberflache betrug
der RMS in einem 20 um Bereich 0,59 nm (0,07 nm, n=5) mit einem Z-Range von
59,3 nm (£ 23,6nm, n=5).

Abbildung 35: Titanoberfliche mit adsorbiertem Fibronektin; Fibronektinkonzentration: 20 nM;
Inkubationszeit: 30 Minuten; Scanbereich: 20 um; Scangeschwindigkeit: 4 um/s; Auflésung: 512x512
Pixel; Regelung: P=9, I=1, D=0,1; H6henbild.

Man sieht in Abbildung 35, dass die Oberflache weniger homogen als die reine
Titanoberflache ist. Es gibt einige Agglomerate oder besondere Bereiche (Pfeil), die
hoher als der Rest der Oberflache zu sein scheint. Die weiter unten aufgefihrten

Ergebnisse zeigen die Unterschiede, die sich auf der Oberflache finden lassen.
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Abbildung 36: Titanoberflache mit adsorbiertem Fibronektin; Fibronektinkonzentration: 20 nM;
Inkubationszeit: 30 Minuten; Scanbereich: 1 um; Scangeschwindigkeit: 1 um/s; Auflésung: 1024x1024
Pixel; Regelung: P=5, 1=0,5, D=0,1; links: H6henbild; rechts: Phasenbild.

In Abbildung 36 - 37 und in Abbildung 38 - 39 sind zwei deutlich unterschiedliche
Oberflachenstrukturen dargestellt. Trotzt dieser unterschiedlichen Bereichstypen war
die Rauhigkeit der Oberflachen nach 30 Minuten Fibronektinadsorption berechnet
worden. Der RMS lag bei 0,30 nm (+0,08 nm, n=5), der Z-Range bei 4,2 (£ 1,5 nm,
n=5) und das F/PF-Verhaltnis bei 1,0037 (+0,0014, n=5). Die Struktur, die im
Phasenbild (siehe Abbildung 36, rechts) erscheint, entspricht den Konturen der
Partikel im Hohenbild. Das 3D-Bild dieses Bereiches zeigt deutlich diese Partikel auf
der Oberflache.
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555 nm

fz.?ﬁ nm
Onm

1pm

Qum 0pm

Abbildung 37 : Titanoberfliche mit adsorbiertem Fibronektin; Fibronektinkonzentration: 20 nM;
Inkubationszeit: 30 Minuten; Scanbereich: 1 um; Scangeschwindigkeit: 1 um/s; Auflésung: 1024x1024
Pixel; Regelung: P=5, 1=0,5, D=0,1; 3D-Bild.

Die Oberflache in Abbildung 37 ist weniger rau als die reine Titanoberflache. Es
scheint, dass die Licken zwischen den hochsten Partikeln der Titanoberflache
teilweise mit Fibronektinmolekulen ausgefillt sind und dass nur einige Spitzen dieser

Titanpartikel zu sehen sind.
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Ebenfalls nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten traten folgenden Bilder (siehe
Abbildung 38 - 39) auf. Es istin diesen Bildern zu erkennen, dass einige Partikel auf
der in Abbildung 37- 38 dargestellten Strukturen adsorbiert sind. Die gleichen Partikel
sind sehr deutlich in dem Phasenbild (siehe Abbildung 38, rechts) erkennbar.

Abbildung 38: Titanoberflache mit adsorbiertem Fibronektin; Fibronektinkonzentration: 20 nM;
Inkubationszeit: 30 Minuten; Scanbereich: 1 um; Scangeschwindigkeit: 1 um/s; Auflésung: 1024x1024
Pixel; Regelung: P=5, 1=0,5, D=0,1; links: H6henbild; rechts: Phasenbild.

Die Partikel, die im Phasenbild sehr aufféallig erscheinen, haben eine Breite von 29
nm (5 nm n=10) und eine Hbhe von 2,2 nm (+0,6 n=10). Die Rohdaten sind im
Anhang 7.4 beschrieben. Die Informationen, die aus dem Phasenbild kommen,
zeigen, dass die Phasenverschiebung sehr grof3 ist, wenn die Spitze ein Partikel
oberhalb der Oberflache trifft. Es scheint auch, dass die untererste Schicht aus

einem homogenen Stoff besteht, da nur sehr kleine Phasenverschiebungen zu sehen
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sind. Trotzdem sind die Konturen der Partikel der unterersten Schicht im Phasenbild
noch zu erkennen.

Wegen der grof3en Phasendifferenz zwischen den isolierten Partikeln, die
Fibronektin sein sollten, und dem Rest der Oberflache konnte man vermuten, dass
die untere Schicht aus einer Mischung von Titanspitzen und Fibronektin besteht. Man
hat also den Eindruck, dass die Lucken der Titanoberflache total ausgefullt sind und
dass die Partikel der Titanschicht und die Fibronektinmolekile gleich hoch sind. Die
Schicht unterhalb der isolierten Partikel, die im Phasenbild zu erkennen sind, besteht
also aus einer Mischung von Titan- und Fibronektinpartikeln, sodass sie nicht im
Phasenbild zu differenzieren sind. Diese Schicht wird in dieser Arbeit weiterhin als

Titan-Fibronektin-Misch-Schicht bezeichnen.
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Das 3D-Bild dieses Bereiches zeigt zusatzlich, dass die Oberflache glatter als in
Abbildung 37 ist.

6.48 nm

3.24nm

0nm
1 pm

0pm

0 pm

Abbildung 39: Titanoberflache mit adsorbiertem Fibronektin; Fibronektinkonzentration: 20 nM;
Inkubationszeit: 30 Minuten; Scanbereich: 1 um; Scangeschwindigkeit: 1 um/s; Auflésung: 1024x1024
Pixel; Regelung: P=5, 1=0,5, D=0,1; 3D-Bild.

Die Struktur der Titanoberflache ist in Abbildung 39 nicht mehr zu erkennen, die

Oberflache sieht wie eine homogene Schicht aus.
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4.6.2 Adsorptionszeit 60 Minuten

Funf Bereiche von 20 pum der Titanoberflache mit adsorbiertem Fibronektin

(Inkubationszeit ist 60 Minuten) wurden gemessen, der RMS lag bei 1,60 nm (+1,28
nm, n=5) und der Z-Range bei 66,8 nm (+ 27,4 nm, n=5).

Abbildung 40: Titanoberfliche mit adsorbiertem Fibronektin; Fibronektinkonzentration: 20 nM;
Inkubationszeit: 60 Minuten; Scanbereich: 20 um; Scangeschwindigkeit: 4 um/s; Auflosung: 512x512
Pixel; Regelung: P=15, I1=1, D=0,1; links: Hdhenbild; rechts: Phasenbild.

Die Abbildung 40 zeigt regelméfRig verteilte Agglomerate auf der Oberflache, die
sicherlich aus Fibronektin bestehen. Die Agglomerate sind langféormig und parallel

ausgerichtet. Diese Richtung ist die Spulrichtung. Es muss angemerkt werden, dass
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einzelne Proteinen und Agglomerate einer kleineren Grofl3e im Phasenbild (siehe
Abbildung 40, rechts) zu erkennen sind. Eine Vergrof3erung davon ist in Abbildung

41 gegeben.

Abbildung 41: Titanoberflache mit adsorbiertem Fibronektin; Fibronektinkonzentration: 20 nM,;
Inkubationszeit: 60 Minuten; Scanbereich: 1 um; Scangeschwindigkeit: 1 um/s; Aufldsung: 1024x1024
Pixel; Regelung: P=15, I1=1, D=0,1; H6henbild.

Die Abbildung 41 zeigt eine sehr glatte Oberflache mit einigen Partikeln, die wie bei
einer Inkubationszeit von 30 Minuten, oberhalb der anderen lokalisiert sind und
manchmal Agglomerate bilden.



4. Ergebnisse und Diskussion 73

Das Phasenbild zeigt, wie fir den Versuch nach 30 Minuten, dass die untererste
Schicht erneut wie eine Titan-Fibronektin-Misch-Schicht aussieht. Aber diesmal alle
gemessenen Stellen &hnlich waren. Die Phasenbilder aller Stellen zeigen einen
gro3en Unterschied zwischen der unterersten Schicht und den Partikeln oberhalb
dieser. Das 3D-Bild dieses Bereiches zeigt, dass die Agglomerate viel héher als der
Rest der Oberflache sind.

6.49 nm
3.24nm

0nm
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Abbildung 42: Titanoberflache mit adsorbiertem Fibronektin; Fibronektinkonzentration: 20 nM,;
Inkubationszeit: 60 Minuten; Scanbereich: 1 um; Scangeschwindigkeit: 1 um/s; Auflésung: 1024x1024
Pixel; Regelung: P=15, I1=1, D=0,1; 3D-Bild.

Die Oberflache ohne Beriicksichtigung der Agglomerate sieht aus, wie die der
Fibronektinadsorption nach 30 Minuten. Die Struktur der Oberflache nach einer 60
mindtigen Inkubationszeit besteht also aus einer kompakten homogenen Schicht mit
einzeln Partikeln und Agglomeraten. Funf Bereiche von 1 um der Titanoberflache
nach eine Inkubationszeit von 60 Minuten wurden gemessen, der RMS betrug 0,45
nm (0,07 nm, n=5), der Z-Range 4,8 (= 1,3 nm, n=5) und F/PF-Verhéltnis 1,0046
(£0,0011, n=5).
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Ein anderes Beispiel befindet sich in Abbildung 43, das eine Vergrof3erung eines
Bereiches von 0,6 um eines Agglomerates enspricht. Dieses Bild zeigt die sehr glatte
Oberflache, auf der einige Partikel zu erkennen sind. Im Phasenbild (siehe Abbildung
43, rechts) lassen sich diese Partikel sehr gut von dem Rest der Oberflache

differenzieren.

Abbildung 43: Titanoberflache mit adsorbiertem Fibronektin; Fibronektinkonzentration: 20 nM,;
Inkubationszeit: 60 Minuten; Scanbereich: 0,6 pm; Scangeschwindigkeit: 0,6 um/s; Auflésung:
1024x1024 Pixel; Regelung: P=10, 1=0,4, D=0,1; links: Hohenbild; rechts: Phasenbild.

In Abbildung 43 sieht man Partikel unterschiedlicher GréRen: z.B. der bei dem Pfeil 1
gezeigte Partikel hat eine Breite von 27 nm und eine Hohe von 2,8 nm. Bei dem Pfeil
2 betragt die Breite 32 nm und die H6he 3,2 nm. Der dritte Pfeil zeigt auf ein
Agglomerat, das Wahrscheinlich aus zwei Partikel besteht mit einer Breite von 57 nm

und einer Héhe von 3,4 nm.
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4.6.3 Adsorptionszeit 120 Minuten

Nach einer Inkubationszeit von 120 Minuten scheint die Oberflache aul3erst glatt. Die

4), und der Z-Range 26,3 nm (+ 7,5

berechnete RMS betrug 0,36 nm (0,05 nm n

=4).
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Fibronektinkonzentration: 20 nm;

Abbildung 44: Titanoberflache mit adsorbiertem Fibronektin;

120 Minuten; Scanbereich: 20 pum; Scangeschwindigkeit: 4 pm/s; Aufldsung:

Inkubationszeit:

0,1; Héhenbild.

=15, 1=0,6, D=

1024x1024 Pixel; Regelung: P

In Abbildung 44 sieht man eine homogene Oberflache mit nur einigen Agglomeraten.

Eine VergrofRerung eines Bereiches von 1 um der Oberflache nach 120 Minuten

Fibronektinadsorption befindet sich in Abbildung 45. Die Rauhigkeit des Bereiches
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lag bei 0,27 nm (£0,02 nm n=5), der Z-Range bei 4,5 nm (£0,8 nm n=5) und das
F/PF-Verhaltnis bei 1,0032 (+0,0009 n=5).

Abbildung 45: Titanoberflache mit adsorbiertem Fibronektin; Fibronektinkonzentration: 20 nM,;
Inkubationszeit: 120 Minuten; Scanbereich: 1 um; Scangeschwindigkeit: 1 pm/s; Auflésung:
1024x1024 Pixel; Regelung: P=15, 1=0,6, D=0,1; H6henbild.

Die Abbildung 45 zeigt keine besondere Struktur der Oberflache, sie besteht aus
kleinen Partikeln, die im 3D-Bild (siehe Abbildung 46) deutlich zu sehen sind. Die
Titan-Fibronektin-Misch-Schicht war im Phasenbild nicht mehr zu sehen.

Im 3D-Bild sieht man die kompakte Struktur der Oberflache mit angesammelten
Partikeln.
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Abbildung 46: Titanoberflache mit adsorbiertem Fibronektin; Fibronektinkonzentration: 20 nM,;

Inkubationszeit: 120 Minuten; Scanbereich: 1 pum; Scangeschwindigkeit: 1 upum/s; Aufldsung:
1024x1024 Pixel; Regelung: P=15, 1=0,6, D=0,1; 3D-Bild.

Die Abbildung 46 zeigt, dass die Oberflache hauptséchlich aus Partikeln mit einer

Ho6he von circa 1 nm und einen Durchmesser von circa 20 nm besteht.
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Eine weitere Titanprobe wurde nach dieser Fibronektinadsorptionsdauer (120
Minuten) mit 5 ml Wasser mit grof3ter Vorsicht gespult. Alle anderen Proben waren
mit einer Menge von circa 20-50 ml gesptlt worden. Die Visualisierung dieser
Titanprobe zeigt verschlungene Faden an der Oberflache.

Abbildung 47: Titanoberflache mit adsorbiertem Fibronektin; Inkubationszeit: 120 Minuten; Spulung:
5 ml; Scanbereich: 20 um; Scangeschwindigkeit: 4 um/s; Aufldsung: 512x512 Pixel; Regelung: P=15,
I=1, D=0,1; Hohenbild.

Die Faden haben eine Hohe zwischen 5 und 30 Nanometern, eine Breite zwischen

50 und 200 nm und eine Lange von einigen Mikrometern.
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Eine VergroRerung von 1 um zeigt genauer die Faden und der Oberflache unterhalb:

Abbildung 48: Titanoberflache mit adsorbiertem Fibronektin; Die Pfeile bezeichnen Untereinheiten
der Faden; Inkubationszeit: 120 Minuten; Spllung: 5ml; Scanbereich: 1 um; Scangeschwindigkeit: 1
um/s; Auflésung: 1024x1024 Pixel; Regelung: P=15, I1=1, D=0,1; H6henbild.

Die Struktur der Faden zeigt Untereinheiten (Pfeile in Abbildung 48). Der Oberflache
unterhalb der Faden besteht aus Partikeln eines Durchmessers von circa 20 nm wie
in den Bilder nach einer Inkubationszeit von 120 Minuten und 180 Minuten.
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Im 3D-Bild ist deutlich zu sehen, dass die Faden aus Untereinheiten bestehen. Diese

Untereinheiten besitzen eine Hohe von circa 4 nm und eine Breite von circa 50 nm.

959 nm

4.79 nm

Onm
1pm

0pm

0 pm

Abbildung 49: Titanoberflache mit adsorbiertem Fibronektin; Inkubationszeit: 120 Minuten; Spilung:

5ml; Scanbereich: 1 um; Scangeschwindigkeit: 1 um/s; Auflésung: 1024x1024 Pixel; Regelung: P=15,
I=1, D=0,1; 3D-Bild.

Die Dimensionen der Partikel dieser Faden sind &hnlich der Dimensionen der
Partikel, die sich oberhalb der Titan-Fibronektin-Misch-Schicht nach 30 und 60
Minuten Inkubation befinden.

Nach den oben beschriebenen Messungen wurden diese Probe nochmals mit

Wasser gespult (Diesmal mit 20 ml wie die anderen Probe). Die Spulrichtung war
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genau festgellet worden. Nach dieser Spiulung wurde die Probe nochmals
vermessen. Die Visualisierung zeigte folgendes Ergebnis:

Abbildung 50: Titanoberflache mit adsorbiertem Fibronektin; Inkubationszeit: 120 Minuten; Spilung:
~20 ml; Scanbereich: 20 um; Scangeschwindigkeit: 4 um/s; Aufldsung: 512x512 Pixel, Regelung:
P=15, I=1, D=0,1; H6henbild.

In Abbildung 50 ist die Spilrichtung von oben nach unten. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die Faden nach der zweiten Spuilung in der Spilrichtung ausgerichtet

sind. Die Faden sind also nicht fest an der Oberflache gebunden.
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Nach einer 180 minutigen Fibronektinadsorption erscheint auch diese Oberflache
glatt und homogen. Agglomerate sind selten zu sehen aber die Oberflache gleicht
der nach 120 Minuten. Als Resultat fir den 1 um Scanbereich ergab sich ein RMS
von 0,39 nm (0,01 nm, n=5), ein Z-Range 3,6 (x 0,3 nm, n=5) und ein F/PF-
Verhéltnis von 1,003 (x0,0016, n=5).

Abbildung 52: Titanoberflache mit adsorbiertem Fibronektin; Fibronektinkonzentration: 20 nM;
Inkubationszeit: 180 Minuten; Scanbereich: 1 um; Scangeschwindigkeit: 1 um/s; Auflésung:
1024x1024 Pixel; Regelung: P=10, I=1, D=0,5; H6henbild.

Die Struktur der Oberflache nach 180 Minuten besteht aus Partikel einer Breite
zwischen 30 und 50 nm und einer Hohe zwischen 1 und 1,5 nm. Die Titan-
Fibronektin-Misch-Schicht war im Phasenbild nicht mehr zu erkennen.
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Das 3D-Bild zeigt die Struktur der Oberflache, die sehr kompakt ist. Die Oberflache
sieht homogener als die mit einer Inkubationszeit von 120 Minuten aus. Jedoch weif3t
diese eine hohere Rauhigkeit auf.

3.04nm
152nm
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1pm
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Abbildung 53: Titanoberfliche mit adsorbiertem Fibronektin; Fibronektinkonzentration: 20 nM;

Inkubationszeit: 180 Minuten; Scanbereich: 1 pm; Scangeschwindigkeit: 1 um/s; Aufldsung:
1024x1024 Pixel; Regelung: P=10, I=1, D=0,5; 3D-Bild.

In Abbildung 53 scheinen die Partikel wie eine Monolage angeordnet zu sein. Es sind
keine kleineren Partikel, wie auf der Oberflache bei einer Inkubationszeit von 120
Minuten (siehe Abbildung 46) zu sehen.
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Eine weitere Probe wurde mit einer zehnmal héheren Fibronektinkonzentration (~200

nM) vorbereitet. Die Visualisierung dieser Probe zeigt, dass die Oberflache wie der

bei

Trotzdem befinden sich mehr

einer Konzentration von 20 nM aussieht.

Agglomerate auf der Oberflache als bei einer Konzentration von 20 nM.
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Fibronektinkonzentration: 200 nM

Abbildung 54: Titanoberflache mit adsorbiertem Fibronektin;

Inkubationszeit: 180 Minuten; Scanbereich: 20 um; Scangeschwindigkeit: 4 um/s; Auflosung: 512x512

0,1; Héhenbild.

=15, 1=0,8, D=

Pixel; Regelung: P
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Eine VergroRerung von 1 um zeigt, dass die Partikel, aus dem die Oberflache
hauptséachlich besteht, eine Hohe von circa 1 nm und eine Breite von circa 35 nm

besitzen.

=
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Abbildung 55: Titanoberflache mit adsorbiertem Fibronektin; Fibronektinkonzentration: 200 nM;
Inkubationszeit: 180 Minuten; Scanbereich: 1 um; Scangeschwindigkeit: 1 pm/s; Auflésung:
1024x1024 Pixel; Regelung: P=10, 1=0,8, D=0,5; H6henbild.

Die Rauhigkeit der 1 um Bereiche betrug 0,42 nm (0,04 nm n=5), der Z-Range 3,63
nm (+0,39 n=5) und das F/PF-Verhaltnis 1,0034 (+x0,0003). Diese Werte und auch
die Dimensionen der Partikel entsprechen denen der Partikel des
Adsorptionsversuchs einer Fibronektinkonzentration von 20 nM.
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4.6.5 Veranderung der Rauhigkeit in Abhangigkeit der Inkubationszeit des
Fibronektins

Der Zusammenhang zwischen der Rauhigkeit und der Inkubationszeit der
Titanproben wird in  Abbildung 56 dargestellt. Die Darstellungen des Z-Range und
des F/PF-Verhaltnis befinden sich im Anhang 7.3.
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Abbildung 56 : Rauhigkeit (fur die 1 pm Bereiche) den Titanproben in Abhangigkeit der
Fibronektininkubationszeit; die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen jedes Punktes;

die Kreuze bezeichnen die Rauhigkeit jeder Titanprobe vor der Fibronektinadsorption.

In Abbildung 56 sieht man, dass der RMS der Titanoberflache (Inkubationszeit gleich
Null) ist viel hoher als die der anderen Proben. Sie betragt ca.0,8 nm. Man merkt
eine starke Verkleinerung der RMS zwischen 0 und 60 Minuten bis zu ca. 0,3 nm.
Dieses Minimum wird zwischen 60 und 120 Minuten erreicht und die RMS erhéht
sich nochmals bis zu ca. 0,4 nm fur die Probe nach 180 Minuten. Die hohere
Standardabweichungen der Punkte nach 30 und 60 Minuten entsprechen den

Oberflachen, in denen Agglomerate und Partikel oberhalb der Titan-Fibronektin-
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Misch-Schicht zu sehen waren. Die Rauhigkeit der Titanproben (Kreuze in Abbildung
56) war vor jeden Fibronektinadsorptionsversuch gemessen worden, um zu

Uberprufen, ob sich die Rauhigkeit der Titanoberflache von Probe zu Probe andert.
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4.7 Diskussion

Der Vergleich der Bilder der Titan- und der Waferoberflache erlaubt es, das Ergebnis
des Sputterns zu erkennen. Tatséchlich wird die Oberflache viel rauer nach dem
Sputtern und die Partikel der Waferoberflache sind viel kleiner als die Partikel der
Titanschicht.

Die Beobachtung der Rauhigkeit der Titanoberflache vor und nach der
Fibronektinadsorption zeigt den Erfolg des Adsorptionsprozesses. Die Rauhigkeit
verkleinert sich sehr stark von 0,8 bis circa 0,3 zwischen dem Anfang des Versuchs
und nach 60 Minuten. Dann bleibt sie konstant bis zu einer Inkubationszeit von 180
Minuten. Tatsachlich erhoht sich die Rauhigkeit leicht zwischen 120 und 180
Minuten, aber dieser Anstieg kann vernachlassigt werden im Vergleich zu dem
enormen Sprung der RMS, welcher direkt nach dem Adsorptionsanfang auftrifft.

Nach den Asdorptionsuntersuchungen scheint es, als ob dass Fibronektin auf
der untersuchten gesputterten Oberflache eine kugelférmige Struktur besitzt. Der
Durchmesser der Fibronektinmolekdle liegt bei ca. 30 nm und die Hb6he bei ca. 2 nm.
Diese Dimensionen wurden auf Basis der isolierten Partikel, die oberhalb der Titan-
Fibronektin-Misch-Schicht zu sehen waren, gemessen (siehe Abschnitt 4.6.1und
4.6.2). Es ist jedoch zu bedenken, dass die Genauigkeit des Scanners nicht exakt
bestimmt werden konnte (siehe Abschnitt 4.2). Die in dieser Arbeit gegebenen
Dimensionen mussen also mit Vorsicht betrachtet werden. Die Dimensionen des
Fibronektins nach einer Adsorption von 120 und 180 Minuten sind schwieriger zu
bestimmen, da die Fibronektinschicht sehr kompakt ist und die Konturen der Partikel
nicht deutlich zu erkennen sind.

Diese Form und Dimensionen konnten mit der Untersuchung von Zenhausern
et al [Zen93] sowie mit der von MacDonald et al [Mac98] und der von Sousa et al
[Sou07]  verglichen werden. Diese drei Untersuchungen zeigen, dass das
Fibronektin auf unterschiedlichen Titanoberflachen unterschiedliche Dimensionen
betragt. Zenhausern et al haben Fibronektin auf dinnenverdampfter Titanschicht
untersucht und Dimensionen von 32 nm (Breite) und 2 nm (H6he) gemessen. Die
Untersuchung von MacDonald war auf glatt geschliffenem Titan und die Ergebnisse
waren eine Breite von 16 nm und eine Hohe von 2,5 nm. Nach der Untersuchung von
Sousa betragen die Dimensionen des Fibronektins auf gesputtertem Titan schlieflich
55 nm (Breite) und 4.6 nm (Hohe).
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Der Adsorptionsversuch mit gering benutzter Wasserspulungsmenge (siehe
Abschnitt 4.6.3) zeigt Faden auf der Probenoberflache, die aus Partikel ahnlichen
Dimensionen wie die Fibronektinmolekile bestehen. Diese Faden wurden nicht
beobachtet, wenn die Wasserspiulungsmenge hoéher war, da sie nicht mit der
Oberflache fest verbunden waren. Es ist also wahrscheinlich, dass diese Faden in
der Losung ausgebildet wurden und sich auf der Oberflache gelegt haben, wenn das
Lésungsmittel verdampft ist. Diese Faden kdnnten Fibronektin in einer Fibrillenform
sein. Eine Fibrille besteht aus einer Verkettung mehrerer Fibronektinmolekile in
kompakter Form, die in Ldsung selbst-agglomeriert wurden [Eri02]. Weitere

Versuche, um dies zu bestimmen, wurden leider nicht durchgefihrt.

4.7.1 Schritte des Adsorptionsprozesses

Unter Berucksichtigung der Veranderung der Rauhigkeit wahrend des
Adsorptionsprozesses und beim Vergleich der Bilder vor und nach dem
Adsorptionsversuch auf der Titanoberflache ist es moglich, dass der
Adsorptionsprozess hauptsachlich aus zwei unterschiedlichen Schritten besteht. Der
erste Schritt geschieht in den ersten 30 Minuten. Wahrend dieser Zeit scheint
Fibronektin die Licken der Titanschicht, die ungeféhr die gleichen Dimensionen wie
sie selbst besitzen, auszufullen und einen starkes Absaken der Rauhigkeit zu
verursachen. Die Untersuchung der Probe nach 30 Minuten zeigt einige Stellen der
Oberflache, die komplett ausgefillt sind und isolierte Fibronektinmolekiile oberhalb
der Titan-Fibronektin-Misch-Schicht adsorbiert sind. Andere Stellen sind nicht
komplett ausgefillt und die Titanstruktur ist noch zu erkennen. Diese Probe kann als
eine Grenze vor dem nachsten Schritt angenommen werden. Ab 30 Minuten
beginnen die Fibronektinmolekile oberhalb der Titan-Fibronektin-Misch-Schicht zu
agglomerieren. Dies fuhrt zu den groRen Agglomeraten, die nach einer
Inkubationszeit von 60 Minuten auf der Oberflache zu erkennen sind.

Als zweiter Schritt kann also vermutet werden, dass die Agglomerierung von
Fibronektin zu sehr breiten Agglomeraten fuhrt, die eine weitere Schicht erzeugen.
Diese geschlossene Schicht kdnnte diejenige sein, welche ab 120 Minuten zu sehen
ist. Allerdings besteht die Oberflache nach dieser Inkubationszeit nur aus einer
homogenen festen Schicht. Keine Agglomerate, die eine noch weitere Lage formen
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konnten, wurden auf dieser Schicht beobachtet und die Visualisierung der
Oberflache nach 180 Minuten zeigt ahnliche Ergebnisse als der Versuch nach 120
Minuten. Deshalb kann man vermuten, dass beide Versuche die gleiche Schicht
zeigen. Dagegen Spricht der Fakt, dass die Rauhigkeit sich zwischen 120 und 180
Minuten leicht erhoht.

Der  Adsorptionsversuch nach 180  Minuten und mit  einer
Fibronektinkonzentration von 200 nM anstatt 20 nM zeigt nichts Besonderes aul3er,
dass sich mehrere Agglomerate auf der Oberflache bilden. Es scheint so, als ob die
ausgebildete Schicht mit 200 nM &hnlich der mit 20 nM ist. Auf Grund dieser einzigen
Untersuchung kann nicht vermutet werden, dass die beobachtete Schicht diejenige
ist, die ab 120 Minuten auf den Proben mit einer 20 nM Fibronektinkonzentration
beobachtet wurde. Tatsachlich ist es méglich, dass wahrend der Adsorptionszeit sich
mehr als eine weitere Schicht ausbildet, nachdem die Konzentration erhéht wurde.

Die SPR-Untersuchung, auf deren Basis die Inkubationszeiten gewahlt worden
waren, zeigt nicht, dass der Adsorptionsprozess aus zwei erkennbaren Schritten
bestent (siehe  Abschnitt 4.1.4). Man sieht trotzdem, dass die
Adsorptionsgeschwindigkeit nach circa 60 Minuten abnimmt und dass die adsorbierte
Menge ab 120 Minuten nur leicht steigt. Dies passt gut mit den oben beschriebenen
Schritten des Adsorptionsprozesses zusammen: Die erste Schicht erlaubt eine grof3e
Menge an Molekilen zu adsorbieren, da viele Stellen auf der Titanschicht zur
Verfligung stehen und so die Adsorptionsgeschwindigkeit hoch ist. Dann
verlangsamt die Agglomerierung der Proteine oberhalb der Titan-Fibronektin-Misch-
Schicht die Adsorption bis die Schicht komplett geschlossen ist. Wenn eine
geschlossene Schicht erreicht wird, andert sich die Menge des adsorbierten
Fibronektin nicht mehr und die Kinetikmessung geht in ein Plateau uber. Schlief3lich
soll man anmerken, dass die Messbedingungen des SPR-Versuchs unterschiedlich
waren (Titanschicht auf einem Glassubtrat und Messung in einer PBS-L6sung) die
dessen AFM.
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4.7.2 Einfluss der Spulung

Der Einfluss der Spulung ist zuerst wahrend des Adsorptionsversuchs mit einer
Inkubationszeit von 60 Minuten bemerkt worden. Die Visualisierung dieser Probe
(siehe Abschnitt 4.6.2) zeigt langformige Agglomerate, die in Spulrichtung
angeordnet sind. Das bedeutet nicht nur, dass die Form der Agglomerate von der
Spulrichtung abh&ngt, sondern auch, dass die Menge der adsorbierten Molekiile von
der Menge des Spilmittels beeinflusst wird. Eigentlich sollte ein Agglomerat
ursprunglich kugelférmig sein. Um langférmig zu werden, sollten sich einige Partikel
des Agglomerats durch die Spulung bewegen. Wenn sich diese Partikel an der
Oberflache wahrend der Spilung bewegen, kdnnte es sein, dass einige von der
Oberflache abgetrennt werden. Dies bedeutet auch, dass das Fibronektin, das sich
oberhalb der Titan-Fibronektin-Misch-Schicht befindet, nicht fest mit der Schicht

gebunden ist.
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4.7.3 Einfluss der Scangeschwindigkeit

Es wurde vermutet, dass sich die RMS in Abhangigkeit von der Scangeschwindigkeit
verandert sollte. Je héher die Scangeschwindigkeit ist, desto schwieriger ist es flr
den Scanner, den Verlauf der Oberflache genau zu folgen. Die Rauhigkeit sollte sich
verringern, wenn die Scangeschwindigkeit erhoht wird, da die Spitze weniger Zeit
hat, um in die Licken der Oberflache vorzudringen. Dies wurde durch die Messung
der Goldoberflache mit Scangeschwindigkeiten von 1, 2.5, 5 und 10 um/s untersucht.
Diese Versuche zeigten, dass keine bedeutsame Veranderung der RMS in
Abhangigkeit von der Scangeschwindigkeit zu bemerken ist (siehe Abschnitt 4.3).
Tatsachlich betrug die Rauhigkeit immer circa 1,5 nm. Eine Erklarung dafir ist, dass
die Rauhigkeit der Goldoberflache so grof3 ist, um durch Veranderung der
Scangeschwindigkeit eine Anderung in der Rauhigkeit festzustellen.

Eine Veranderung der Rauhigkeit wurde trotzdem fiir jede andere Proben
bemerkt. Alle Oberflachen aufRer der Goldoberflaiche wurden mit zwei
unterschiedlichen Scangeschwindigkeiten gemessen. Die Scangeschwindigkeit
betrug 4um/s fur die 20 um Bereiche und 1um/s fur die 1 um Bereiche. Die RMS
betrug meistens einen hoheren Wert fur die hochste benutzte Scangeschwindigkeit.
Dies kann dadurch erklaren werden, dass auf den meisten Oberflachen Agglomerate
zu sehen waren und unterschiedliche Scanbereiche vermessen wurden. Tatsachlich
ist die Wahrscheinlichkeit grosser Agglomerate zu treffen, wenn der Bereich der
Messung grosser ist als bei kleineren. Deshalb wurde diese Rauhigkeitsverdnderung
wahrscheinlich wegen der Grodssenveranderung des Scanbereiches statt der
Scangeschwindigkeit verursacht. Diese Konsequenz ist deutlich zu sehen auf Basis
der Messungen der Rauhigkeit der Titanprobe und der Probe nach einer
Inkubationszeit von 60 Minuten. Es waren sehr viele Agglomerate auf der Oberflache
der Adsorptionsversuchsprobe zu sehen und die Rauhigkeit war fir den 20 um
Bereich viel héher als fur den 1 um. Auf den Titanproben wurden keine Agglomerate
beobachtet und die Rauhigkeit war fir den 20 um Bereich kleiner als die fur den 1um
Bereich. Die gewahlte Rauhigkeit, um die verschiedenen Oberflaichen genau zu
charakterisieren und zu vergleichen ist die von den 1 um Scanbereichen, da die
Agglomerate die Messung der Rauhigkeit storen.

Folgende Einflisse der Scangeschwindigkeit waren zuséatzlich bemerkt worden: Es

wurde eine Verschiebung zwischen dem Vorwarts- und Rickwartssignals des Profils
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der Oberflache beobachtet. Es sieht so aus, als ob diese Verschiebung sich in
Abhangigkeit von der Scangeschwindigkeit erhtht. Betrug die Verschiebung
diejeniger Geschwindigkeit von 1um/s circa 20 nm und erhéhte sich manchmal bis zu
100 nm unter Anwendung einer Geschwindigkeit von 4 um/s. Eine Konsequenz von
diesen zuhohen Scangeschwindigkeiten war, dass die Partikel langlich aussahen
und aus einem kugelférmigen Vorderteil und einem langlichem Hinterteil parallel zur

Scanrichtung bestanden.
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4.7.4 Einfluss der Einstellung der Regelung

Der Einfluss der Regelung wurde nicht direkt untersucht, aber ein paar
Konsequenzen der Veranderung der Einstellung wurden trotzdem bemerkt. Die
meisten Messungen wurden mit folgenden Parametern des PID-Reglers eingestellt:
Proportionale Parameter: P= 15
Integrale Parameter: 1= 1

Differenziale Parameter: D= 0,1

Die Messungen der Gold-, Wafer- und Titanoberflachen wurden mit anderen
Parametern gemessen, da sie noch am Anfang dieser Arbeit durchgefuihrt worden
waren. Der D=0,1 wurde so klein gewahlt, da er theoretisch eine Wirkung auf dem
Signal haben soll (siehe Abschnitt 2.2.5) und trotzt keiner bedeutsamen Wirkungen
von einer Veranderung den D bemerkt worden war. Der Parameter P wurde auch
optimiert. Es wurde festgestellt, dass je hoher der Wert ist, desto scharfer die
Konturen des Profils der Oberflache dargestellt werden. Wurde P jedoch zu grofR3
eingestellt, Schwung sich das Signal auf, was im Bild Rauschen verursachte. P
wurde meistens mit einem Wert von 15 oder ein bisschen kleiner eingestellt. Die
Einstellung eines hohen P‘s beeinflusst auch die Verschiebung zwischen dem
Vorwarts- und Rickwartssignal negativ. Die Schwingung des Signals wurde
ebenfalls unter Anwendung von einem zu hohen | (grésser als 1) bemerkt. Die
Einstellung dieses Parameters wurde &hnlich durchgefiihrt wie die des P's.
Zusatzlich hangt | stark von P ab: je kleiner P ist, desto kleiner muss | gewahlt
werden, um Schwingungen zu vermeiden.

Die oben beschriebenen Einstellungen andern sich schrittweise und héngen
von der gemessenen Oberflache (Verdnderung der Rauhigkeit) und der
Scangeschwindigkeit ab. Sie sind trotzdem ein guter Ausgangspunkt, um eine

unbekannte Oberflache zu visualisieren.
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4.7.5 Einfluss der Einstellung des Setpoints

Die Einstellung der Resonanzfrequenz, insbesondere des Setpoints, spielt eine sehr
wichtige Rolle in der Qualitéat der in dieser Arbeit vorgestellten Messungen. Die
Ergebnisse, die in diesem Abschnitt vorgestellt wurden, beruhen auf der
Beobachtung von vielen Messungen unter Berlcksichtigung der Erfahrung mit der
AFM.

Die Resonanzfrequenz wurde nach jedem Wechseln der Spitze und auch jedes
Mal, wenn das Gerat wieder eingeschaltet wurde, eingestellt. Die Ergebnisse der
Einstellung der Resonanzfrequenz entsprechen den Angaben des Herstellers:
zwischen 75 und 85 kHz fur die Force-Modulation-Spitzen; zwischen 280 und 330
kHz fur die Tapping-Mode-Spitzen. Es wurde nicht bemerkt, dass sich die
Resonanzfrequenz einer Spitze verandert, aul3er bei Beschadigung einer Spitze. Der
Setpoint wurde wahrend des Messungstags in einigen Féllen nochmals eingestellt.
Es wurden Veradnderungen der Einstellung des Setpoints in drei Fallen durgefuhrt:

Wahrend des ersten Scans mit einer neuen Spitze; bei Veranderungen der
Raumtemperatur und drittens wenn die Oberflache nicht ausreichend getrocknet
wurde. Erstes konnte beobachtet werden, als die Resonanzfrequenz zwischen zwei
Scans nochmals eingestellt wurde. Wenn die Messung wiederholt wurde,
verringerteten sich die maximale Amplitude und auch der Setpoint. Manchmal war
die Verringerung so grof3, dass die Spitze nicht mehr die Oberflache traf. Um dieses
Problem zu l6sen, wurde die Drive-Amplitude der Autotuning-Parameter (siehe
Anhang 7.6) erhoht, bis der Setpoint immer im Bereich von 1,3 - 2,0 V lag. welches
der Setpoint-Bereich des Autotuning fur die Tapping-Mode-Spitze ist. In dieser Arbeit
dargelegten Bilder sind zu grof3ten Teil unter diesen Bedingungen gemessen
worden.

Der zweite Fall wurde bei starken Verédnderungen der Raumtemperatur
beobachtet. Die Raumtemperatur schwankte zwichen 26°C am Morgen und 19°C am
Ende des Nachmittags eines Messungstags. Unter solchen Bedingungen musste die
Einstellung mehrmals pro Tag wiederholt werden, weil die Spitze wegen der
Veranderung der Temperatur nicht mehr die Oberflache traf. Es wurde festgelegt,
dass mit Zunahme der Raumtemperatur die maximale Amplitude sowie der Setpoint
erhoht wurden. Die Drive-Amplitude wurde bei Temperaturabnabnahme erhéht, bis
der Setpoint in dem oben beschriebenen Bereich lag. Die meisten Messungen
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wurden bei stabilen Temperaturen (22-23 °C) durchgefuhrt, insgesamt wurde
festgestellt, dass bei kalten Temperaturen eine hohere Auflésung erreicht wurde, da
das Hintergrundrauschen des Signals sehr gering war.

Der dritte Fall wurde bei Messungen von nicht ausreichend getrockneten
Titanproben beobachtet. Die Titanprobe wurde direkt nach der Nachttrocknung dem
Vakuumtrockenschrank entnommen und sofort gemessen. Dabei konnte beobachtet
werden, dass die Spitze manchmal an der Oberflache haftete, was haufig bei
feuchten Oberflachen vorkam. Sind Licken im Hohenbild sowie im Phasenbild an
den gleichen Stellen und zur gleichen Zeit erkennbar, stellt dies ein Merkmal fir das
anhaften der Spitze da. Diese Lucken sehen wie ein sehr starker Sprung im Profil
beider Signals aus. Nach einem zweiten Nachttrocknen im Vakuumtrockenschrank
wurde dieses Phanomen nur noch selten beobachtet. Dieses Problem zeigte sich
nicht bei Messungen der Waferprobe, obwohl die Waferoberflache sehr viel
hydrophiler als die Titanoberflache ist. Die Kontaktwinkelmessung der Waferprobe
betrug 48,7 ° (+x 0,5 ° n=6) und die der Titanprobe 83,3 °(x 1,3° n=6). Um das
Problem zu l6sen, wurde der Setpoint so eingestellt, dass die Spitze nur leicht die
Oberflache berthrt. Der Setpoint wurde zwischen 80 und 90% anstatt 60% (siehe
Abschnitt 4.1.1) der maximalen Amplitude der Schwingung eingestellt. Unter solchen
Bedingungen sollte die Spitze nur kurzzeitig in Kontakt mit der Oberflache treten.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war die Visualisierung von adsorbiertem Fibronektin mittels
Rasterkraftmikroskop (AFM) auf einer Modeloberflache aus Titan fur Zahnimplantate
im Rahmen des Forschungsprojekts ,Bionanofunktionalisierte Oberflachen®.
Fibronektin ist ein Glykoprotein, das ein Kernbestandteil der extrazellularen Matrix
(EZM) ist und Zellenadh&sionsfunktion hat. Die Modeloberflache besteht aus einer
Titandioxidschicht, welche auf einem Wafersubstrat gesputtert wurde. Die AFM-
Messungen geschahen mit Tapping-Mode an der Luft. Die Rauhigkeit (RMS) der
Titanoberflache betrug ca. 0,8 nm und die der Waferoberflache ca. 0,14 nm. Das im
Wasser gelostete Fibronektin anschliessend auf der Titanoberflache aufgetragen und
fur unterschiedliche Zeitrdume inkubieren gelassen. Das Fibronektin wurde
kugelférmig beobachtet. Die gemessenen Dimensionen der Fibronektinmolekile
lagen bei ca. 30 nm (Breite) und ca. 2 nm (HOhe). Direkt nach dem
Adsorptionsanfang (nach 30 Minuten) verkleinerte sich sehr stark der RMS von 0,8
bis 0,3 nm und dann bleibte er konstant bis 180 Minuten. Dies legt nahe, dass der
Adsorptionsprozess aus zwei Schritten besteht. In dem ersten Schritt wird der freie
Raum zwischen den Titanpartikel ausgefillt und es bildet sich eine Titan-Fibronektin-
Misch-Schicht aus. Ab 30 Minuten beginnen sich die Fibronektinmolekile auch
oberhalb der Titan-Fibronektin-Misch-Schicht zu adsorbieren. Der zweite Schritt ist
die Fibronektinagglomeration, die ab 60 Minuten oberhalb der Titan-Fibronektin-
Misch-Schicht auftritt. Sie bilden sehr groRe Agglomerate, die die ganze Oberflache
bedecken und eine weitere Fibronektinschicht schlieRen. Diese zweite Schicht wurde
nach Versuchen mit 120 und 180 Minuten geschlossen. Die Parameter der Regelung
wurden bei 15, 1 und 0,1 flr den proportionalen, integralen bzw. differenzialen
Parameter festgelegt und fir jede Oberflache nur schrittweise geandert. Es wurde
festgestelltt, dass die Einstellung des Setpoints und der Scangeschwindigkeit die
Auflosung bzw. der Messung der Rauhigkeit beeinflussen. Die Bestimmung der
Kalibrierung mit Hilfe der Gold-Kolloid-Probe und des Beugungsgitters war nicht
komplett erfolgreich, da die Goldpartikel verschiedene GréfRen hatten und da die
Bestimmung des Gitterabstands mit Hilfe des Lasersaufbaus nicht genau genug war.
Der Vergleich der AFM-Messung der Titan- und Waferoberflache erlaubte die

Titandioxidschicht zu erkennen.
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Der erste Schritt zur Verbesserung der quantitativen Ergebnisse dieser Arbeit
konnte eine Kalibrierung mit Hilfe einer Probe in der Grof3enordnung unter ein
Mikrometer und mit bekannten genauen Spezifikationen der drei Achsen sein. Dann
wirde die Entwicklung einer Probe (nach das Beispiel der Gold-Kolloid-Probe) in der
GrolRenordnung von einigen Nanometern ndtzlich sein, um die Kalibrierung zu
Uberprufen. Die Entwicklung solcher Proben ist eine Herausforderung, da dies viel
Zeit in Anspruch nimmt und nur Sinn macht falls eine sehr hohe Messgenauigkeit
gewinscht wird. Eine Alternative zur Bestimmung der Kalibrierung wére den
Vergleich der AFM-Ergebnisse mit einer elektronischen Mikroskopietechnik. Eine
genauere und quantitative Untersuchung des Einflusses jedes Parameters wirde die
Genauigkeit und die Auflésung der AFM-Ergebnisse erhéhen. Die Benutzung eines
spezifichen Scanners fur kleine Scanbereiche wirde auch die Genauikeit der
Messungen verbessern. Auf Grund des schlechten Aufbaus der Flissigkeitmesszelle
ist die AFM-Messung in Flussigkeit extrem schwierig und die Spulung der Probe
unmdoglich. Die Messung in Flussigkeit des Fibronektinadsorptionsversuchs wirde
trotzdem die Benutzung von in PBS-Pufferlosung geldster Fibronektin erlauben.
Unter solche Bedingungen kénnten die Dimensionen und die Form des Fibronektin
unterschiedlich als die in dieser Arbeit ausfallen. Der wichtigste Punkt bei der
Messung in Flussigkeit ware die Mdglichkeit der Adsorptionsprozess kontinuierlich zu
folgen. Schlielich wiirde die Messung in Flussigkeit zwei Problemen vermeiden:

Die Wasserschicht auf hydrophilen Proben und der Einfluss der Spulung nach jedem
Inkubationsversuches, der die Menge des adsorbierten Fibronektin beeinflusst. Als
letztes kdnnte die Visualisierung jeder Phase der Entwicklung des Schicht-Systems
auf der Titanoberflache interessante Informationen Uber die Veradnderung der

Oberflachenstruktur nach jedem schritt geben.
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7 Anhang

7.1 Scanparameter und Regelungsparameter

Tabelle 4: Eingestellten Parameter der Regelung und des Scans fir die XY-Kalibrierung.

Main window Scanning window
Setpoint | 3.7387 [V]Sample/Line 512 |-
P 9 - ]Scan rate 0.5 Hz
I 0.5 - ]Scan range 20 pm
D 5 -

Tabelle 5: Eingestellten Parameter der Regelung und des Scans fir die Line-Scan-Z-Kalibrierung.

Main window Scanning window
Setpoint | 3.7387 [V]Sample/Line [ 1024 |-
P 3.0 - |Scan rate 0.1 Hz
I 0.3 - ]Scan range 20 pm
D 2 -

7.2 Rohdaten der Kalibrierung

Tabelle 6: Messungen der Kalibrierung mit der Gitterprobe.

Messungsnumer X-Messung [um] | Y-Messung [um] | Z-Messung [nm]

1 10,016 9,984 198
2 10,016 9,984 198
3 10,018 10,016 202
4 10,052 10,016 203
5 9,987 10,016 195
6 10,079 9,985 193
7 10,047 9,984 206
8 10,016 9,984 200
9 10,016 9,985
10 10,016 10,016

Mittelwert= 10,027 9,997 199

Standardabweichung= 0,027 0,016 4
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7.3 Rohdaten der Rauhigkeitanalyse

Tabelle 7: Rauhigkeitanalyse der Waferprobe fir die 1 um und 20 um Scanbereiche.

Bereich RMS [nm] |Z-range [nm] |Flache/Projizierte Flache [-]
Bl 0,12 1,10 1,0018
B2 0,13 1,28 1,0031
1um B3 0,12 1,14 1,0019
B4 0,12 1,13 1,0019
B5 0,19 2,71 1,0042
Mittelwert= 0,14 1,47 1,0026
Standardabweichung= 0,03 0,70 0,0011
Bl 0,40 11,67
B2 0,23 17,21
20 um B3 0,27 18,30
B4 0,29 17,15
B5 0,25 18,46

Mittelwert= 0,29 16,56
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Tabelle 8: Rauhigkeitanalyse der Titanprobe fur die 1 um und 20 um Scanbereiche.

Bereich RMS [nm] |Z-range [nm] |Flache/Projizierte Flache [-]
Bl 0,76 7,90 1,0186
B2 0,72 7,53 1,0243
1um B3 0,78 6,64 1,0133
B4 0,74 7,41 1,0218
B5 0,80 6,75 1,0196
Mittelwert= 0,76 7,25 1,0195
Standardabweichung= 0,03 0,54 0,0041
Bl 0,49 7,34
B2 0,46 4,83
20 um B3 0,54 6,49
B4 0,58 8,70
B5 0,53 5,73
Mittelwert= 0,52 6,62
Standardabweichung= 0,05 1,49

Tabelle 9: Rauhigkeitanalyse des adsorbierten Fibronektins auf der Titanprobe fur die 1 pum und 20

um Scanbereiche; Fibronektinkonzentration: 20 nM; Inkubationszeit : 30 Minuten.

Bereich RMS [nm] |Z-range [nm] |Flache/Projizierte Flache [-]
Bl 0,52 6,18 1,0053
B2 0,39 3,64 1,0046
1um B3 0,37 6,09 1,0034
B4 0,45 3,57 1,0038
B5 0,52 4,70 1,0061
Mittelwert= 0,45 4,84 1,0046
Standardabweichung= 0,07 1,27 0,0011
B1 0,63 81,66 RMS Titanprobe vor der
B2 0,63 65,80 Inkubation [nm]
20 um B3 0,65 65,45 0,73
B4 0,54 64,45
B5 0,49 18,93
Mittelwert= 0,59 59,26
Standardabweichung= 0,07 23,64
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Tabelle 10: Rauhigkeitanalyse des adsorbierten Fibronektins auf der Titanprobe fir die 1 um und 20

um Scanbereiche; Fibronektinkonzentration: 20 nM; Inkubationszeit : 60 Minuten.

Bereich RMS [nm] (Z-range [nm] Flache/Projizierte Flache [-]
Bl 0,44 6,49 1,0055
B2 0,29 4,49 1,0048
1um B3 0,24 2,64 1,0028
B4 0,26 4,32 1,0027
B5 0,26 2,99 1,0026
Mittelwert= 0,30 4,19 1,0037
Standardabweichung= 0,08 1,52 0,0014
Bl 1,04 46,29 RMS Titanprobe vor der
B2 3,86 101,36 Inkubation [nm]
20 um B3 1,41 91,72 0,77
B4 0,76 44,37
B5 0,95 50,46
Mittelwert= 1,60 66,84
Standardabweichung= 1,28 27,41

Tabelle 11: Rauhigkeitanalyse des adsorbierten Fibronektins auf der Titanprobe fur die 1 um und 20

pm Scanbereiche; Fibronektinkonzentration: 20 nM; Inkubationszeit : 120 Minuten.

Bereich RMS [nm] Z-range [nm] Flache/Projizierte Flache [-]
B1 0,27 3,70 1,0031
B2 0,24 4,41 1,0020
1um B3 0,29 5,37 1,0041
B4 0,30 3,60 1,0027
B5 0,27 5,28 1,0041
Mittelwert= 0,27 4.47 1,0032
Standardabweichung= 0,02 0,84 0,0009
Bl 0,41 36,60 RMS Titanprobe vor der
B2 0,39 24,20 Inkubation [nm]
20 um B3 0,29 18,70 0,78
B4 0,36 25,50
B5
Mittelwert= 0,36 26,25

Standardabweichung= 0,05 7,50



7. Anhang 114

Tabelle 12: Rauhigkeitanalyse des adsorbierten Fibronektins auf der Titanprobe fir die 1 um und 20

um Scanbereiche; Fibronektinkonzentration: 20 nM; Inkubationszeit : 180 Minuten.

Bereich RMS [nm] Z-range [nm] Flache/Projizierte Flache [-]
Bl 0,40 3,01 1,0023
B2 0,39 3,51 1,0042
1um B3 0,40 3,78 1,0031
B4 0,38 3,84 1,0063
B5 0,39 3,60 1,0054
Mittelwert= 0,39 3,55 1,0043
Standardabweichung= 0,01 0,33 0,0016
Bl 0,44 25,38 RMS Titanprobe vor der
B2 0,44 24,38 Inkubation [nm]
20 um B3 0,30 411 0,71
B4 0,53 47,05
B5 0,39 11,18
Mittelwert= 0,42 22,42
Standardabweichung= 0,08 16,44

Tabelle 13: Rauhigkeitanalyse des adsorbierten Fibronektins auf der Titanprobe fur die 1 um

Scanbereiche; Fibronektinkonzentration: 200 nM; Inkubationszeit : 180 Minuten.

Bereich RMS [nm] |Z-range [nm] Flache/Projizierte Flache [-]
Bl 0,36 3,20 1,0029
B2 0,42 3,32 1,0035
1 um B3 0,47 3,92 1,0038
B4 0,43 4,11 1,0034
B5 0,44 3,62 1,0032
Mittelwert= 0,42 3,63 1,0034

Standardabweichung= 0,04 0,39 0,0003
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Abbildung 57: Z-Range den Titanproben in Abhangigkeit der Fibronektininkubationszeit fir die 1 um
Bereiche.
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Abbildung 58: F/PF-Verhaltnis den Titanproben in Abhéngigkeit der Fibronektininkubationszeit fir die

1 um Bereiche.
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7.4 Rohdaten den Partikeldimensionen

Tabelle 14: Partikeldimensionen der Goldoberflache, gemessen mit Hilfe des 1 um Scanbereich.

Messungsnummer Breite [nm] | Ho6he [nm]

1 53 3,0

2 48 3,0

3 52 2,8

4 43 1,5

5 37 2,7

6 45 3,1

7 30 1,7

8 44 2,0

9 39 2,0

10 36 1,7
Mittelwert= 43 2.4
Standardabweichung= 7 0,6

Tabelle 15 : Partikeldimensionen der Titanoberflache ; gemessen auf Basis eines 1 um Bereiches.

Kleine Partikeln Grosse Partikeln
. Durchmesser |, ... Durchmesser

Messungsnummer Hohe [nm] [nm] Hohe [nm] [nm]
1 1,3 10 2,9 21

2 1,5 13 5,0 28

3 1,9 11 4,2 23

4 1,5 14 3,1 22

5 1,0 10 3,4 24

6 0,7 10 3,7 28

7 1,5 15 2,8 18

8 1,6 11 5,2 30

9 1,3 12 2,9 22

10 1,5 12 3,8 25
Mittelwert= 1,4 12 3,7 24
Standardabweichung= 0,3 2 0,9 4
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Tabelle 16: Dimensionen der Fibronektinmolekile ; gemessen auf Basis des Abbildung 38.

Hohe Durchmesser
Messungsnummer
[nm] [nm]
1 1,3 28
2 1,3 25
3 1,1 18
4 1,3 24
5 1,4 29
6 1,5 32
7 1,4 25
8 1,0 21
9 1,0 24
10 1,0 18
Mittelwert= 1,2 24
Standardabweichung= 0,2 5
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7.5 Rohdaten den AFM-Messungen des Beugungsgitters

Tabelle 17: Gitterabstand des Beugungsgitters.

Abstand zwischen zwei Striche [nm]

7.6 Parameter der Einstellung der Resonanzfrequenz

685 707 709
676 666 696
641 687 679
684 687 696
701 692 684
684 688 697
Mittelwert [nm]|Standardabweichung [nm]
687 16

Tabelle 18: Eingestellten Parameter der Autotuning der Resonanzfrequenz fir die Tapping-Mode

Spitze.

Cantilever Tuning window
Range 0-600 [kHz
Frequency 0 kHz
Drive Amplitude 0.2 |V
Gain X2 -
Bi-directional - -
Auto Tune checked |-
Use Current Frequency Range checked |-
Adjust Drive Amplitude - -
Target Tapping Signal - V

Tabelle 19 : Eingestellten Parameter der Autotuning der Resonanzfrequenz fiir die Force-Modulation

Spitze.

Cantilever Tuning window
Range 0-120 [kHz
Frequency 0 kHz
Drive Amplitude 0.2 |V
Gain x1 -
Bi-directional - -
Auto Tune checked |-
Use Current Frequency Range checked |-
Adjust Drive Amplitude - -
Target Tapping Signal - V
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7.7 Vorbereitungsmethoden der Goldprobe und der Titanprobe

Die Proben kommen von dem Max Planck Institut in Mainz und sind, wie weiter

unten beschrieben, vorbereitet werden:

Reinigung: Glaser und Wafer

5 mal mit MilliQ-Wasser spiilen

Glaser einzeln mit Spuli reinigen

5 mal mit MilliQ-Wasser spulen

Glaser in 2%ige Hellmanex Losung geben und 15 Minuten ins
Ultraschall Bad

5 mal mit MilliQ-Wasser spulen

Glaser in Etthanol geben und 15 Min stehen lassen

Glaser mit Stickstoff trocknen

Glaser nach dem ersten Spulen nicht mehr trocknen lassen

Lagerung bei unter Argon bei RT oder 50° C im Trockenschrank

Aufdampfen von Chrom und Gold (Evaporator, Edwards FL 400, AUTO 306):

Gereinigte Glaser in Halterung einspannen

Vakuum herstellen, Rotationsmotor anstellen

Dicke fir Chrom einstellen (Thickness von 1,5 nm ergibt real 2 nm)

Spannung anlegen, Rate 0,2 — 0,3 °A/ls

Spannungsregler schnell auf ,0“ drehen, wenn gewinschte Dicke
erreicht

Dicke fur Gold einstellen (Thickness von 50 nm ergibt real 48 nm)

Spannung anlegen, Rate 0,5 — 1,0 °A/s

Spannungsregler schnell auf ,0“ drehen, wenn gewlnschte Dicke
erreicht

Rotationsmotor ausstellen, Druck ausgleichen

Lagerung unter Argon bei RT oder 50° C im Trocknschrank
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DC-Sputtern von Titanoxid (Edwards, AUTO 500):

Vakuum herstellen

Freisputtern:
Argonzufluss 6ffnen (30 sccm)
Spannung (300 V) anlegen, violettes Plasma
Warten bis Plasma blau wird
50 nm Titan freisputtern, Zeit kann variieren
Druck ausgleichen und Proben in Halterung einspannen

Vakuum herstellen

Sputtern von TiOx:
Sauerstoffzufluss 6ffnen (30 sccm)
Rotationsmotor anschlaten
Leistung (300 W) anlegen, rosa Plasma, Rate ca 0,05 nm/s
Spannung abschalten, wenn gewtinschte Dicke (7 nm) erreicht ist.
Druck ausgleichen, Rotationsmotor abschalten und Proben entnehmen

Lagerung unter Argon bei Raumtemperatur
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