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Zusammenfassung

In der Zellbiologie leisten Elastizitétsmessungen auf der Submikrometerskala an lebenden Zdlen
wichtige Beitrage zur Aufklarung von Fragen der Zellmechanik. Vor diesem Hintergrund wurde
in dieser Arbeit die Methode der Elastizitdtsmessung mit dem Rasterkraftmikroskop (AFM)
erweitert, um quantitative Elastizitétsuntersuchungen auch an auf3erst weichen diinnen Proben
durchfthren zu konnen. Die diskutierten Proben sind dabel mit einem Elastizitdtsmodul von
einigen Kilopascal extrem weich und haben gleichzeitig eine Dicke von lediglich einigen 100
Nanometern. Bisherige Anaysemethoden der Elagtizitdtsmessungen basierten melst auf dem
sogenannten Hertzmodell: einem theoretischen Modell, das zum einen nur die Eindriickung in
aul3erst dicke Proben beschreibt und zum anderen lediglich von der AFM-Spitze abweichende
Stempelgeometrien beinhaltet. Mit dem Hertzmodell berechnete Elastizitétswerte mufdten daher
stets al's Naherung verstanden werden.

Fir die Andyse dastischer Eigenschaften mit dem AFM ist die genaue Kenntnis der
mechanischen Wechselwirkung zwischen AFM-Spitze und Probe von zentraer Bedeutung.
Diese wurde mit der Finite-Elemente-Methode (FEM) untersucht, indem die vollkommen
elastische Eindriickung der AFM-Spitze in gummielastische Proben simuliert wurde. Hierbel
wurde inspesondere der Einflul? der Probendicke und der Geometrie des eindriickenden
Stempels auf das Kraft-Eindriickungsverhalten charakterisiert.

Mit Hilfe der FEM konnte gezeigt werden, dal3 im Falle diinner Proben zwei unterschiedliche
Ursachen bel der Anadyse der Elastizitdismessungen durch das Hertzmodell, zu einem
systematischen Uberschitzen des berechneten Elagtizitatsmoduls filhren: Einerseits die vom
Hertzmodell abweichende Geometrie der AFM-Spitze und andererseits die geringe Probendicke.
Letzteres fuhrt zur Detektion des harten Substrates im Kraft-Eindriickungsprozel3. Erst bei einer
Probendicke von tber 1,5 um fuhrt das Hertzmodell bei den untersuchten weichen Proben und
Auflagekréften von unter 1 nN nur noch zu geringen Abweichungen in der Elastizitétsanalyse.
Dagegen ist mit dem Hertzmodell eine exakte Bestimmung der Topographie selbst extrem
weicher Proben mit geringer Dicke mdglich. Dazu wird der Kontaktpunkt im Kraft-
Eindruckungsprozefd mittels Hertzmodell berechnet. Die Hohe der Probe wird dabel geringflgig
unterschétzt, die Abweichung bewegt sich in der Grélenordnung des Radius der AFM-Spitze.
Zur Verbesserung der Elastizitétsanalyse wurde mit Hilfe simulierter Kraft-Eindriickungskurven
eine parametrische Erweiterung des Hertzmodel |s entwickelt, welche sowohl die Geometrie der
AFM-Spitze als auch die Dicke der Proben berlicksichtigt. Das Parametrische Modell wurde fir
Probendicken unter 1 um optimiert. Es ermdglicht nun die Bestimmung des Elastizitdtsmoduls
unabhéngig von der Dicke der Probe, wodurch die Methode der Elastizitéismessung mittels
AFM deutlich verbessert werden konnte. Im Falle von homogenen Materidien ermoglicht das
Parametrische Modell eine exakte Bestimmung der Dicke und des Elastizitétsmoduls der Probe.
Aulerdem sind mit Hilfe des Parametrischen Modells feinste Inhomogenitéten der Probe
detektierbar. So ist es gelungen in Gelatinekeilen von lediglich einigen 100 nm Dicke noch
tiefenabhangige Elastizitétsveranderungen aufzuspiiren.

Die pardldle Anwendung des Hertzmodells und des Parametrischen Modells erlaubt nun auch
bei inhomogenen Materidien sowohl eine exakte Bestimmung von Topographie as auch der
Elastizitét weicher Oberfl&chenschichten.



Als Anwendungsbeispiel von Zellelastizitdtsmessungen wurde das Adhésionsverhatens von
Osteoblasten auf verschiedenen Substratmaterialien charakterisert. Das Adhadsionsverhalten
enzedner Zellen auf den verschiedenen Substraten wurde dabel aus den resultierenden
Unterschieden in Elastizitdt und Morphologie der Zellen beurteilt. Diese Methode erméglicht
einen neuen Zugang zur Untersuchung der Biokompatibilitét der Substratmaterialien auf
zelluldrer Ebenein vitro.

An aktiven Herzmuskel zellen wurde das AFM zur Detektion der mechanischen Kontraktion der
Zdlen verwendet. In einem konfluenten Rasen synchronisiert pulsierender Zellen konnte die
Veranderung der Pulsamplitude mit der laterden Verschiebung von Kontraktionszentren
korreliert werden. In den Kontraktionszentren erfolgt dabei ein Anheben (positive Amplitude) in
den passiven Zwischenbereichen dagegen ein Absenken der Zeloberfléache (negative
Amplitude). An aktiven Einzelzellen ist es erstmalig gelungen die Kontraktion as Funktion des
Ortes zu messen. Als Parameter mit der geringsten Schwankung und damit moglicherwelse as
charakteristisch fur die individuelle Zelle haben sich die Halbwertsbreite und Anstiegszeit der
Pulse erwiesen. Durch Variationen der Auflagekraft konnten Einzelzellen gezidt belastet und
deren Leistungsvermdgen abgeschétzt werden. Die Zdlen konnten dabei Kréfte bis zu 300 nN
anheben und erreichten eine Mindestleistung von bis zu 0,5 pW.



1 Einleitung

1.1 Einfdhrung

Tierzellen werden von einem Geflecht aus Proteinfilamenten, dem sogenannten Cytoskelett,
durchzogen. Das Cytoskelett besteht im wesentlichen aus drel verschiedenen Proteinfamilien:
den Mikrotubuli, den Intermediarfilamenten und den Actinfilamenten. Eine Hauptaufgabe dieses
Proteingeflechts ist es, die Zdle mechanisch zu stiitzen und so deren Form zu erhaten.
Trotzdem ist das Cytoskelett kein starres Gertist, sondern eine hoch dynamische Struktur, die es
der Zdle auch ermoglicht, sich zu teilen und gerichtete Kriechbewegungen oder, im Falle von
Muskelzellen, Kontraktionen auszuftihren. Aber auch fir den Transport von Organellen
innerhalb der Zelle ist das Cytoskelett mitverantwortlich. Die jeweils stattfindenden Prozesse
sind auf molekularer Ebene teilweise noch vallig ungeklart und stellen zentrae Fragen in der
Zéllbiologie dar [1].

Die Erforschung des Cytoskeletts erfolgte lange Zeit mit lichtmikroskopischen Methoden oder
der Elektronenmikroskopie. Letzteres macht jedoch das Fixieren der Proben notwendig, was
natirlich die Untersuchung dynamischer Prozesse |ebender Zellen ausschlieft.

Neue Einblicke in die zdluld&e Biomechanik wurden mit der Entwicklung des
Rasterkraftmikroskops [2] (atomic force microscope, AFM) moglich. Diese bildgebende
Technik basiert auf einem die Probe mechanisch abtastenden Kraftsensor und gehort zur Familie
der Rastersondenmikroskope [3]. Auf harten anorganischen Materidien ist das AFM in der
Lage, atomare Aufldsung zu erzielen [4, 5]. Im Falle extrem weicher Proben vergrol3ert sich die
K ontaktflache zwischen Probe und abtastender AFM-Spitze erheblich und die Auflésung kann
auf Uber 100 nm abnehmen. Erst in kristallinen Anordnungen wie Proteinkristallen ist
molekulare Strukturanalyse auch in biologischen Proben mdglich [6, 7]. Im Einsatiz ds
empfindlicher Kraftsensor konnen mit dem AFM Wechsalwirkungskréfte auf molekularer
Ebene gemessen werden, so z.B. Rezeptor-Ligand-Bindungen [8] oder die Stérke kovaenter
Bindungen [9]. Ebenso kann das Dehnungsverhaten einzelner Polymere sowie die Entfaltung
einzelner Proteine [10, 11] untersucht werden. Die erreichte Kraftauflésung liegt im Bereich
einiger Pikonewton [12]. Wird dagegen die AFM-Spitze loka in eine Probe eingedriickt, so
kann aus dem Antwortverhalten der Probe auf deren mikromechanische Volumeneigenschaften
riickgeschlossen werden. Diese Art der Elastizitdtsmessung wurde neben der rein bildgebenden
Anwendung schon bald dazu genutzt, gezielt Materideigenschaften auf der Nanometerskala zu
anaysieren [13-15].

Eine grof3e Starke der Kraftmikroskopie liegt darin, in Flussigkeit arbeiten zu konnen. Dies
ermdglicht die Anwendung des AFMs an biologischen Proben in deren physiologischer
Umgebung [16, 17], was eine Grundvoraussetzung zur Untersuchung lebender Zellen darstelIt
[18, 19]. Gewebezellen haben haufig das natlrliche Bestreben auf spezifischen Substraten zu
adhérieren und bedurfen daher keiner kinstlichen Immobiliserung. Da AFM-Messungen in
Echtzeit erfolgen, ist auch die Beobachtung dynamischer Prozesse beispielsweise aktiver
Proteine [20, 21] oder |ebender Zellen [22] mbglich.

Die Eigenschaften des AFMs bieten somit eine Vielzahl neuer Untersuchungsmaglichkeiten in
der Z€lbiologie. Verglichen mit dem Lichtmikroskop kann die Morphologie der Oberfléche



lebender Zellen deutlich besser aufgel 6st werden; neben einer Uberlegenen laterden Aufldsung
ist das AFM zusétzlich in der Lage, préazise Hohenmessungen auszufihren. Die ortsaufgel 0ste
Elastizitéésmessung im  Submikrometerbereich ermoglicht unmittelbare Einblicke in die
mechanischen Eigenschaften der Zedle und damit in erster Linie in die Mikromechanik des
Cytoskeletts. Dynamische Veradnderungen des Cytoskeletts im Falle hoch komplexer Prozesse
wie dem Kriechen der Zedlen [23] oder der Zdlteilung [24, 25] sind folglich mit dem AFM
zuganglich. Aber auch fur die Untersuchung der Effekte spezifisch toxischer Wirkstoffe auf
Eigenschaften der Zellmechanik ist das AFM geradezu prédestiniert [26].

1.2 Ziel der Arbeit

In der Materiaforschung werden die dasto-plastischen Eigenschaften einer Probe
typischerweise aus deren zyklischer Be- und Entlastung ermittelt. Dazu wird ein Stempel
bekannter Geometrie in die Probe gedriickt und die resultierende Eindriickung a's Funktion der
Auflagekraft gemessen. Um die elastischen Eigenschaften verschiedener Proben vergleichen zu
konnen, ist es notwendig, Elastizitdtsmessungen quantitativ durchzuftihren. Dasselbe gilt fir
den Vergleich der mikromechanischen mit den makroskopischen Materiaeigenschaften ein und
derselben Probe. Um ein Mal fur Eladtizitédt festlegen zu koénnen, muld aber auch der
Eindrickungsvorgang theoretisch verstanden sein und durch ein entsprechendes Moddl
beschrieben werden.

Die meisten theoretischen Modelle basieren auf den von Hertz entwickelten Grundlagen der
Kontaktmechanik [27]. Hertz konnte die elastische Verformung zweler aufeinandergedriickter
homogener Kugeln analytisch beschreiben. Fir die praktische Anwendung war die Erweiterung
der Theorie durch Sneddon [28] &uf¥erst bedeutsam: in seiner Arbeit wurde u.a de
Eindriickung eines steifen konusformigen bzw. parabolischen Stempels in einen elastischen
Halbraum behandelt. Sneddons Erwelterung wird allgemein als das Hertzmodell bezeichnet. Die
analytische Waeliterentwicklung fur dinne Proben bzw. fir von der Rotationssymmetrie
abweichende Stempelgeometrien erscheint dagegen als nicht mdéglich. Ein zentrales Problem
stellt hierbei der apriori unbekannte Kontaktradius zwischen Probe und Stempel dar, es handelt
sich um einen sogenannten incomplete contact. Dies macht ein Ausweichen auf numerische
Losungen noétig [29]. Numerische Waelterentwicklungen der Theorie beinhaten z.B.
verschiedene flach endende Stempelgeometrien [30] oder die Eindriickung einer Kugd in
geschichtete Proben [31].

In der Elastizitdtsmessung mittels AFM wird aul3er bei qualitativen Methoden [32] meist die von
Sneddon formulierte Form des Hertzmodells verwendet, um die Eladtizitét quantitativ zu
erfassen [14, 33]. Dies ist jedoch in viderle Hinsicht eine starke Vereinfachung. Werden
bei spiel sweise diinne weiche Proben verwendet, so "fuhlt" der eindriickende Stempel das harte
Substrat und es entsteht ein Harteartefakt: die Probe erscheint in der Messung zu hart [34]. Des
weiteren stimmt auch die Stempel geometrie des Hertzmodells nicht mit der Geometrie der AFM-
Spitze Uberein, die meist aus einer vierseitigen Pyramide mit kugelformigem Apex besteht.
Schliefdich erweisen sich die untersuchten Proben zwar oftmals, entsprechend dem
Hertzmodell, as hochgradig elastisch [35, 36], die von der Theorie geforderte Homogenitét der
Probe ist aber im Falle lebender Zellen sicherlich nicht gegeben. Aul3erdem treten bel weichen
Proben relativ grof3e Eindriickungen und entsprechend starke Materialdeformationen auf,
welchein Widerspruch zu der im Hertzmodell verwendeten Materialtheorie stehen.



Die Weiterentwicklung des Hertzmodells zu einer neuen Theorie sowie deren experimentelle
Uberpriifung erfahrt ein weiteres Problem durch die GroRe der AFM-Spitze: Die Eindriickungen
erfolgen auf der Submikrometerskdla und machen ene optische Beobachtung des
Verdrangungsprozesses in der Probe unmdglich. Daher sind alternative Methoden wie z.B. die
Simulation der Eindrtickung erforderlich. Unter den numerischen Verfahren sind Simulationen
mit der Finite-Elemente-Methode (FEM) inzwischen weit verbreitet. Beispielsweise wurden die
Eindrickungsprozesse in Aluminiumschichten auf Silizium as Moddlsystem fir weiche
Schichten auf hartem Untergrundmaterial (Al auf Si) sowie der umgekehrte Fall eines harten
Films auf weichem Untergrund (S auf Al) simuliert und im Experiment bestétigt [37, 38]. Aber
auch Proben mit Elastizit&tsvariationen als Funktion der Tiefe sind ebenso moglich [39] wie die
Simulation einer Deformation des Stempels selbst [40]. Die Stérke der Simulation besteht in der
volligen Freiheit der Wahl des virtuellen Experimentes. Stempel- und Probengeometrie,
Materialbeschaffenheit, sowie die Randbedingungen des Kontaktes zwischen Probe und
Stempel sind frei wahlbar und somit auch gut zu kontrollieren.

Betrachtet man einen pyramidenformigen Stempel, so zeigt er dasselbe Kraft-Eindriickungs-
Verhdten wie ein Konus. In beiden Fdlen ist die Kraft proportional zum Quadrat der
Eindriickung: F~8° [41]. Da also Pyramide und Konus offenbar demselben Potenzgesetz
gehorchen, sollte auch eine axiasymmetrische Naherung der AFM-Spitze moglich sein. Da
aul3erdem in der Simulation aul3erst realistische Probenmaterialien ausgewahlt werden konnen,
sollte es moglich sein, die Diskrepanz zwischen Hertzmodell und AFM-Experiment gezielt
mittels FEM zu untersuchen. Vor diesem Hintergrund (viskose oder plastische Prozesse wurden
dabei nicht berticksichtigt) wurde versucht, mit axialsymmetrischer FEM den Eindriickungs-
vorgang typischer AFM-Experimente zu smulieren und durch ein numerisches Model zu
beschreiben. Dies ist erforderlich, da das ganze Potential des AFMs in Elastizitétsmessungen
nur dann genutzt werden kann, wenn es gelingt, die Fehler des Hertzmodellsin der Anwendung
auszuschalten. Ein verbessertes Modell zur Elastizitdtsanalyse ist daher fur die Klarung vieler
biologischer Fragestellungen eine notwendige V oraussetzung.

Experimentell sind die diskutierten Fehler in der Anwendung des Hertzmodells bel AFM-
Messungen bereits qualitativ beschrieben worden [42]. In dieser Arbeit werden fir ene
genauere Charakterisierung dieser Fehler zunéchst smulierte Eindriickungsexperimente mit dem
Hertzmodell ausgewertet. Im zentralen Tell folgt die numerische Entwicklung eines Modells zur
Elastizitdtsanalyse, welches auf der Simulation durch FEM basiert. Dieses parametrische Moddl
wird anschlief3end mit Hilfe weiterer Simulationen getestet und charakterisiert, bevor es schlief3-
lich zur Auswertung experimenteller Daten verwendet wird. Als Proben dienen dazu dinne
Gelatinekeile a's einfach zu handhabendes Modellsystem, sowie die Zellen einer metastatischen
Zdllinie. Nach diesen grundlegenden Untersuchungen zu Eindriickungsexperimenten mit der
AFM-Technik wird anschlief3end eine praktische Anwendung der Elastizitdtsmessungen vor-
gestdlt: Die Untersuchung des Adhésionsverhaltens von Knochenzellen, den sogenannten
Osteoblasten, auf verschiedenen Implantatmaterialien. Schliefdich wird mit den Experimenten an
pulserenden Herzmuskelzellen eine Studie vorgestellt, die als Inbegriff hoch dynamischer
AFM-Anwendung nochmals die ganze Sensibilitdt und Sengitivitét der AFM-Technik im Einsatz
an lebenden Zelen veranschaulicht. Gleichzeitig prasentiert dieser letzte Abschnitt einen
Ubergang zur Méglichkeit, die verwendete Technik nicht nur passiv zur Beobachtung, sondern
auch zur aktiven mechanischen Beeinflussung und Manipulation in der Zelbiologie zu
gebrauchen.



2 Methoden

2.1 Materialtheorie

Eine Methode zur Bestimmung der elasto-plastischen Materialeigenschaften einer Probe ist die
Durchfihrung von Eindriickungsexperimenten. Hierbei wird die Probe einem Zyklus aus
Belastung und anschlieffender Entlastung unterzogen, wobei die Eindriickung durch einen
Stempel bekannter Geometrie als Funktion der Auflagekraft gemessen wird. Die Probe kann en
isotropes homogenes Materia sein oder aus mehreren verschiedenen Materialien aufgebaut sein,
z.B. asVerbundwerkstoff oder als Multischichtsystem. Sollen Material el genschaften aus einem
Experiment quantitativ bestimmt werden, mul3 der Eindriickungsvorgang in das Probenmaterial
und dessen Verformung durch ein entsprechendes Theoriemodell beschreiben werden.

Im folgenden werden dazu zwei Modelle erléutert, welche fur diese Arbeit von zentraer
Bedeutung sind: (i) Das Hertzmodell, welches die lineare Hookesche Elastizitétstheorie
beinhaltet, ist ein haufig verwendetes Modell, um mittels AFM durchgefihrte Elastizitéts-
messungen auszuwerten. (ii) Das Mooney-Rivlin-Modell ist eine nicht-lineare Theorie zur
Beschreibung von inkompressiblen Materialien, welche also den Eigenschaften der Gummi-
elagtizitédt gehorchen. Die genaue Herleitung der jewelligen Materidtheorie findet sich
beispielsweise in einer Einfihrung von Ward und Hadley [43].

2.1.1 Hookesche Elastizitdtstheorie und Hertzmodell

Wird auf ein isotropes Materia die Spannung ¢ (Kraft/Flache) ausgelibt, so erfolgt eine relative
Dehnung ¢ (Langenanderung/Lange). In der Kontinuumsmechanik wird fir isotrope Materidien
im Hookeschen Gesetz der Elastizitétsmodul E (kurz: E-Modul, Young's modulus) as Mal3 der
Elastizitdt definiert [44)]:

Xe) D

Die Elastizitdtsmoduln verschiedener Materialien, welche aus dem Alltagdeben bekannt sind,
erstrecken sich dabei Uber vide GroRenordnungen. Einen Uberblick dazu vermittelt
Abb. 2.1.1. So besitzt Stahl einen E-Modul von etwa 200 GPa, im Gegensatz zu etwa 1 M Pa
im Falle eines aulferst weichen Gummis. Der sogenannte S-Layer, ein Teil einer bakteriellen
Zellwand, ist wohl eines der hartesten biologischen Materialien (E =30 GPa), wahrend lebende
Z€llen zu den weichsten bekannten Materiaien gehdren.
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Abb. 2.1.1: Ubersicht des Elastizitatsmodul s verschiedener Materialien (nach [34, 45]).

Wirkt ein allsaitiger Druck auf das Material, so kann dessen relative Volumenanderung durch
den sogenannten Kompressionsmodul K (bulk modulus) beschrieben werden. Er trégt wie E
ebenfalls die Dimension Kraft durch Fl&che, also Pascal [45]:

(- E_ ©
3-(1-2v)

Hierbei bezeichnet v die Querkontraktions- oder Poissonzahl (Poisson ratio). Se ist
typischerweise grofder als 0,2 und erreicht ihren Maximalwert 0,5 fur den Fall, dal3 das
Volumen wéahrend der Deformation erhaten bleibt, also bel inkompressiblen Materidien [44].
In der Auswertung der durchgefiihrten Experimente wurde stets eine Poissonzahl von v = 0,5
angenommen, d.h. sowohl Gelatineproben als auch lebende Zellen wurden a's inkompressibel
angenommen.

Die Voraussetzung zur Beschreibung elastischer Deformationen, und damit auch die Grundlage
der meisten theoretischen Modelle zu Eindriickungsexperimenten, wurde von H. Hertz 1882
entwickelt [27, 46]. Er konnte die eastische Deformation zweier homogener Kugeln, welche
gegeneinandergedriickt werden, analytisch beschreiben und leistete somit Pionierarbeit auf dem
Gebiet der Kontaktmechanik. Sneddon diskutierte den Grenzfall eines elastischen homogenen
Halbraumes, welcher durch einen rotationssymmetrischen Stempd eingedriickt wird [28]. Dies
war eine bedeutende Weiterentwicklung der Theorie, da die Stempelgeometrie des Zylinders,
des Konus (gerader Kreiskegel) bzw. des Paraboloids oder der Kugel auch in der Praxis héufig
Verwendung findet. Bei der Elastizitétsuntersuchung weicher Proben mittels AFM werden zur
Datenanalyse vorwiegend zwei der genannten Geometrien verwendet [14, 35, 47], die Theorie
wird gemeinhin as Hertzmodell des Konus bzw. des Paraboloids bezeichnet. Dabei ist die
Auflagekraft F des vollkommen harten Stempels eine Funktion der Eindriickung o in den
elastischen Halbraum [28, 48]:
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Im Falle des Konus bezeichnet oo den halben Offnungswinkel (kurz: Konuswinkel), beim
Paraboloid R den Kriimmungsradius am Apex, wodurch die Geometrie des jeweiligen Stempels



beschrieben wird. Eine grundiegende Annahme beider Hertzmodelle ist eine reibungsfreie
Kontaktflache, d.h. Stempel und Probe gleiten wéhrend des Eindriickungsprozesses ohne
Reibung aufeinander.

Im Fdle kleiner Eindriickungen (6«R) und dicker Proben kann Gleichung (4) auch fir
kugelférmige Stempel benutzt werden [39]. Aufgrund der extremen Weichheit Iebender Zellen
sind die Eindrickungen der AFM-Spitze (Pyramide mit kugelformigem Apex) bei der
Elastizitdtsmessung relativ grof3. Da der Einflu3 der genauen Apexgeometrie jedoch mit
steigender Eindriickung abnimmt [49], wird in AFM-Anwendungen gewohnlich das Hertz-
modell des Konus verwendet.

Wie eingangs bereits erwéhnt, ist das Hookesche Gesetz, welches dem Hertzmodell zugrunde
liegt, en lineares Materialgesetz. Es beschreibt lediglich den linearen Elastizitétsbereich eines
Materials und verliert seine Gultigkeit daher bei grof3en Deformationen. In der Praxis beschrankt
sich eine unkritische Anwendung des Hertzmodells deshalb auf kleine Eindriickungen in dicke
Proben mit, im Falle von konusférmigem Stempel, einem groRRen stumpfen Offnungswinkel (o
nahe 90°) [48].

2.1.2 Mooney-Rivlin-M odell

In den Eindrickungsexperimenten mit dem AFM treten haufig grof3e Materialdeformationen auf.
Um diese auch theoretisch beschreiben zu kénnen, ist eine Materialtheorie nétig, welche Uber
das lineare Hookesche Gesetz hinausgeht. Die Modedlvorstellung der im Experiment
untersuchten Proben als Netzwerke mit gummielastischen Eigenschaften fuhrt zur Verwendung
einer Poissonzahl von 0,5 und zu einem theoretischen Modell, welches Gummieastizitét
beschreibt. Im gewahlten Moddll erfolgt die Beschreibung des zu verformenden Kérpers Uber
die freie Energie. Die zur Verformung geleistete Arbeit kann mit der Anderung der freien
Energie (Helmholtz-Potential) gleichgesetzt werden: Im Fale von Gummi efolgt die
Deformation unter isotherm-isochoren Bedingungen. Diese Anderung der gespeicherten
elastischen Energie U wird mit der Dehnungs-Energie-Funktion (strain energy function)
beschrieben, sie definiert die aus der Dehnung resultierende gespeicherte Energie:

U=f(AuAp0s) (5)

Sieist eine Funktion der Ausdehnungsverhdtnisse A, des Korpers in die drei Raumrichtungen,
die am Beispiel eines deformierten Einheitswirfelsin Abb. 2.1.2 verdeutlicht werden.

| :
A
2

A

Abb. 2.1.2: Der Einheitswirfel wird deformiert, die Seiten des entstehenden Quaders haben die
Lange ;. Im Falle eines inkompressiblen Materials bleibt das Volumen erhalten, d.h. A, A\, = 1.

Fur kleine Dehnungen sollte Gleichung (5) in das Hookesche Gesetz Uberfuihrt werden kénnen,
auferdem sollte U gleich Null sein, falls keine Dehnung erfolgt ist, d.h. A, = 1. Die Bedingung
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fur die Volumenerhaltung (Inkompressibilitatskriterium) lautet dabel A, A,A, = 1. Bereits ene
einfache Gleichung erfullt diese beiden Bedingungen [43]:

U=cC,-(1,-3 mit I, =A% +A5 +A% (6)

Eine von Mooney vorgeschlagene Form ist um einen zusétzlichen Term erweitert und verbessert
dadurch die Ubereingtimmung mit experimentellen Messungen [50]:

: 1 1 1
U:C1'(|1—3)+C2'(|2—3) m|t IZZ}L—2+}\I—2+7\I—2 (7)
1 2 3

Die Weiterentwicklung der Energiefunktion in eine doppeltunendliche Rethe wurde von Rivlin
untersucht [51]:

i (1,-3)'(1, -3’ mit Cp =0 (8)

J:

Dabe wird die Reihenentwicklung Ublicherweise zur sogenannten neo-Hookeschen Form (6)
bzw. zum sogenannten Mooney-Rivlin-Modell (7) abgeschnitten.

Dasin der Finite-Elemente-Simulation dieser Arbeit verwendete nicht-lineare elastische Materid
ist nahezu inkompressibel und wird durch ein modifiziertes Mooney-Rivlin-Modell beschrieben
[52, 53]:

K
;u=Cl-(;|l—3)+cz-(5|2—3)+?(5J3—1)2 (9)

Die Notation der Energiefunktion kennzeichnet deren zeitliche Entwicklung (zur Zeit t bezieht
sie sich auf die Konfiguration zum Zeitpunkt 0). ;1, und ;1, sind die erste und zweite
Invariante des Cauchy-Greenschen Deformationstensors, ,J, ist die dritte Invariante des
Deformationsgradienttensors und berticksichtigt die volumenabhangige Deformation des
Materials mit dem Kompressionsmodul K [54]. Im Falle eines inkompressiblen Materials und
kleiner Dehnungen kann der Elastizitétssmodul E durch die Mooney-Rivlin-Konstanten C, und
C, beschrieben werden:

E=6-(C,+C,) (10)

In einer physikalischen Interpretation der beiden Mooney-Rivlin-Konstanten wird das lineare
Deformationsverhalten des Materids durch C; erfaldt, wahrend das nicht-lineare
Materialverhalten durch den Koeffizienten C,/C, gekennzeichnet ist [55]. Auf molekularer
Ebene erscheint dagegen eine Interpretation schwierig, zahlreiche Versuche dazu sind oftmals
unvollstandig oder auch widersprtichlich [56].

Schliefdich sei noch der folgende Hinweis erlaubt, um einer Verwechsung vorzubeugen: Bei
den Mooney-Rivlin-Konstanten handelt es sich nicht um die dastischen Konstanten bzw.
elastischen Module der Tensorschreibweise, welche die lineare Deformation elastischer
anisotroper Korper beschreiben [45]. Vidmehr beschreibt das Mooney-Rivlin-Moddl en
isotropes nicht-lineares Materia verhalten.

11



2.2 Rasterkraftmikroskopie

2.2.1 Aufbau und Funktionsprinzip

Das Funktionsprinzip eines Rasterkraftmikroskopsist in Abb. 2.2.1 dargestellt. Die Sonde des
AFMsist eine scharfe Spitze, die sich am Ende einer empfindliche Blattfeder, dem sogenannten
Cantilever, befindet. Im einfachsten Betriebsmodus steht die Spitze in direktem Kontakt mit der
Probe, welche mit einer Piezokeramik in ale drei Raumrichtungen bewegt werden kann. Durch
eine laterale Rasterbewegung der Probe wird deren Oberfldchentopographie von der Spitze
abgetastet, wobel der Cantilever entsprechend der Oberfl&che ausgelenkt wird. Die Auslenkung
wird in der Regel durch einen Lichtzeiger, der auf der Riickseite des Cantilevers reflektiert wird,
verstarkt und von einer segmentierten Photodiode detektiert. Die Differenz des Photostroms der
verschiedenen Segmente kann nun in eéinem Computer in die Cantileveraus enkung und somit in
die Probenhthe zuriickgerechnet werden. Korrdiert mit der lateradlen Position auf der Probe
entsteht eine Rekonstruktion der Probentopographie.

Abb. 221: Schematischer Aufbau eines
Rasterkraftmikroskops. Die Probe kann mit
Hilfe einer Piezokeramik unter dem Kraftsensor,
segmentierte dem Cantilever mit integrierter Spitze, bewegt
Photodiode werden. Der Cantilever wird entsprechend der
Probentopographie ausgel enkt, was, durch einen
Lichtzeiger verstdrkt, in der positions
empfindlichen Photodiode detektiert wird.

Laserdiode

Probe X Abtastfeder
(Cantilever)
mit Spitze

X-y-z-Réhrenpiezo

Eine Abwandlung des konventionellen Aufbausist das sogenannte "stand alone AFM", welches
in Abb. 2.2.2 skizziert ist. Hierbe ist der Cantilever am Rohrenpiezo befestigt und wird Gber
die feststehende Probe bewegt, die nun in ihrer Grof3e prinzipiell nicht mehr eingeschrénkt ist.
Zusédtzlich wird durch das nach unten abgeschlossene Probenvolumen die Arbeit in
Flissigkeiten stark vereinfacht. Der gesamte Aufbau kann auf einem invertierten Mikroskop
plaziert werden, so dal3 bei transparenten Proben die Justierung und Kontrolle des Experiments
deutlich erleichtert werden [57].
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Abb. 2.2.2: Im Falle eines "stand

Laserdiode alone AFMS" wird der Cantilever
segmentierte tegtelLi mittels Piezokeramik tber die fest-
Photodiode eLinse stehende Probe bewegt. Dadurch
sich mitbewegende Linse wird sowohl die Untersuchung
bewirkt auch wahrend der lateral ausgedehnter Proben als
Piezobewegung eine Nach- auch die Arbeit in Flissigkeiten

fuhrung des L aserspots auf stark vereinfacht.

den Cantilever
Rohrenpiezo
Fluidzelle mit Cantilever

Petrischal e mit Probe
in FlUssigkeit

2.2.2 Verwendete Kraftmikroskope und Versuchsaufbau

Alle kraftmikroskopischen Untersuchungen wurden mit kommerziell erhdtlichen AFMs
durchgefiihrt. Zur Charakterisierung der Substratoberflachen in Kapitel 7.1 wurde en
Nanoscope Illa (Digita Instruments, Santa Barbara, CA, USA) verwendet, dle anderen
Messungen erfolgten mit einem Bioscope (Digital Instruments). Abbildungen im Kontaktmodus

wurden mit dem Programm N

IH Image SXM (public domain [58], Nationa Institutes of

Health, USA) bearbeitet, die Auswertung der Abbildungen und Elagtizitétsdaten erfolgte mit
dem Programm IGOR Pro (Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA).

fuhler und COZ-Sensor

Plexiglaskiste mit Temperatur-

Wie in Abb. 2.2.3 skizziert, wurde das
Bioscope auf en invertiertes Mikroskop

Bioscope

Objekttisch

(Zelss Axiomat, Zeiss, Oberkochen)
gestellt, damit im Fale transparenter
Substrate die Probenpositionierung und
das egentliche Experiment optisch
kontrolliert werden konnten. Der gesamte
Aufbau (Axiomat mit AFM) wurde an

Axiomat mit
CCD-Kamera

Gummiseilen an die Labordecke gehéangt,
2 ; Heizwidersténde um das AFM gegen Gebaudeschwingun-

gen zu isolieren. Zellen wurden typischer-
weise direkt in kleinen Petrischalen
(35 mm, Nunc, Wiesbaden-Biebrich)
ausgesdt, welche durch einen selbst-
gebauten magnetischen Halter auf dem

Abb. 2.2.3: Apparativer Aufbau der

medium. Das AFM befand sich i

Objekttisch des Mikroskops befestigt
Zellexperimente. wurden. Die Untersuchung der lebenden
Zellen efolgte direkt im Zdlkultur-
n einer kleinen Plexiglaskammer, in der Uber einen CO,-Sensor

die CO,-Zufuhr geregelt werden konnte. Die Temperatur wurde durch Heizwiderstande am
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Objekttisch geregelt und mit Hilfe von Temperaturfihlern kontrolliert. Somit war es méglich die
Experimente an lebenden Zellen unter Inkubatorbedingungen (37°C, 5% CO,) durchzufthren.

2.2.3 Cantilever und Abtastspitze

Die haufig verwendeten Cantilever aus Siliziumnitrid Si;N, werden mit Atztechniken hergestellt,
wie se in der Halbleiterindustrie Anwendung finden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden stets
Microlever (Coated Microlever, Park Scientific Instruments, Sunnyvale, USA) verwendet. Die
Geometrie der Abtastspitze, im folgenden as AFM-Spitze bezeichnet, ist aus Abb. 2.2.4
ersichtlich, der nominelle Spitzenradius betrégt laut Herstellerangaben 50 nm. An enem
rechteckigen Chip befinden sich Cantilever unterschiedlicher Geometrie und Lange, welche
damit auch unterschiedliche Federkonstanten besitzen. Es wurde vorwiegend der weichste
Cantilever (Typ "C") mit einer nominellen Federkonstante von 10 mN/m verwendet; die
weiteren Federkonstanten der Microlever betragen 30 mN/m (Typ "D"), 100 mN/m (Typ "E")
und 500 mN/m (Typ "F").

—_16mm ——

35°

F
I E

c D
pyramidenférmige Spitze Cantilever

Abb. 2.2.4: Die in dieser Arbeit vewendeten Microlever. Links: REM-Aufnahme' des
Cantileverendes mit Abtastspitze; der Skalierungsbalken hat eine Lénge von 2 pum. Mitte:
Geometrie der Abtastspitze, die einen nominellen Spitzenradius von 50 nm besitzt. Rechts:
Schemazeichnung des Cantileverchips (rechts) gemald [59]. Verwendet wurde vorwiegend de
Cantilever "C", mit einer Lange von 320 um und einer nominellen Federkonstante von 10 mN/m.

Die Cantilever werden in der Regel in Wafern hergestellt und vertrieben. Die Federkonstanten
innerhalb eines Wafers schwanken dabel erfahrungsgemal? um weniger als 10% [60], zwischen
verschiedenen Wafern dagegen um bis zu enem Faktor 2. Zur Durchfiihrung genauer
Kraftmessungen (siehe unten) ist daher zunachst ene individudle Kalibrierung der
Federkonstanten notwendig. Dazu hat sich die Methode des thermischen Rauschens bewahrt
[61]: nach dem Aquipartitionstheorem der statistischen Mechanik kann jedem Freiheitsgrad
eines Systems im thermodynamischen Gleichgewicht die Energie von k;T/2 zugeschrieben
werden, so auch dem Schwingungsfreiheitsgrad des Cantilevers. Wird aus dem Rausch-
gpektrum des frel schwingenden Cantilevers dessen mittleres Auslenkungsquadrat bestimmt,
ermoglicht dies die Berechnung der Federkonstanten. Unter Berticksichtigung der Geometrie
der Lichtzeigerdetektion ergibt sich fur die Federkonstante k. des Cantilevers:

! Die Aufnahme wurde freundlicherweise von Armin Kriele (Lehrstuhl Prof. Kotthaus) angefertigt.
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(11)

Hierbei bezeichnet k, die Boltzmannkonstante, T die absolute Temperatur und (z*) das mittlere
Auslenkungsquadrat des Cantilevers. Eine ausfuhrliche Herleitung sowie Beschreibung der
experimentellen Durchfihrung des Verfahrens findet sich bei Thumann [62]. Da die
verwendeten kommerziellen AFMs eine Anwendung dieses Eichverfahrens nicht ermdglichen,
wurde die Cantilevereichung an einem Eigenbau-AFM von Dr. M. Rief [63] durchgefuhrt. Zur
Berechnung der Auflagekraft des verwendeten Cantilevers wurde jeweils der Mittelwert der
Federkonstanten einiger Cantilever ein und desselben Wafers zugrunde gelegt.

2.2.4 Abbildungsverfahren

Aus der Vielzahl der inzwischen entwickelten Abbildungsverfahren sollen hier lediglich die in
dieser Arbeit verwendeten kurz erklart werden.

Im Modus konstanter Hohe (constant height mode) wird die z-Ausdehnung des Piezos nicht
veradndert. Wéhrend die Probe lateral abgerastert wird, ergibt sich die Hoheninformation somit
aus der Auslenkung des Cantilevers. Im Fale kristaliner Strukturen, wie z.B. Glimmer, kann
dadurch sogar atomare Auflésung erreicht werden [5]. Da mit der Hohe von Probenstrukturen
auch die Auflagekraft des ausgelenkten Cantilevers zunimmt, ist dieser Modus lediglich dazu
geeignet, sehr flache und relativ harte Proben abzubilden. Im Modus konstanter Auslenkung
(constant deflection mode) wird der Abstand zur Probe durch den Piezo korrigiert, um durch
Hohenanderungen der Probe bedingte Kraftfluktuationen auszugleichen. Ein elektronischer
Nachregelmechanismus hdt die Cantileveraudenkung und somit auch die Auflagekraft
konstant. Dadurch wird auch die Untersuchung relativ hoher und weicher Proben, z.B.
lebender Zellen, ermoglicht [64, 65]. Die Hoheninformation erhdt man aus der erforderlichen
Korrekturspannung des Piezos. Aufgrund der limitierten Nachregelgeschwindigkeit ist in
diesem Modus nur ein relativ langsames Abrastern der Probe mdglich. In der Praxis wird daher
meist ein kombinierter Auslenkungs- und Nachregelmodus (error signal mode) verwendet.
Durch eine einstellbare Zeitkonstante wird hierbei die Geschwindigkeit der Nachregelung
festgelegt. Somit wird das Probenrelief im wesentlichen vom Piezo nachgefahren, feine
Strukturen werden jedoch nicht korrigiert, sondern als Cantileverausenkung (error signal)
detektiert. Dieser Modus vereint die Vortelle der erstgenannten Betriebsmodi und ermdglicht
somit ein relativ schnelles Abrastern von weichen Proben mit grof3en Héhenunterschieden [66,
67].

Da die AFM-Spitze stets in direktem Probenkontakt steht, werden die beschriebenen
Abbildungsverfahren oft unter dem Begriff Kontaktmodus zusammengefaldt. Andere Verfahren,
wie z.B. der Tapping-Modus [68-71], spielten in dieser Arbeit keine Rolle.

2.2.5 Kraft- und Elastizitdtsmessungen

Neben der Abbildung der Topographie einer Probe ermoéglicht das AFM as aullerst
empfindlicher Kraftsensor, Kréfte im Bereich einiger Pikonewton auszuiben und zu
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detektieren. Die im AFM gemessene Cantileverausenkung d kann mit Hilfe des Hookeschen
Federgesetzes direkt in die jeweils anliegende Kraft F umgerechnet werden:

F=k.-d (12)

Im Experiment werden zur Kraft- bzw. Elastizitdismessung sogenannte Kraftkurven
aufgenommen. Dazu wird der Cantilever an die Probe angendhert, nach erfolgtem Kontakt
weiter auf die Probe gedriickt und wieder weggezogen. Die jeweilige Cantileveraudenkung
bzw. die anliegende Kraft wird gegen die momentane z-Position des Piezos aufgetragen, wie
aus Abb. 2.2.5 ersichtlich. Die Form der Kraftkurve ergibt sich aus den am Cantilever
anliegenden Kréften; so wird sich stets ein Gleichgewicht zwischen der Federkraft und den
attraktiven und repulsiven Kréften zwischen Probe und Spitze einstellen. Die grofdten Beitrage
liefern hierbei Pauli-Abstof3ung, van der Waas-Krafte und elektrostatische Kréafte, an Luft
konnen aulerdem Kapillarkréfte auftreten [72-77]. Der Verlauf ener Kraftkurve im
Kontaktbereich |43 dabel Riickschltisse auf die mechanischen Eigenschaften der Probe zu. So
konnen Anndherungs- und Wegfahrkurve auch unterschiedliche Formen haben, wenn
beispielsweise die Eindrickung in en viskoses Materid erfolgt. Mussen beim Wegfahren
Adhéasionskréfte tberwunden werden, so bleibt der Cantilever Gber den Kontaktpunkt hinaus an
der Probe, bis die anwachsende Federkraft schliefdich grof3er as die Adhasionskréfte ist und
der Cantilever von der Probe wegschnappen kann.

250- Annahern _ 25 Abb. 2.2.5: Typischer Verlauf
200- \ Wegfahren L 50 einer Kraftkurve, aufgenommen
=5 > auf einer Si-Oberflache in de
<, 150 - 15 5 ionisiertem Wasser
= 3 _
g’ 1004 Kontaktpunkt - 1.0 Q
£ 50 / L 05 g
o 04 L 0 —_
=] >
< -501 Adhasion --05 5
-1004 1 --1.0
200 0 200 400 600

Piezoweg [nm]

Eine qudlitative Information Uber die Weichheit der Probe gibt bereits die Steigung der
Kraftkurve: je weicher die Probe, desto flacher die Kraftkurve. In eine im Vergleich zur
Federkonstanten des Cantilevers harte Probe kann die AFM-Spitze nicht eindringen; somit
entspricht die Cantileveraudenkung d dem Piezoweg z (d = z). Ist die Probe dagegen weich,
so erfolgt eine Eindriickung & und die Auslenkung wird entsprechend kleiner:

d=z-35 (13)

Um die Eindrickung bel einer bestimmten Auflagekraft aus einer Kraftkurve ablesen zu
koénnen, mul’ die Differenz zu einer Eichkraftkurve, welche auf hartem Substrat aufgenommen
wurde, gebildet werden, wie in Abb. 2.2.6 angedeutet. Die quantitative Auswertung von
Kraftkurven erfordert somit stets eine Kalibrierung der Steigung, d.h. die Aufnahme von
Referenzkraftkurven auf hartem Substrat.
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Abb. 2.2.6: Kraftkurven auf unter-

250+ harte Probe - 25 - :
(theoret. Verlauf) schiedlich harten Proben. Die
T 200 —— weiche Probe L 20 > AFM-Spitze kann in die harte
c o = Probe nicht eindringen, die Canti-
; 150- M L 15 & leverausenkung entspricht daher
é 2 dem Piezoweg. Bei der Ein-
g 1004 & driickung in ein weiches Material
g = ist der Verlauf der Kraftkurve ent-
< 504 Z sprechend flacher. Die Eindriickung
ergibt sich dabei aus der Differenz
04 zu einer Kraftkurve auf hartem

Substrat mit der Steigung eins.

Piezoweg [nm]

Durch die Analyse der Kraftkurven kann nun der Elastizitdtsmodul einer Probe berechnet
werden. Im Falle weicher Proben geschah dies bisher durch die Anwendung des Hertzmodells
des Konus [15]: mit den Gleichungen (12) und (13) kann die Eindriickung & in (3) diminiert
werden [42]:

kC-d-n-(l—vz)

Z:d+\ 2-E-tan(o)

(14)

Alle nun vorhandenen Grofen sind bekannt und der Elastizitdtsmodul E kann somit berechnet
werden. Da die Werte fur z und d die jewellige Differenz zum Kontaktpunkt (z,d,) als
Startpunkt des Eindriickungsvorganges darstellen, wird Gleichung (14) fur die Auswertung der
AFM-Mel3werte zu folgender Form erweitert:

. Ke-(d=dg)-m-(1-v?)
z—zo_d—dow 2 E - tano) (15)

Der eigentliche Auswertungsvorgang einer Kraftkurve lauft nun wie folgt ab: die Analyse der
Elastizitatseigenschaften weicher Proben mit dem Hertzmodell erfolgt an Kraftkurven, welche
als Mittelwert aus Anndherungs- und Wegfahrkurve berechnet wurden. Hierdurch kdnnen diein
Flissigkeiten auftretenden hydrodynamischen Effekte auf die Cantileverausenkung beim
Durchfahren der Kraftkurve in erster Ordnung ausgeschaltet werden. Die weitere Berechnung
erfolgt nun meistens nicht tber den gesamten Kontaktbereich der Kraftkurve, sondern lediglich
innerhalb eines ausgewahlten Fitbereichs, wie in Abb. 2.2.7 skizziert. Dies ermdglicht eine
gezielte Auswertung der Kraftkurven in verschiedenen Bereichen der Auflagekraft und somit
auch in Bereichen unterschiedlicher Eindriickung in die Probe. In einem ersten Schritt wird ein
Naherungswert fur den Kontaktpunkt berechnet. Diesen erhdt man aus der Nullage der
Cantileverausenkung d, im Tell der Kraftkurve ohne Probenkontakt und den Auslenkungen
zweler Datenpunkte (z,,d,) und (z,,d,), welche den Fitbereich begrenzen. Der gendherte
Kontaktpunkt legt nun die Nullage der Cantileveraudenkung fest. Mit diesem Wert und den
Grenzpunkten des Fitbereichs wird in einem zweiten Schritt der endgultige Kontaktpunkt z,
berechnet. Ein Fit (Methode der kleinsten Quadrate [78]) des Hertzmodells Uber den
Kontaktpunkt und ale Datenpunkte innerhalb des Fitbereichs fuhrt schliefdich zur Berechnung

17



des Elastizitdtsmoduls. Somit kdnnen also aus jeder Kraftkurve die beiden Parameter
Elastizitétsmodul E und Kontaktpunkt z, gewonnen werden.

Abb. 2.2.7: Mittel aus Anndherungs- und Wegfahr-
kurve einer Kraftkurve auf einer weichen Gelatine-
probe. In der Auswertung erfolgt der Fit des Hertz-
modells nicht Uber den gesamten Kontaktbereich der
Kraftkurve, sondern lediglich im sogenannten Fit-
bereich, welcher durch die Datenpunkte (z;,d,) und
(z,,d,) begrenzt wird. Der Wert d, bezeichnet de

[ Nullage der Cantileverauslenkung. Unabhéngig von-
2 Iz einander konnen die beiden Parameter Elastizitdtsmo-

2 1 Piezoweg 0 dul E und Kontaktpunkt z, berechnet werden.

I Fitbereich

Auslenkung
o
|

Im sogenannten Force-Mapping-Modus [79] konnen Kraftkurven aufgenommen werden,
waéhrend die Probe laterd abgerastert wird. Somit entsteht ein zweidimensionales Feld von
Kraftkurven, die sogenannte Force-Map. Durch eine entsprechende Auswertung konnen die
untersuchten Proben beispielsweise in Hinblick auf ihre Adhasionseigenschaften [80, 81],
Elektrostatik [82] oder Elastizitét [33] flachendeckend charakterisert werden. Da aus den z-
Positionen der Kontaktpunkte von Kraftkurven auch die Hohenunterschiede auf der Probe
berechnet werden konnen, ermoglicht der Force-Mapping-Modus die Rekonstruktion der
Topographie einer unbelasteten Probe. Die laterdle Aufldsung im Force-Mapping-Modus liegt
bel harten Proben im Bereich einiger Nanometer [82]. Da die laterde Auflosung jedoch im
wesentlichen mit dem Kontaktradius (Abb. 2.2.8) der AFM-Spitze skaliert, reduziert sie sich
im Fale lebender Zelen drastisch. Aufgrund der vergleichsweise tiefen Eindrickung in die
extrem weichen Proben ist auch der resultierende Kontaktradius entsprechend grof3 und die
Auflésungsgrenze steigt auf Uber 100 nm an.

Abb. 2.2.8: Eindriickung eines konusférmigen Stempels in eine Probe.
Das Ende des Kontaktbereiches zwischen Stempel und Probe kennzeichnet
die Lage des Kontaktradius a.

2.3 Finite-Elemente-M ethode

2.3.1 Einfuhrung

Bereits Archimedes hat die schwierige Berechnung des Kreisumfanges auf ein einfacheres
Problem zurtckgefihrt, indem er Stitzpunkte auf dem Kreisumfang einfihrte und diese durch
gerade Sehnen miteinander verbunden hat. Die Summe der Sehnen ist nun eine Néherung des
Kreisumfangs. Die |dee, die dieser Berechnung zugrunde liegt, wird in der Methode der finiten
Elemente (finite element method, FEM), welche in den flnfziger Jahren entwickelt wurde,
wieder aufgegriffen: ersetze krumme Linien durch Geraden, denn diese sind leichter zu
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berechnen! Der Ersatz von krummen Fléchen kann durch Dreiecke oder Vierecke erfolgen, im
dreidimensionalen wére eine entsprechende Unterteilung beispielsweise in Tetraeder oder
Hexaeder denkbar [83].

In einer der ersten Anwendungen standen die Ingenieure des Flugzeugherstellers Boeing in
Sedttle vor dem Problem, die statische Berechnung von gepfellten Tragfléchen durchzuftihren
[84]. Der feste Korper as Kontinuum wurde in endlich vide Elemente unterteilt, deren
Eckpunkte, auch Stitzpunkte oder Knoten genannt, sich entsprechend der Belastung des
Gesamtkorpers verschieben. Diese Verschiebung der Knoten, welche das System vollstandig
beschreiben, kann nun in endlich vielen Gleichungen erfald werden. Somit wurde durch ene
Diskretiserung eine ndherungsweise Losung des Problems ermdglicht, zu dessen Berechnung
nur noch die Lésung eines Gleichungssystems ndtig ist. Diese Gleichungssysteme sind mit
bekannten Matrizenmethoden mit Hilfe enes Computers l6sbar. Der entstehende
Diskretiserungsfehler kann durch eine hthere Knotendichte reduziert werden, was jedoch
gleichzeitig einen hoheren Rechenaufwand verursacht. Zur Berechnung der jeweiligen
Gleichgewichtdage des Systems werden beispielsweise im Bereich der Festkorpermechanik
Variaionsprinzipien wie das Prinzip der virtuelen Arbeit oder der Energieminimierung
eingesetzt [83].

Hinter dem Grundgedanken der FEM, ein Kontinuum durch ein diskretes Ersatzsystem zu
ersetzen, entstand in den letzten Jahrzehnten ein schlagkréftiges Werkzeug, welches in weiten
Bereichen der Technik und Naturwissenschaften Anwendung findet. Stets handelt es sich dabel
um Probleme, welche durch partielle Differentialgleichungen beschrieben werden, die zwar
nicht analytisch, wohl aber numerisch |6sbar sind. Mathematische Modelle, die auf partiellen
Differentiadlgleichungen basieren, finden sich beispielsweise in der Meteorologie (Euler-
gleichungen), der Astrophysik (Strahlungstransportgleichung), im Flugzeugbau (Navier-
Stokes-Gleichung), im Hoch- und Tiefbau oder dem Design von Fahrzeugen (Elagtizitéts-
gleichung); in der Geologie konnen Strémungsprozesse, Plattentektonik oder magnetische
Felder smuliert werden. Die breite Anwendung der FEM, beispielsweise in der Automobil-
industrie as Erganzung zum praktischen Experiment, reicht dabei vom ersten Entwurf, der
Entwicklung und Konstruktion, bis zur Optimierung des Endproduktes, aber auch zur
Schadensanalyse zu Gutachterzwecken. Die Einsaizgebiete liegen in Schwingungs- und
Akustikanalysen, der Aerodynamik, Statik, Crash-Test-Simulation, Lacktrocknung, Spritzgufl3-
simulation und vielem mehr. Durch die geplante unmittelbare Verkniipfung von Konstruktion
mittels CAD (computer-aided design) und Smulation mittels FEM wird die computergestiitzte
Entwicklungsarbeit hier sicherlich noch effizienter werden [85].

Der Fortschritt in der Leistungsfahigkeit von Simulationstechniken in der jlingeren Vergangen-
heit wird am Beispied von Wetterberechnungen deutlich: obwohl die Eulergleichungen as
entsprechendes mathematisches Modell bereits seit Gber hundert Jahren bekannt waren, ist es
den Meteorologen erst seit knapp 20 Jahren mdglich, eine computergestiitzte Wetterprognose zu
entwickeln. Erst seit damals sind die Computer so leistungsfahig, dal3 die Smulation bel einer
sinnvollen Dichte der Knoten weniger Zeit beansprucht als die Wetterentwicklung selbst. Der
Fortschritt ist dabel einer Kombination von erworbenen Verbesserungen zu verdanken: die
gesteigerte Rechnerleistung wurde nicht nur durch leistungsfahigere, schnellere Prozessoren
erreicht, sondern auch durch deren effiziente Paralelisierung. Aber auch die Entwicklung neuer
numerischer Methoden, wie z.B. die adaptive Gitterverfeinerung, leistete einen wichtigen
Beitrag zur Steigerung der Effizienz [85, 86].

Fur die Einfuhrung in die Theorie der FEM sei auf weiterfiihrende Literatur [54, 87] verwiesen.
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2.3.2 Simulation von Kraft-Eindrickungskurven

In dieser Arbeit wurde die FEM dazu genutzt, die Eindriickung eines harten Stempels in eine
weiche eastische Probe zu simulieren. Es wurde das kommerzielle Softwarepaket SOLVIA
(Version 95.0, SOLVIA Engineering AB, Vasterads, Schweden) verwendet, welches auf einem
Grof¥echner (IBM SP2/77 workstation) am Leibniz Rechenzentrum in Minchen betrieben
wurde. Dabe wurde die Eindricktiefe & als Funktion der Auflagekraft F auf den Stempel
berechnet, wodurch Kraft-Eindriickungskurven (in der Folge ebenfals einfach Kraftkurven
genannt) entstanden, wie sie experimentell auch mittels AFM gewonnen werden konnen. Die
Simulation erfolgte in Axialsymmetrie, aso zweidimensional. Wenn nicht anders beschrieben,
so wurde als Stempel ein Konus (gerader Kreiskegel) mit einem haben Offnungswinkel
(Konuswinkel) von o = 38,31° verwendet. Im Falle der smulierten AFM-Spitze wurde die
Konusspitze (Apex) durch eine Kugel mit 50 nm Radius ersetzt. Da die AFM-Spitzen die Form
einer viersaitigen Pyramide mit Seitenwinkel 35° besitzen, mufte der Offnungswinkel in der
zweidimensionalen Simulation angepald werden: eine einfache Rechnung zeigt, dal3 bel gleicher
Eindrickung 6 ein Konus mit einem Halbwinkel oo von 38,31° dasselbe Volumen verdrangt
wie eine Pyramide obiger Geometrie. Der redle Offnungswinkel der Pyramidenseiten wurde
also sozusagen durch einen effektiven Konuswinkel (o = 38,31°) ersetzt.

Die Knoten an der Bodenflache der Probe waren fixiert und simulierten damit perfekte Adhéasion
mit dem Substrat, die Knoten an der dul3eren Randfl&che der Probe waren frel. Die enzige
bendtigte Kontaktflache, ndmlich zwischen Stempel und Probe, wurde as reibungsfrei
angenommen. Die gewdahlten Randbedingungen sind in Abb. 2.3.1 schematisch dargestellt. Die
axialsymmetrischen 4-Knoten-Elemente (plane elements) waren im Kontaktbereich mit dem
Stempel am kleinsten, da hier die groféte Verformung und daher auch die grofdten Spannungen
in der Probe auftraten, und wurden sukzessive nach auf?en bzw. unten vergrof3ert. Die
Umgebung des Kontaktbereiches fir die Konus- bzw. AFM-Spitzengeometrie des Stempels ist
in Abb. 2.3.2 dargestellt.

'IA\ Abb. 2.3.1: Schemazeichnung der Randbedingungen der
Lo ) Simulation mittels FEM. Entlang der Symmetrieachse A sind
\ die Knoten lediglich in z-Richtung frei beweglich, zwischen

Substrat und Probe sind die Knoten fixiert, was perfekter

Adhasion entspricht. Am duf3eren Rand sind sie frei beweglich.
Waéhrend die laterale Ausdehnung, das Netzwerk des
Kontaktbereiches zum Stempel sowie der Elastizitétsmodul
FEM FEM Erey unverandert blieben, wurde die Dicke Dggy in den
l verschiedenen Proben variiert. Der Kontakt zwischen dem

O O O O ©
m
O

harten Stempel und der weichen Probe wurde als reibungsfrei
angenommen. Die Verschiebung des Knoten (#) diente als
Kriterium fur die Dimensionierung der simulierten Probe.
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Abb. 2.3.2:  Kontaktbereich  zwi-
schen Stempel und Probe. Aufgrund
der hier auftretenden groften Verfor-
mungen im Netzwerk erfordert dieser
Bereich die grofte Simulationsge-
nauigkeit. Deshalb wurde in diesem
Bereich ein dichteres Netzwerk ge-
wéhlit. Als Reaktion auf eine Auf-
lagekraft F zeigt der Konus (links)
eine Eindrickung von 60 nm, de
AFM-Spitze ist hier 200 nm in die
Praobe eingedrungen.

TR

=S5 |

[ 30nm

Zunéchst wurde das Netzwerk einer dicken Probe konstruiert, welches die Eigenschaften eines
elastischen Halbraumes besitzen sollte. Dazu wurde sowohl die laterale Ausdehnung a's auch
die Dicke der Probe stetig erweltert, bis schliefdich das folgende Kriterium erflllt war: der
Knoten (#) der &ulReren oberen Ecke der Probe (siehe Abb. 2.3.1) bewegte sich bel einer
maximalen Eindrtickung von 300 nm nur noch marginal, d.h. weniger als 1 nm in z-Richtung
und weniger as 0,1 nm radial. Im Fale des konusférmigen Stempels sollte auf3erdem die
smulierte Kraftkurve Uber den gesamten Eindrickungsbereich dem Kraftgesetz des
Hertzmodells entsprechen. Wie in Abb. 2.3.3 zu sehen ist, besitzt in doppeltlogarithmischer
Darstellung die Kraftkurve einer dicken Probe dieselbe konstante Steigung, wie sie durch das
Hertzmodell des Konus beschrieben wird, wahrend die Steigung der Kraftkurve einer diinnen
Probe mit zunehmender Eindriickung anwéchst. Die eben beschriebenen Kriterien wurden fur
den Konus al's Stempel mit einer Probendicke von 50 um und einem Probenradius von knapp
25 um erreicht, die Probe bestand dabei aus 5690 Elementen. Fur den Stempel mit AFM-
Spitzenform wurde die Probendicke auf 100 um erhoht. Gleichzeitig reduzierte sich die Zahl
der Elemente auf unter 4000, da nun die Singularitét der Konusspitze durch den kugelférmigen
Apex ersetzt wurde. Von nun an blieb sowohl die Vernetzung des Kontaktbereichs a's auch die
laterde Ausdehnung der Probe unverédndert. Variiert wurde nun lediglich die Probendicke,
wobel neben der dicken Probe, also dem Modell des elastischen Halbraumes, tberwiegend
duinne Proben mit einer Dicke von weniger als 1 um modelliert wurden. Dieser Dickenbereich
ist im Falle von AFM-Experimenten an |ebenden Zellen von besonderem I nteresse.

. Abb. 2.3.3: Die doppeltlogarithmische
diinne Probe Darstellung zweier Kraftkurven, welche mit

10°4 T ﬁ:grkt‘;rﬁg%beﬁ konusférmigem Stempel simuliert wurden,
6 verdeutlicht den Einflul? der Probendicke.
4- Im Falle der dinnen Probe (D = 324 nm)

nimmt die Steigung der Kraftkurve mit
wachsender Eindrickung stetig zu. Die
dicke Probe (D = 50 um) hingegen geniigt
den Anforderungen as Modell fir den
elastischen Halbraum: die Steigung da

Auflagekraft [N]
H
o

44

. Kraftkurve ist Uber den gesamten

24 Eindrickungsbereich  konstant und ent-

11 . spricht dem angedeuteten Potenzgesetz des

10 A .

8y .- Hertzmodells fir den Konus.

6],

3 4 5 67809 '7 2 3
10

Eindrickung [m]
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Falls nicht anders gekennzeichnet, wurden ale Simulationen mit einem Elastizitédtsmodul von
Ercvy = 20 kPa sowie mit C, = 3,32 kPa, C, = 0,01 kPa und einem Kompressionsmodul
von K = 200 Mpa durchgefihrt. Die Poissonzahl betrug bei kleinen Dehnungen folglich
0,500, d.h. die Verformung der Probe erfolgte faktisch unter konstantem Volumen. Eine
Charakterisierung und Diskussion der beiden ausgewahlten Mooney-Rivlin-Konstanten bzw.
deren Einfluld auf die Simulation wird im folgenden Kapitel diskutiert.

Die Wahl des Elagtizitdtsmodul ergab sich aus den Experimenten mit Gelatine und Iebenden
Zéllen, ein E-Modul von E = 20 kPa liegt gerade im Schnittbereich der E-Moduln dieser
Proben (vgl. Abb. 2.1.1). Um sicherzugehen, dal3 auch in den smulierten Kraftkurven der
AFM-Spitzen Auflagekraft und Eindriickung, wie bel rotationssymmetrischen Stempeln tblich,
linear mit dem Elatizitétsmodul skalieren [88] (vgl. auch Gleichung (3) und (4)), wurden Sitze
von Kraftkurven mit unterschiedlichem E-Modul smuliert. Zu verschiedenen Probendicken
wurde in der Smulation der E-Modul von 20 kPa auf Werte von 1 kPa bzw. 100 kPa
veradndert. Dabel haben die resultierenden Kraftkurven mit einer Maximalabweichung von
lediglich 5-10°% mit dem E-Modul skaliert.
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3 Analysesmulierter Kraftkurven mittels Hertzmodell

Die Anwendung des Hertzmodells zur Analyse von Elastizitdéésmessungen dinner weicher
Proben mittels AFM wirft Problemein dreierlei Hinsicht auf: (i) Vergleichsweise scharfe AFM-
Spitzen und grof3e Eindrtickungen fuhren zu grof3en Deformationen. Das dadurch moglicher-
weise erzwungene nicht-lineare Materialverhalten wird im Hertzmodell nicht beschrieben. (ii)
Die anaytische Herleitung des Modells ist nur fir eine unendlich ausgedehnte Probe exakt,
nicht jedoch fUr dinne Filme. (iii) Die verwendeten AFM-Spitzen besitzen nicht die vom Modell
efaden Stempelgeometrien. Die Verwendung des Hertzmodells kann also selbst be
homogenen Proben nur eine Néherung darstellen, entsprechend treten im Falle inhomogener
Materialien, wie z.B. Verbundwerkstoffen oder auch Iebender Zellen, weitere Konflikte auf.
Experimentell wurde das Hertzmodell bereits in einem friheren Projekt eingehend auf seine
Verwendbarkeit hin getestet [36, 42]. Dabel konnte mit Hilfe weicher Kelle aus Gelatine der
EinfluR? des harten Substrats auf die gemessene Elastizitét dinner Proben charakterisiert werden.
Die Smulation von Kraftkurven mittels FEM ermdglicht nun einen Zugang, bei dem
verschiedenste Einflisse geziet als Randbedingungen der Simulation variiert und somit auch
kontrolliert werden kdnnen. Die Charakterisierung der Einflisse von endlicher Probendicke und
Spitzengeometrie auf eine Auswertung mittels Hertzmodell kann daher im Falle der Simulation
deutlich detaillierter erfolgen.

3.1 Einflu der Mooney-Rivlin-Konstanten und des Konuswinkels

Die Simulation erlaubt den Einsatz verschiedener theoretischer Modelle zur Beschreibung der
elastischen Materialeigenschaften. Ausgewahlt wurde ein erweitertes Mooney-Rivlin-Modell,
welches auch die Simulation grof3er Dehnungen bel einem inkompressiblen Material ermdglicht.
Die Entwicklung eines neuen Kraft-Eindriickungsgesetzes, das auf der Simulation dieses
Materias basiert und somit auch nicht-lineares Materialverhalten berticksichtigt, ist somit in der
Lage, das oben unter (i) genannte Problem zu |6sen.

Die fur die Smulationen ausgewahlten Werte der Mooney-Rivlin-Konstanten (C, = 3,32 kPa
und C,= 10 Pa) sollten keinem bestimmten Materia entsprechen, sondern allgemein den
folgenden Eigenschaften gentigen [56]: (i) Bei den meisten Gummis ist C; grof3er as C,. (ii)
Fur gequollene Polymernetzwerke nimmt zusammen mit dem Volumenanteil des Polymers auch
C, ab. (iii) Im Gegensatz zur Dehnung wachst beim Komprimieren von Gummi das Verhdtnis
C,/C, um etwa eine Grofenordnung an. Speziell die beiden letzten Punkte sind dabei fur die
spéter diskutierten AFM -Experimente von Bedeutung.

Um den Einflul3 der beiden Konstanten auf die simulierten Daten abschétzen zu kdnnen, wurde
die Eindrickung in die den Halbraum représentierende Probe ssimuliert, wobei das Verhditnis
C,/C, variiert wurde. Die verwendete Geometrie des Stempels war ein Konus mit einem
Konuswinkel von 35° bzw. 80°, welcher 300 nm bzw. 37 nm tief, d.h. bis zu einem ungeféhr
gleichen Kontaktradius, in die Probe gedriickt wurde. Die erhatenen Kraftkurven wurden mit
dem Hertzmodell gefittet und somit der Elastizitatsmodul E;, berechnet. In Abb. 3.1.1 ist E;
gegen das Verhdtnis C,/C, aufgetragen. Im Fale des stumpfen Konus (o0 = 80°) ist die
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Abweichung von E;, gegentiber dem nominellen E-Modul E.;,, = 20 kPa relativ klein, beim
spitzen Konus (o0 = 35°) hingegen ist die Abweichung deutlich ausgepragter. Der prinzipielle
Kurvenverlauf ist jedoch in beiden Féllen gleich: mit der Abnahme von C, wird auch der
gefittete E-Modul kleiner. Gleichzeitig nimmt jedoch auch der Einflu® von kleinem C, auf E;
deutlich ab, d.h. die Veranderungen in E;, sind fur C,/C,>9 deutlich kleiner as fur
C,/C, < 9. Dieswiederum macht deutlich, dal3 nicht so sehr die exakten Werte bel der Wahl
der beiden Mooney-Rivlin-Konstanten wichtig waren, sondern lediglich die Entscheidung, daf3
C,imVergleich zu C, gro3 sein sollte.

21.5+ A Abb. 3.1.1: Fir zwei verschiedene

21.0- Konusgeometrien des Stempels wurde
g das Verhdtnis von C,/C, dear Probe
= 20.5- variiert. Der mittels Hertzmodell
5 gefittete  E-Modul weicht  beim
= 200{-----—-m e B - stumpfen Konus (o = 80°) nur bis zu
8 1,4% vom nomingllen Wert Eqg, =
> 1951 A 20 kPa ab. Bei einem Konuswinkel
‘;—3’ 190 von 35° wachst die Abweichung bis
g A nahezu 11% an. Die maximale
= 1854 Konuswinkel Abweichung tritt in beiden Féllen bei
E * O
> A A 35 C,=0 auf.

1801 A 80°

o 3323 323 9 5 1
C,/C,

Zusédtzlich wird ein weiterer Effekt sichtbar: mit abnehmendem Konuswinkel wird die
Abweichung von E;, zu E,, immer grolker. Sie ist in beiden Félen fir C, =0 maximal, im
Fale des stumpfen Konus betrégt sie lediglich 1,4%. Fur den spitzen Konus dagegen ist die
maximale Abweichung auf 10,5% angewachsen. Offensichtlich sind hier die Voraussetzungen
fur die Verwendung des Hertzmodells sowie von Gleichung (10), namlich lediglich kleine
Dehnungen im Material, nicht mehr gegeben. Diese Situation &ndert sich fir Konuswinkel nahe
90°, die damit verbundene Giltigkeit des Hertzmodells wird in Abb. 3.1.2 deutlich: fir
wachsenden Konuswinkel konvergiert der gefittete E-Modul gegen den nominellen Wert von
20 kPa. Bel einem Konuswinkel von 8% betrégt die Abweichung nur noch 0,14%. Auf der
anderen Seite ist die Ubereingtimmung natiirlich eine notwendige Bestatigung einer moglichst
realistischen Simulation.

N
o
?

Abb. 3.1.2: Werte des gefitteten E-Modul fir stumpfe
— Konusgeometrien. Ein einfacher Parabelfit (gepunktete
Linie) durch die Datenpunkte, der auf einen Konus-
winkel von 90° extrapoliert wurde, zeigt de
Ubereinstimmung mit dem nominellen Wert Eq, =
20 kPa (gestrichelte Linie) und bestétigt so die
19.8- Glltigkeit des Hertzmodells. Die Abweichung fir
einen Konuswinkel von 89° betragt lediglich 0,14%.

gefitteter E-Modul E;;; [kP4]
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3.2 Uberschatzen des Elastizitatsmoduls in der AFM-Anwendung

Uber Eindriickungsexperimente mit konus- oder pyramidenformigen Stempeln mit stumpfem
Apex, adso abgerundeter Spitze, wurde berichtet, dal’ die mittels Hertzmodell des Konus
berechneten Werte des Elastizitdtsmoduls E;, im Vergleich zum nominellen Elastizitdtsmodul der
Probe stets zu hoch waren [49, 89, 90]. Um sowohl diese Beobachtungen als auch den Einfluld
der Filmdicke auf die Auswertung zu Uberprifen, wurden smulierte Kraftkurven, mit der
AFM-Spitze als Stempel, mit dem Hertzmodell ausgewertet. Dies erfolgte in derselben Weise,
in welcher auch experimentelle Daten analysiert werden: ale Kraftkurven werden in demselben
Intervall der Auflagekraft, dem sogenannten Fitbereich, ausgewertet (siehe auch Abschnitt
2.2.4). De fur die folgende Diskussion verwendete Satz an Kraftkurven wurde auf
Probendicken zwischen 190 nm und 1 um simuliert. Einen Tell dieser Kraftkurven zeigt
Abb. 3.2.1, zum Vedgleich ist zusdtzlich die den eastischen Halbraum représentierende
Kraftkurve (100 um-Probe) dargestellt. Deutlich ist der Einflul3 der Probendicke auf den
Verlauf der Kraftkurve zu sehen.

149 Probendicke: Abb. 3.2.1: Simulierte Kraftkurven
190 nm bei unterschiedlicher Probendicke. Die

1.24 - gﬁg Rm AFM-Spitze wurde dazu in ene
—— 1000 nm Standardprobe  (Materialkonstanten:

1.04 — 100 um E= 20kPa, C,= 10Pa, K =

200 MPa) eingedriickt. Variiert wurde

0.8+ lediglich die Dicke der Probe.

0.6

Auflagekraft [nN]

0.4-

0.2-

0 50 100 150 200 250 300
Eindrickung [nm]

3.2.1 Analyse mittels Hertzmodell des Konus

Der angesprochene Effekt eines Uberschétzens des berechneten Elastizitdtsmoduls ist prinzipiell
auch fir AFM-Messungen zu erwarten, wie die folgende Uberlegung zeigt: man betrachte einen
Konus und eine AFM-Spitze mit gleichem Offnungswinkel, wie in Abb. 3.2.2 skizziert.
Werden beide Stempel gleich tief eingedriickt, so ist der Kontaktradius des Konus &, kleiner
as jener der AFM-Spitze a,p,,, entsprechend kleiner ist auch das vom Konus verdrangte
Volumen der Probe. Die bendtigte Auflagekraft wird folglich im Falle des Konus kleiner sein
as die Auflagekraft der AFM-Spitze: F .« < Farn- B8 Verwendung von Gleichung (3) ist
daher der berechnete Elastizitétsmodul im Falle der AFM-Spitze grol3er, die Probe aso
scheinbar harter: der Elastizitdtsmodul wird hier Uberschétzt. Gleichzeitig ist jedoch zu erwarten,
dal3 der Einfluf des runden Apex mit zunehmender Eindriickung an Einfluf3 verliert und deshalb
die Eigenschaften der Konusgeometrie zunehmend dominieren [49].
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Abb. 3.2.2: Skizze eines Konus und einer AFM-Spitze mit
gleichem Offnungswinkel. Bei gleicher Eindriickung & ist
der Kontaktradius a des Konus kleiner als jener der AFM-
Spitze. Entsprechend ist auch die Auflagekraft des Konus
Kleiner: Fyonus < Fapn. Die Folge ist ein Uberschétzen des
Elastizitdétsmoduls im Falle der AFM-Spitze.

AFM-Spitze

Die Kraftkurven aus Abb. 3.2.1 wurden mit dem Hertzmodell des Konus ausgewertet und der
gefittete Elastizitatsmodul E;, in Abb. 3.2.3a gegen die jeweilige Probendicke D, aufgetragen.
Der nominelle E-Modul der Probe E.;,, = 20 kPa ist zusitzlich as gestrichelte Linie
eingezeichnet. Die Eindriickung der AFM-Spitze fur die Fitbereiche wurde lediglich fur die
1000 nm dicke Probe angegeben, da die Eindriickung natirlich von der jeweiligen Probendicke
abhangt. Die Auflagekréfte Uber 100 pN dsellen typische Fitbereiche zur Auswertung
experimenteller AFM-Daten dar (1, s, n). Betrachtet man beispielsweise den Fitbereich von
200 - 500 pN (s), so liegt bel einer Probendicke von 1 um der berechnete Elastizitdtsmodul
bei E;, =21,1kPa, d.h. die Auswertung liefert hier einen relativ guten Wert, der sich bel
zunehmender Probendicke weiter dem nominellen Wert E.,, anndhert. Fur dinnere Proben
wird E;, stetig grofder, da der Einflul? des harten Substrats anwéchst: bei gleicher Auflagekraft
wird die erfolgte Eindriickung immer kleiner. Die AFM-Spitze beginnt sozusagen das harte
Substrat zu spiren, der gefittete Elastizitdtsmodul wird immer grof3er, d.h. die Probe erscheint
mit abnehmender Dicke immer hérter. Dieser Effekt wachst bel hoherer Auflagekraft weiter an
(n), da dann auch die Eindriickungen entsprechend grof3er werden. Entsprechend weniger
ausgepragt ist der Effekt bel niedrigeren Kréften (1). Die naheliegende Vermutung wére nun,
zur Verbesserung den Fitbereich entsprechend anzupassen, d.h. die Auflagekréfte weiter zu
reduzieren. Beim Ubergang des Fitbereichs auf Krafte unter 100 pN (von 1 nach m) tritt
jedoch plétzlich eine Umkehrung des Trends zu immer kleineren Werten des gefitteten
Elastizitdtsmoduls auf: wird der Fitbereich zu kleineren Kraften verschoben, so werden die
berechneten Werte fur E;, wieder grof3er und wachsen stark an. Hier kommt nun der Effekt der
runden Apexgeometrie immer stérker zum Tragen. Die abgerundete AFM-Spitze unterscheidet
sich hier deutlich von der konischen Geometrie, welche dem Hertzmodell zugrunde liegt. Auch
ein Fit der Kraftkurve wird daher entsprechend schlecht sein und die berechneten Werte des
Elastizitdtsmoduls werden deutlich vom nomindlen Wert abweichen. Der beschriebene
Umkehreffekt ist in Abb. 3.2.3b fir ene beiebige Probendicke nochmals schematisch
dargestellt. Fir hohe Auflagekréfte bzw. Eindriickungen (rechts vom Minimum des E-Moduls)
fuhrt v.a. der Einflu® des harten Substrates zu einem Harteartefakt, bei kleinen Auflagekréften
bzw. Eindriickungen (links vom Minimum des E-Moduls) ist die Ursache fir das Uberschatzen
des E-Moduls hauptsachlich in der abgerundeten Apexgeometrie der AFM-Spitze zu suchen.
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Abb. 3.2.3: Die simulierten Kraftkurven aus Abb. 3.2.1 wurden in verschiedenen Fitbereichen mit
dem Hertzmodell des Konus ausgewertet und gegen die Probendicke aufgetragen (a).
Schemazeichnung des Umkehreffektes des berechneten E-Modulsin Abhéngigkeit von Auflagekraft
bzw. Eindriickung (b). Das systematische Uberschétzen des gefitteten E-Moduls hat zwei Griinde:
(i) Bei hohen Auflagekréften, also grofRen Eindriickungen, hat in Abhéngigkeit von der Probendicke
das harte Substrat Einfluf? auf die Auswertung. (ii) Die runde Apexgeometrie der AFM-Spitze wirkt
sich besonders bei niedrigen Auflagekréften aus. Der nominelle Wert des E-Moduls ist durch die
gestrichelte Linie angedeutet (aund b).

3.2.2 Analyse mittels Hertzmodell des Paraboloids

Im folgenden werden eine AFM-Spitze (Spitzenradius R = 50 nm, Konuswinkel o = 38,31°)
und ein Paraboloid mit gleichem Krimmungsradius verglichen, beide sind in Abb. 3.2.4
skizziert. Durch den Schnittpunkt der Profile beider Stempel bei einer Eindriickung &° =
88,3nm und dem Kontaktradius a' = 93,9nm werden zwei Eindriickungsbereiche
voneinander getrennt: fur kleinere Eindriickungen (& < &7) ist auch der Kontaktradius fur die
AFM-Spitze stets kleiner as der Kontaktradius des Paraboloids (8,ry < 8caanoioid) s
entsprechend wird das verdréngte Volumen im Fale der AFM-Spitze kleiner sein. Dies
bedeutet, dal? die bendtigte Auflagekraft der AFM-Spitze kleiner ist as jene des Paraboloids
(Farm < Feaabooia): Wird der Elastizitdtsmodul mit dem Hertzmodell des Paraboloids (4)
berechnet, wird er somit zu klein ausfalen. Fir eine bestimmte Eindriickung, die etwas grofier
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ist ads &, werden jedoch beide Stempel dasselbe Volumen verdrangen. Dies ist bel einer
Eindriickung von 6* = 139,6 nm der Fall; hier beginnt die Umkehrung des Effekts. Wird die
Eindriickung nun weiter vergroRert (5 > &%), ist das von der AFM-Spitze verdrangte Volumen
grolRer as jenes des Paraboloids. Entsprechend wird dann der aus einer AFM-Messung
resultierende Elastizitdtsmodul zu grof3 ausfallen.

Fur kleine Eindrickungen (8 < 6) muR somit ein Unterschétzen, fir Eindriickungen die
groRer sind als & muR hingegen erneut ein Uberschitzen des Eladtizitdtsmoduls erwartet
werden.

Abb. 3.2.4: Skizze einer AFM-Spitze und enes
Paraboloids mit gleichem Krimmungsradius. Bei einer

A Eindriickung & < 8" ist der Kontaktradius der AFM-
| Spitze kleiner als jener des Paraboloids. Entsprechend ist

Ol B auch die Auflagekraft dear AFM-Spitze kleiner:

T AFM-Spitze Farm < Fraanooig- Di€ Folge ist ein Unterschétzen des mit

S | dem Hertzmodell des Paraboloids berechneten Elastizitéts-

moduls bei AFM-Messungen. Fur Eindrickungen, de

Paraboloid groRer sind als &, tritt der umgekehrte Effekt ein.

Die Bestétigung lieferte ein erneutes Auswerten der Kraftkurven aus Abb. 3.2.1, welches nun
aber mit dem Hertzmodell des Paraboloids erfolgte und in Abb. 3.2.5 dargestellt ist. Durch die
Auswertung in einem Fitbereich @ul¥erst niedriger Auflagekraft (=) wird hier ein gutes Ergebnis
fur den berechneten Eladtizitdtsmodul erzielt. Die maximae Eindriickung der AFM-Spitze
betragt hier im Falle der 1 um dicken Probe lediglich 7,4 nm. In diesem Bereich stimmt die

Fitbereich Abb. 3.25: Die simulierten
354 (Auflagekraft) Kraftkurven aus Abb. 3.2.1 wurden in
—m— 300-800 pN verschiedenen Fitbereichen mit dem
—A— 200-500 pN Hertzmodell des Paraboloids ausge-
—e— 100-300 pN wertet. Der nominelle Wert des E-
—v—  10-30pN Moduls ist durch die gestrichelte Linie
g - 0-30pN angedeutet. Eine Auswertung bei extrem
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Stempelgeometrie im Hertzmodell weitgehend mit der Geometrie der AFM-Spitze Uberein,
entsprechend betrégt hier die maximale Abweichung des gefitteten vom nominellen E-Modul
lediglich 2,8%. Die ebenfalls auftretenden Abweichungen, welche bel dinner Probe durch das
harte Substrat hervorgerufen werden, sind hier nur gering ausgeprégt, da die Eindriickungen im
Vergleich zu den diskutierten Dicken der Probe relativ klein sind. Fur grofe Auflagekréfte und
die damit verbundenen grofien Eindriickungen werden die Abweichungen des berechneten
Elastizitétsmoduls wie erwartet deutlich groféer: im Widerspruch zum angewandten Fitmodell
dominiert hier wieder der Einflufld der Konusgeometrie der AFM-Spitze. Zusétzlich macht sich,
in Abhangigkeit von der Probendicke, der Einflul? des harten Substrates bemerkbar.

Die im AFM-Experiment normaerweise verwendeten Fitbereiche liegen bel Auflagekréften
oberhalb von 100 pN. Dies hat zur Folge, dal3 auch bel der Anwendung des Hertzmodells des
Parabol oids im wesentlichen ein Uberschétzen des E-Moduls erfolgen wird.

3.3 Diskussion der Grenzen in der Anwendung des Hertzmodells

Mit Hilfe der Simulation durch die FEM konnten zum Tell auch im Experiment beobachtete
Effekte bestétigt und ndher charakterisiert werden. Im Einzelnen waren dies.

(1) Das Hertzmodell ist lediglich fir kleine Dehnungen im Probenmateria guiltig. Obwohl die
verwendeten AFM-Spitzen die stumpfsten erhdtlichen sind, haben sie einen Seitenwinkel
von 35°, sind also relativ spitz. Die im Eindrickungsexperiment auftretenden Verformungen
sind daher vergleichsweise grol3 und fuhren somit zu einer Abweichung des mit dem
Hertzmodell berechneten Elastizitéésmoduls vom nominellen Wert. Wahrend bei stumpfen
konusformigen Stempeln (oo > 85°) kaum Fehler auftraten, sind diese bel einem spitzen
Konus mit einem Konuswinkel von 35° auf tiber 10% angewachsen.

(2) Bei abnehmender Probendicke wird der mittels Hertzmodell berechnete Elastizitdtsmodul
groféer, die Probe also scheinbar hérter. Dieser Effekt wachst mit steigender Auflagekraft und
der resultierenden grof3eren Eindriickung an.

(3) Die AFM-Spitze kann durch einen Konus mit kugelférmigem Apex dargestellt werden. Im
Fale dicker Proben konnen fir kleine Eindrickungen (< 10nm) Daen mit dem
Hertzmodell des Paraboloids ausgewertet werden, fur grof3e Eindriickungen (> 100 nm)
verliert der Einflufd des runden Apex an Bedeutung, so dal3 mit dem Hertzmodell des Konus
eine relativ genaue Datenanayse erfolgen kann. Der Zwischenbereich wird hingegen durch
keines der beiden Moddlle zufriedenstellend beschrieben, stellt jedoch einen fir das AFM
bedeutenden Kraftbereich dar. Hier tritt als Folge der nicht mit dem Hertzmodell konformen
Spitzengeometrie ein systematisches Uberschétzen des Elastizitatsmoduls auf.

Die Darstellung der Abbildungen 3.2.3 und 3.2.5 wurde, so wie es bisher auch in der
Auswertung der Experimente Ublich war, als Funktion des Fitbereichs, aso der gewéhlten
Auflagekraft, présentiert. Das Uberschétzen des Elastizitdtsmoduls ist jedoch ein Effekt, der
durch das Zusammenwirken von Spitzengeometrie und Probendicke entsteht. So tritt der
Wechsadl vom Unterschétzen zum Uberschitzen des E-Moduls in Abb. 3.2.5 bei einer
bestimmten Eindriickung auf und nicht in Abhangigkeit einer bestimmten Auflagekraft. Das
bedeutet, der Wechsel ist dann unabhangig von der Harte des Materials. Wirden die beiden
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Abbildungen als Funktion der Eindriickung dargestellt, wirden sie sich qualitativ nicht andern.
Moglicherweise wirde jedoch die Entwicklung eines, zum im folgenden Kapitel entwickelten
Konzept, aternativen Korrekturmechanismus in der Auswertung unterstiitzt. Denkbar wére
dann weiterhin die vergleichsweise einfache Auswertung mittels Hertzmodell, die in einem
zweiten Schritt in Abhéngigkeit von Eindriickung und Probendicke korrigiert wirde.
Eindrucksvoll wird in Abb. 3.2.5 aber auch deutlich, dal3 mit einer Datenanalyse bei &ul3erst
kleinen Eindrickungen dle drel genannten Effekte nahezu ausgeschaltet werden konnten. Die
Auswertung von AFM-Daten in diesem Fitbereich mit dem Hertzmodell des Paraboloids wiirde
ein zufriedenstellendes Ergebnisliefern. Bel einem Elastizitétsmodul der ssimulierten Probe von
20 kPa bedeutet dies jedoch ein exaktes Arbeiten in einem Kraftbereich von unter 5 pN, was
momentan mit dem AFM noch nicht realisierbar erscheint.

Somit machen die in diesem Kapitel diskutierten Probleme deutlich, dal3 ein verbessertes Modell

zur Auswertung der experimentellen Daten notwendig ist. Dessen Entwicklung soll im
folgenden Kapitel beschrieben werden.
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4 Entwicklung eines Parametrischen M odells zur Beschreibung
elastische Eindrickungen

In diesem Kapitd wird die Entwicklung eines Kraft-Eindrickungs-Modells fir die Geometrie
der in Zellexperimenten gebrauchlichen AFM-Spitzen vom Typ Microlever vorgestellt. Das Zid
des neuen numerisch entwickelten Modells war es, durch die Berticksichtigung der im vorigen
Kapitel diskutierten Probleme, sowohl der Geometrie der AFM-Spitze, a's auch einer méglichen
geringen Probendicke, die Auswertung experimenteller Kraftkurven zu verbessern. Die
Vorgehensweise bestand dabel aus mehreren Schritten: Zunéchst wurden beide Hertzmodelle
auf die Anwendung bei endlicher Probendicke erweitert und anschliel?end mathematisch
aneinandergefugt, um auf diese Weise das neue Modell an die Spitzengeometrie anzupassen.
Die Erweiterung des Hertzmodells erfolgte durch das Anfigen von Korrekturtermen, deren
einzelne Parameter derart optimiert wurden, dal3 mit dem neuen Modell ein Satz von simulierten
Kraftkurven bestmdéglich beschrieben werden konnte.

4.1 Parametrische Erweiterungen des Hertzmodells

4.1.1 Eindrickung des Konus in dinne Proben

Um die Eindriickung eines Konus in eine Probe endlicher Dicke zu beschreiben, wurde das
Hertzmodell (3) mit einem Korrekturterm f(d/D) ergénzt. Dieser ist eine Funktion der
normalisierten Eindriickung, also des Verhd tnisses aus Eindriickung 6 und Probendicke D:

I:FitKonus = A ’ Efit ’ 82 ’ f(é) (16)
D
mit A= 2. tan(ocz) und 0< S <1
Tt 1-v D

Sinnvollerweise muf3 f(6/D) fur sehr kleine Eindriickungen bzw. grof3e Probendicken den
Wert 1 annehmen, damit Gleichung (16) wieder in die urspringliche Form des Hertzmodells
(3) Ubergeht. Erreicht die Eindriickung die GroRRe der Probendicke, d.h. &/D =1, so mui3
f(6/D) divergieren, dain diesem Falle auch die Auflagekraft gegen unendlich anwéchst. Fir den
Korrekturterm gilt somit:

1< f(%) < oo (17)

Der Korrekturterm wurde als eine Potenzreihe angesetzt, mit der mathematischen Motivation,
dal3 jede Funktion durch eine Potenzreihe, die sogenannte Taylorsche Reihe, angendhert werden
kann [91]. Als Exponenten wurden nicht nur ganze, sondern rede Zahlen zugelassen, da sich
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hierdurch die Zahl der erforderlichen Terme erheblich reduzierte, so dal? die Reihe bereits mit
zwei Entwicklungstermen eine ausreichende Genauigkeit aufweisen und danach abgebrochen
werden konnte:

DESURO)

Um die Koeffizienten c, bis ¢, zu bestimmen, wurden zundchst mit Hilfe der FEM verschiedene
Kraftkurven smuliert, bei denen en Konus in Proben mit einer Dicke von 216 nm, 324 nm,
432 nm, 540 nm, 648 nm und 1 um gedriickt wurde. Die parametrische Erweiterung sollte
speziel fir diesen Dickenbereich optimiert werden, da einerseits fur die Untersuchungen an
lebenden Zelen gerade deren Randbereich mit einigen hundert Nanometern Dicke aulferst
interessant ist und andererseits bereits bel einer Probendicke von 1 um der Einfluld des harten
Substrates bei den im AFM-Experiment Ublichen Eindriickungen nur noch schwach ausgepragt
ist (vgl. Kapitel 3.2).

Die vier unbekannten Koeffizienten c, bis ¢, wurden mit Hilfe eines Monte-Carlo-Fits so
berechnet, dal3 die smulierten Kraftkurven durch das erweiterte Hertzmodell (16) bestmdglich
beschrieben wurden. Der Fit wurde an den simulierten Kraftkurven bis zu einer Eindriickung
von 300 nm oder aber maxima bis zur halben Probendicke durchgefiihrt, da im AFM-
Experiment meistens das Zid verfolgt wird, Iebende Zellen méglichst wenig zu beeinflussen.
Das bedeutet jedoch ein Ausiiben von lediglich niedrigen Auflagekréften, um somit grof3e
Eindriickungen zu vermeiden. Zusétzlich wird bel grof3en Eindriickungen wiederum der Einfluf3
der in der FEM gewahlten Materiatheorie auf die Simulation bedeutsam [90].

Nach der Ausfiihrung des Monte-Carlo-Fits ergab sich mit den Koeffizienten c, bis c, die
folgende Form der Erweiterung fur das Hertzmodell des Konus:

FFitKonus =A- Efit ’ 62 ’ f(%) (19)

1128 3.929
mit f(é) = £1+ 0.4831- (é) +0.3839- (E) ]
D D D

Dabe wurde der Wert des Elastizitdtsmoduls E;, auf 18238 Pa festgelegt. Dieser
Elastizitdtsmodul ergab sich zuvor aus einem Fit an der Kraftkurve, welche auf der den
elastischen Halbraum représentierenden Probe smuliert wurde. Auf ihn sind somit, as
Referenzwert des E-Moduls des eastischen Habraumes, die Koeffizienten kalibriert.
Erdgchtlich ist nun auch das Verhdten der Funktion f(6/D) fir eine im Vergleich zur
Eindrickung groRe Probendicke: f(6/D) erreicht dann den Wert 1 und Gleichung (19)
konvergiert gegen die urspriingliche Form des Hertzmodells (3).

Die Vebesserung des erweiterten theoretischen Modells gegentber dem klassischen
Hertzmodell veranschaulicht Abb. 4.1.1. Gezeigt sind vier smulierte Kraftkurven eines Konus
auf dinnen Proben (Abb. 4.1.1c), welche sowohl mit dem Hertzmodel (3), als auch mit
dessen parametrischer Erweiterung (19) gefittet wurden. Die Differenz zwischen den
Kraftkurven und dem jewelligen Fit, ist Uber den Kraftkurven fir die beiden Modele
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dargestellt. Wéhrend die maximae Abweichung im Falle des Hertzmodells 19,4 pN  betrégt
(Abb. 4.1.1a), reduziert sie sich bei Anwendung der parametrischen Erweiterung auf lediglich
0,37 pN (Abb. 4.1.1b). Dies bedeutet eine Verbesserung der Fitgenauigkeit um mehr as das
50-fache! Betrachtet man den aus den Fits berechneten Elastizitdtsmodul, so liegt er beim
Hertzmodell bis zu 35% Uber dem E-Modul des smulierten Halbraumes, im Fale der
Erweiterung nur noch maximal 0,32%. Die Verbesserung durch die parametrische Erweiterung
wird besonders bei der Berechnung der Probendicke aus der Kraftkurve deutlich: hier liegt der
Fehler bei maxima 0,93%, wahrend das Hertzmodell eine direkte Berechnung dieses Para
meters Uberhaupt nicht ermdglicht hatte.

20
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Abb. 4.1.1: Die unten dargestellten simulierten Kraftkurven eines Konus auf dinnen Proben (c)
wurden mit dem Hertzmodell des Konus (3) und dessen parametrischer Erweiterung (19) gefittet.
Die jeweilige Abweichung des Fits zur Kraftkurve ist dariiber aufgetragen, jene der parametrischen
Erweiterung zum besseren Vergleich zweima (b): zunéchst mit derselben Skalierung wie die
Abweichung beim Hertzmodell (a), dann vergréert, um die Gite des Fits zu verdeutlichen. Die
jeweiligen Maximalfehler der berechneten Parameter E-Modul und Probendicke sind auf der rechten
Seite angegeben.

Auffallend sind in Abb. 4.1.1b die Schwingungen des vergrof3erten Graphen zur Abweichung
der parametrischen Erweiterung. Sie sind eine direkte Folge der Diskretisierung in der FEM.
Indirekt sind sie jedoch ein weiteres Mald fir die Glte des erwelterten Modells, dessen
Abweichungen offensichtlich nur geringfiigig Uber der Grofdenordnung des Diskretisierungs-
fehlersliegen.
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4.1.2 Eindrickung des Paraboloids in diinne Proben

Um das Hertzmodell an den runden Apex der AFM-Spitze anzupassen, wurde in enem zweiten
Schritt das Hertzmodell des Paraboloids (4) fir die Eindriickung in diinne Proben erwelitert. Die
Vorgehensweise war dabei diesdlbe wie die im Falle des Konus diskutierte. Als Grundlage
wurden nun Kraftkurven bei Probendicken von 190 nm, 250 nm, 324 nm, 432 nm, 540 nm,
648 nm und 1000 nm mit der AFM-Spitze als Stempel simuliert. Der Ubergang vom kugel-
zum konusférmigen Teil der AFM-Spitze erfolgt bei der gewahlten Geometrie (Spitzenradius
R= 50nm, Offnungswinkel o = 38,31°) bel einer Eindriickung von 19 nm. Be der
Durchfuhrung des Monte-Carlo-Fits wurden deshalb die Kraftkurven bis zu dieser Eindriickung
mit dem folgenden erweiterten Hertzmodell des Parabol oids gefittet:

)
Fritparar = B Egit 8% 9(5) (20)

VR

. 4 R 8 5\
m|t B=§'1_V2 Und 9(5):(1+k1(5) ]

Der Ansatz der Erweiterung g(6/D) hatte zundchst dieselbe Form wie in Gleichung (18).
Wahrend der Bestimmung der Koeffizienten durch den Monte-Carlo-Fit wurde jedoch deutlich,
dal’3 eine Erweiterung Uber den ersten Term der Potenzreihe hinaus keine splrbare V erbesserung
in der Fitgenauigkeit mit sich bringt. Diesist darauf zurlickzufUihren, dal3 eine Eindriickung von
maximal 19 nm im Vergleich zu den gewahiten Probendicken relativ klein ist. Daher kann die
Abweichung vom urspriinglichen Potenzgesetz des Hertzmodells noch mit der kirzeren
Erweiterung hinreichend gut korrigiert werden. Die Berechnung der Koeffizienten k, und k,
ergab die folgende Form des erweiterten Hertzmodells des Paraboloids:

512
Friarar = B Egt 8% ‘(14_1.692‘(5) ] (21)

Hierbel war der im Fit optimierte Wert fur E;, = 19010 Pa. Fur eine im Vergleich zur
Eindriickung grofRe Probendicke erreicht die Funktion g(6/D) wiederum den Wert 1 und
Gleichung (21) geht in die urspringliche Form des Hertzmodells (4) Uber.

4.2 Verknupfung der beiden Erweiterungen: Eindrickung der
AFM-Spitze in dinne Proben

Um ein parametrisches Modell zu entwickeln, welches die Auflagekraft einer AFM-Spitze in
eine dinne Probe als Funktion der Eindrickung beschreibt, wurden im néchsten Schritt die
beiden Erweiterungen des Hertzmodells miteinander verknuipft. Dazu war es erforderlich, zwel
Gewichtungsfunktionen (W,) zu finden, welche die beiden Erweiterungen des Hertzmodells
mathematisch verbinden und dabei die Uberlagerung der Gleichungen (19) und (21) in
gewunschter Weise steuern konnten:

34



F/:FM = l:FitParab ’ WParab + WKonus ’ FFitKonus (22)

Wie in Abb. 4.2.1 skizziert, kontrollieren die Funktionen W, den Ubergang der Spitzen-
geometrie von dem Bereich des Paraboloids zum Konus durch ein eindriickungsabhangiges
Gewichten der beiden erweiterten Hertzmodelle F .., UNd Fry e fUr kleine Eindriickungen
sollte der Einfluf3 des dem Paraboloid zugehdrigen Terms dominieren, fir grof3e Eindriickungen
jedoch abklingen. Hier wiederum sollte der Term des Konus hervortreten, d.h. die beiden
Funktionen sollten ein entgegengesetzt zu- bzw. abnehmendes Gewichtungsverhalten zeigen,
um sozusagen zwischen den beiden Bereichen Uberblenden zu kénnen. Die genaue Form der
Gewichtungsfunktionen wurde wieder durch einen Monte-Carlo-Fit an smulierten Kraftkurven
bestimmt.

Abb. 4.2.1: Schematischer Verlauf der beiden
Gewichtungsfunktionen Wp,,, und W,,.. Die
Idee war, Funktionen der Eindriickung 6 mit ent-
gegengesetzt zu- und abnehmendem Gewich-
tungsverhalten zu finden, um so die beiden Erwei-
terungen des Hertzmodells miteinander verknpfen
zu kénnen.

1.0-
W
\\ Pareh WK onus
\

0.5

Eindriickung 6

Wie bel der Erweiterung des Paraboloids wurden dazu sieben Kraftkurven auf Probendicken
zwischen 190 nm und 1 um mit der AFM-Spitze ds Stempel smuliert. Der Fit wurde
wiederum bis zu ener Eindrickung von 300 nm bzw. bis zur halben Probendicke
durchgefuihrt. Dazu wurden verschiedene Ansitze von Gewichtungsfunktionen, welche die
erwinschten Eigenschaften erfillen konnten, konstruiert und anschlief3end getestet. Die besten
Ergebnisse wurden mit einem Ansatz erzielt, der zwei entgegengesetzten Fermi-Dirac-
Verteilungen entsprach:

W, = [bi1 + biz ] (23)

BDaIPu |y

Bel diesem Fermi-Dirac-Ansatz waren der Maximafehler und auch die durchschnittliche
Abweichung des Fits am kleinsten. Besonders im problematischen Ubergangsbereich der
Spitzengeometrie von der Kugel zum Konus, also bel einer Eindriickung von 19 nm, war der
Fermi-Dirac-Ansatz den anderen Ansdtzen deutlich Uberlegen. Ein Vergleich mit zwel
aternativen Ansétzen findet sich in Anhang C.

Wird in Gleichung (22) der Elastizitédtsmodul E ausgeklammert, so kann im Monte-Carlo-Fit zur
Bestimmung der Koeffizienten der Gewichtungsfunktionen by, der nominelle E-Modul von
20 kPa eingesetzt werden. Die K oeffizienten b; enthalten dadurch einen Vorfaktor, welcher die
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durch den kleinen Konuswinkel entstandene Abweichung im gefitteten E-Modul korrigiert®. Mit
anderen Worten: die Koeffizienten werden beztiglich des nominellen E-Moduls kalibriert.

Die endguitige Form des Parametrischen Modells beschreibt nun die Auflagekraft der AFM-
Spitze a's Funktion der Eindriickung 8, der Probendicke D und des Elastizitétsmoduls E:

FAFM =E.-|B.&§% -g(é).wparab + WKonus A8 f(i) (24)
D D
. 0.3642
mit W, = (0.09276 + @(6-20nm)/s8nm _ 0_3299)
0.2966
und WKonus = (0-9272 + e(5—100nm)/l43nm + 0_1469)-

Die beiden Gewichtungsfunktionen sind in Abb. 4.2.2 dargestellt.

1.4 -

Abb. 4.2.2: Die beiden Gewichtungsfunktionen
12+ Woga UNd Wy, die sich aus einem Monte-
1.0 - Carlo-Fit an simulierten Kraftkurven ergaben.
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Da bel experimentellen Kraftkurven auf weichen Proben im Gegensatz zur Nullage der
Cantileveraudenkung (bzw. der Auflagekraft) der Kontaktpunkt, und damit die Nullage der
Eindrickung, oftmals nicht gut erkennbar ist, muf? diese ebenfdls gefittet werden (vgl.
Kapitel 2.2.5). Deshadb wird im Parametrischen Modell (24) die Eindriickung & durch die
algemeinere Form & - §, ersetzt, wobei nun o, ein weiterer Fitparameter ist. Dies ist auch die
Form des Parametrischen Modells, mit der anschlief3end experimentelle Kraftkurven gefittet
werden, um den Elastizitétsmodul und die Dicke der Probe zu bestimmen.

Um die hohere Genauigkeit des Parametrischen Models gegeniber dem Hertzmodel zu
veranschaulichen, wurden erneut smulierte Kraftkurven mit diesen beiden Modellen
ausgewertet. Die Kraftkurven und die Abweichung des jewelligen Fits sind in Abb. 4.2.3
dargestellt, wobei hier auch der Fit des Hertzmodells Uber den gesamten Kraftkurvenbereich
erfolgte. Die maximae Abweichung fur das Hertzmodell betrégt 27,2 pN, fir das
Parametrische Modell lediglich 2,4 pN. Da neben der endlichen Probendicke auch die
Stempelgeometrie von der Vorgabe im Hertzmodell abweicht, ist der Fehler des berechneten

2 GeméR Kapitel 3.1 war im Falle des elastischen Halbraums bei einem Fit mittels Hertzmodell der kleine
Konuswinkel (o = 38.31°) die Hauptursache fir die Abweichung des gefitteten E-Moduls (18238 Pa) vom
nominellen Wert (20000 Pa).
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Elastizitétsmoduls mit bis zu 63,7% gewaltig. Flr das Parametrische Moddl beléuft sich der
maximale Fehler fur den E-Modul auf 2,1%, im Fale der nun berechenbaren Probendicke auf
6,5%.

204
10 Maximalfehler bei
a = ] der Berechnung von
S 0-
LQL -104 Hertzmodell des Konus E-Modul:  63.7%
g
o 104
5 0
<
b _% -10+ parametrisches Model | E-Modul: 2.1%
= Probendicke: 6.5%
a2 24
< 14
0-
-1
= 1.6
= . simulierte Kraftkurven mit
C — 124 AFM-Spitze auf Probe mit
‘§ e 190 nm
i 4 nm
¥ 0.8 32
D E 540 nm
= 044 648 nm Dicke
> -
< 0 .
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Eindrickung [nm]

Abb. 4.2.3: Die unten dargestellten ssimulierten Kraftkurven einer AFM-Spitze auf diinnen Proben
(c) wurden mit dem Hertzmodell des Konus (3) und dem neu entwickelten Parametrischen Modéll
(24) gefittet. Die jeweilige Abweichung des Fits zur Kraftkurve ist dartiber zu sehen. Um die Giite
des Fits zu verdeutlichen, ist die Abweichung des Parametrischen Modells zweimal gezeigt (b):
zunédchst vergroflert, sowie mit derselben Skalierung wie beim Hertzmodell (a). Die jeweiligen
Maximalfehler des berechneten E-Moduls bzw. der Probendicke sind auf der rechten Seite
angegeben.

37



5 Charakteriserung des Parametrischen M odells

Bevor das neu entwickelte Parametrische Moddl zur Auswertung experimenteller Daten
verwendet wird, erfolgt in diesem Kapitel eine Charakterisierung des Modells, um die
Auswirkungen von Variationen verschiedener Randbedingungen abschdtzen zu kénnen. Da das
Moddl aus der Anwendung eines Monte-Carlo-Fits an wenigen smulierten Kraftkurven
entstanden ist, sind folglich samtliche Koeffizienten auf die dabei gewahlten Randbedingungen
optimiert. Werden die Randbedingungen im Experiment verandert, so kdnnen Auswertungs-
fehler auftreten, diein diesem Kapitel ndher untersucht werden. Dazu wurden Kraftkurven mit
gezidt verdnderten Randbedingungen simuliert und die Auswirkungen auf die Qualitét der
anschlief3end durchgefihrten Fits untersucht.

5.1 EinfluR des Fitintervalls

Bel der im vorigen Kapitel beschriebenen Entwicklung des Parametrischen Modells wurde der
Monte-Carlo-Fit an den smulierten Kraftkurven stets vom Kontaktpunkt bis zu ener
Eindriickung von haber Probendicke bzw. maximal 300 nm durchgefihrt. Bei der Auswertung
von Kraftkurven mit dem Parametrischen Modell ist das beste Ergebnis natiirlich bel einem Fit
unter eben diesen Bedingungen zu erwarten. Nun ist aber im Experiment die Probendicke nicht
im voraus bekannt, sondern ein zu bestimmender Parameter, weshalb eine entsprechende
Optimierung des Fitbereichs a priori nicht praktizierbar i<t.

Um die Qualitét des Fits unter praxisnahen Bedingungen zu testen, wurden smulierte AFM-
Kraftkurven daher in verschiedenen Fitbereichen ausgewertet. Wie in Abb. 5.1.1 skizziert,
wurde dazu der Startpunkt des Fitbereichs konstant gehaten, wahrend der flexible Endpunkt
des Fitbereichs kontinuierlich zu immer gréReren Eindriickungen verschoben wurde®.

F Abb.5.1.1: Schemazeichnung ener Kraftkurve mit
flexibel flexiblem Fitbereich. Um die Auswirkung unterschiedlicher
Fitbereiche auf die Auswertung zu untersuchen, wurde des
Ende des Fitbereichs zu immer grofRReren Eindriickungen
verschoben, wéhrend der Startpunkt beibehalten wurde.

Fitbereich

Die mit dem Parametrischen Modell in verschiedenen Fitbereichen ermittelten Probendicken und
Elastizitétsmoduln sind in Abb. 5.1.2 fir vier smulierte Kraftkurven dargestellt. Um die
Qualitét des Fits einschétzen zu konnen, sind die nominellen Werte der Probendicke (D, =
190 nm, 324 nm, 540 nm und 1um) und des Elagtizitdtsmoduls (E..,, = 20 kPa) als
gestrichelte Linien eingezeichnet. Damit die gefitteten Parameter Probendicke Dy, und E-Modul
E aler vier Kraftkurven Ubersichtlich gegen die Endposition des Fitbereichs aufgetragen
werden konnten, wurde die Endposition des Fitbereichs normalisiert, d.h. durch die nominelle
Probendicke D, dividiert. Dargestellt sind die Ergebnisse drei verschiedener Startpunkte des

% In der spateren Analyse experimenteller Daten erfolgt die Auswertung ebenfallsin flexiblen Fitbereichen.
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Fitbereichs, namlich fur eine Eindriickung von 6 = -5nm, & = 0 nm, aso den Kontaktpunkt,
und & = 50 nm. Wie erwartet wurde das beste Resultat fur den Fitbereich erzidlt, der direkt am
Kontaktpunkt beginnt (Abb. 5.1.2b, €). Der gefittete E-Modul liegt dann Uber sehr grofe
Bereiche der Eindriickung innerhalb des eingetragenen 5%-Fehlerintervalls. Selbst im Fall der
Kraftkurve der diinnsten Probe, welche die grofdten Abweichungen zeigt, ist dies ein Bereich
von etwa 0,2 bis 0,8 der normalisierten Eindriickung, bel den anderen Kraftkurven ist dieser
Bereich sogar noch grofder. Wird der Startpunkt des Fits zu grofderen Eindriickungen
verschoben (hier: & = 50 nm), so wird der Fehler des Fits almahlich grofzer (Abb. 5.1.2c, f).
Das ezidte Ergebnis ist aber immer noch deutlich besser als bei einem Startpunkt, der nur
geringfuigig im Bereich negativer Eindrickungen liegt, im dargestellten Fal 5nm vor dem
eigentlichen Kontaktpunkt (Abb. 5.1.2a, d). Hier verschlechtert sich der Fit dramatisch und der
Fehler wird inakzeptabel grof3.
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Abb. 5.1.2: Vier simulierte AFM-Kraftkurven wurden in verschiedenen Fitbereichen mit festem
Start- und flexiblem Endpunkt mit dem Parametrischen Modell (24) gefittet. Die daraus berechneten
Probendicken Dy, und Elastizitéésmoduln Eg, sind gegen das normalisierte Ende des Fitbereichs
aufgetragen. Sobald Teile des Fitbereichs auf3erhalb des K ontaktbereichs der Kraftkurve liegen (a, d),
ist der Fehler gewaltig. Er reduziert sich jedoch drastisch, wenn als Startpunkt der Kontaktpunkt
gewahlt wird (b, €), selbst bei einem Fitbereich oberhalb von 50 nm Eindriickung (c, f) ist da
Fehler vergleichsweise klein. Die nominellen Probendicken bzw. der nominelle E-Modul sind als
gestrichelte Linie eingezeichnet, eine Abweichung des E-Moduls von 5% als gepunktete Linie.
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Fur spdtere Anwendungen 18 sich also zusammenfassend feststellen, dal3 wie erwartet die
Qualitét des Fits um so besser i, je ndher der Startpunkt des Fitbereichs an den Kontaktpunkt
heranrtickt. Andererseits mul3 jedoch auf jeden Fall gewdhrleistet sein, dald der Fitbereich
vollstéandig im Kontaktbereich der Kraftkurve liegt.

5.2 Einflul3 des Spitzenradius

Ein weiterer kritischer Punkt in der Entwicklung des Parametrischen Modédlls ist die Geometrie
des eindriickenden Stempels, da insbesondere der Kugelradius am Apex der AFM-Spitze be
der Herstellung Schwankungen unterworfen ist. Deshalb muf3 davon ausgegangen werden, dal3
im AFM-Experiment der Spitzenradius vom nominellen Wert (R = 50 nm) abweichen kann.
Um die daraus resultierenden Auswirkungen auf die Auswertung mit dem Parametrischem
Moddl zu untersuchen, wurden zum Vergleich Kraftkurven mit abweichender Stempel-
geometrie simuliert. Der Offnungswinkel wurde konstant gehalten, wahrend der Kugelradius
der AFM-Spitze variiert wurde: neben dem nominellen Radius von 50 nm betrugen die Werte
40 nm bzw. 60 nm, wobei die AFM-Spitze in eine 540 nm dicke Probe eingedriickt wurde.
Die Auswertung der Kraftkurven erfolgte wieder in flexiblen Fitbereichen. Wiein Abb. 5.2.1
skizziert, wurde diesma jedoch der Startpunkt sukzessive zu grofderen Eindrickungen
verschoben, wahrend der Endpunkt des Fitbereichs fixiert war.

Abb. 5.2.1: Schemazeichnung einer Kraftkurve mit
flexiblem Fitbereich zur Untersuchung der Auswirkung
unterschiedlicher Stempelgeometrien. Das Ende des
Fitbereichs wurde fixiert, wérend der Startpunkt zu
immer gréf3eren Eindriickungen verschoben wurde.

flexibel

Fitbereich

Die mit drei verschiedenen Stempelgeometrien smulierten Kraftkurven wurden mit dem
Parametrischen Modell gefittet und die berechneten Pearameter Probendicke D;, und
Elastizitétsmodul E;, in Abb. 5.2.2 gegen den Startpunkt des Fitbereichs aufgetragen. Als
Folge des vergroRerten bzw. verkleinerten Kugelradius ist ein deutliches Uber- bzw.
Unterschétzen von nomineller Probendicke und E-Modul zu beobachten. In der Abbildung sind
die Ergebnisse fur drei verschiedene Endpositionen des Fitbereichs, die bel einer Eindriickung
von 200 nm, 270 nm, aso der halben Probendicke, bzw. 340 nm liegen, dargestellt, die
nominellen Werte von D, = 540 nm bzw. E.;,, = 20kPa sind as gedtrichelte Linien
eingezeichnet. Prinzipiell kann im Fal eines im Vergleich zum nominelen Wert zu grof3en
Spitzenradius (R >50 nm) ein systematisches Uberschétzen der berechneten Werte der
Probendicke und des E-Moduls beobachtet werden. Ist der Kugeradius dagegen
vergleichsweise zu klein (R < 50 nm), so sind auch die beiden berechneten Parameter D;;, und
E. systematisch zu klein. In dlen Félen ist auf%erdem zu erkennen, dal3 der Einflufld des
Spitzenradius mit zunehmender Eindriickung, aso ansteigenden Werten fir den Startpunkt des
Fits, abnimmt und sich daher die drei Graphen einander anndhern. Diese Beobachtung wurde in
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Kapitel 3 bereits in Zusammenhang mit dem Hertzmodell beschrieben und konnte daher auch
hier erwartet werden. Wird der Endpunkt des Fitbereichs zu groferen Eindriickungen
verschoben, so erhoht sich die Genauigkeit des Fits ebenfalls erheblich. Im Fall enes
Startpunktes des Fits oberhalb von 10 nm Eindriickung und eines Fitendes bei 340 nm (Abb.
5.2.2c, f) liegt die maximae Abweichung fur ale drei Stempelgeometrien grofdtentells sogar
unter 3%.
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Abb. 5.2.2: Drei Kraftkurven wurden mit AFM-Spitzen mit unterschiedlichem Spitzenradius (R =
40 nm, 50nm bzw. 60nm) auf ener 540 nm dicken Probe simuliert und mit dem
Parametrischen Modell gefittet. Aus den verschiedenen Fitbereichen mit flexiblem Start- und festem
Endpunkt wurden die Probendicke Dy, und der Elastizitétsmodul E;, berechnet und gegen den
Startpunkt des Fitbereichs aufgetragen. Die nominelle Probendicke und der nominelle E-Modul sind
als gestrichelte Linie eingezeichnet, eine Abweichung von 5% zusétzlich als gepunktete Linie. Ein
Fit im Bereich kleiner Eindriickungen reagiert am empfindlichsten auf die verénderten Spitzenradien;
hier sind im Fall der 40 nm- bzw. 60 nm-Spitze die grofiten Abweichungen zu sehen. Wird der
Fitbereich vergrof3ert, d.h. das Ende des Fitbereichs zu gréfReren Eindriickungen verschoben, so
nimmt der Einflul3 des Spitzenradius deutlich ab.

In der praktischen Anwendung hat folglich die genaue Kenntnis der Spitzengeometrie eine

zentrle Bedeutung. Ist der Spitzenradius bekanntermal3en 50 nm, so ergibt in der Daten-
auswertung ein Fitbereich, der in der Nahe des Kontaktpunktes, d.h. bei einer Eindriickung von
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beispielswveise 5 nm, beginnt, geméal} Kapitel 5.1 die besten Resultate. Ist der Spitzenradius
dagegen nicht exakt bestimmt, so empfiehlt sich eine Auswertung mit einem Startpunkt des
Fitbereichs bal etwa 20 bis 50 nm, wobei der Fit mindestens bis zu einer Eindrtickung von
halber Probendicke ausgedehnt werden sollte. Letzteres steht mdglicherweise in Widerspruch
zur oftmal's erwlinschten stérungsfreien Untersuchung, beispielsweise von |ebenden Zellen, die
nur bel kleinen Eindriickungen, also niedrigen Auflagekréften erreicht werden kann.

5.3 Einflul3 von Reibung

Berthren sich zwei Korper, die sich relativ zueinander bewegen, so treten Reibungskréfte auf.
Gleten die Oberflachen der betelligten Korper aufeinander, so ist die charakteristische Grol3e,
welche die Gleitreibungskraft F, mit der Normalkraft F,, des gleitenden Korpers verknlpft, der
Gleitreibungskoeffizient g [92]:

Fo =us - Fy mit ne =0 (25)

U ist eine materialabhangige GrofRe und mafte, um in der Simulation berticksichtigt zu werden,
zunéchst im AFM-Experiment fur jede Probe neu bestimmt werden. Da das AFM auch in der
Lage ist, die Torsion des Cantilevers zu messen, ist auch eine Messung der Lateralkraft F,
moglich. Mit der Auflagekraft F, als wirkende Normalkraft, ist somit auch die Bestimmung
eines lokalen Relbungskoeffizienten moglich [93]. Im Fal harter Materialien, die wahrend des
Abtastens mittels AFM-Spitze keinerlei Verformung erfahren, ist dies im Prinzip realisierbar.
Bel weichen Proben treten jedoch elastische oder plastische Verformungen auf, die be der
Messung der Laterakraft ebenfals einen Beitrag leisten werden. Zusdtzlich hat z.B. bel
Polymergelen das Losungsmittel und damit die chemische Umgebung grof3en Einflul® auf die
Wechselwirkung zwischen den Oberfléchen der Probe und der AFM-Spitze. Betrachtet man die
Oberfléache Iebender Zellen, so tritt ein weliteres Problem in Erscheinung: die Zellmembran selbst
ist durchsetzt von zahlreichen Membranproteinen bzw. bedeckt von Proteinen der extra-
zdluléren Matrix, deren Zusammensetzung aber beispielsweise von Umweltfaktoren oder der
Phase im Zellzyklus abhéngen, aber auch je nach Zdltyp variieren kann [1, 94]. Die unspezifi-
sche Adhdsion der Proteine an der AFM-Spitze ist somit ein weiterer lokaler Beitrag zur
Reibungskraft und eine verlaldiche Bestimmung von p; deshalb undenkbar.

In der Simulation mittels FEM wurde daher der einfache Grenzfall p; = 0 verwendet und somit
bei der Wahl der Randbedingungen zwischen Stempel und Probe stets ein reibungsfreies
Gleiten angesetzt. Da diese Konvention jedoch nicht im readen Experiment erwartet werden
kann, wurde die Auswirkung des Reibungskoeffizienten auf die Auswertung mittels Simulation
untersucht. Dazu wurde die Eindriickung in eine 540 nm dicke Probe simuliert, wobel der
Reibungskoeffizient zwischen AFM-Spitze und Probe im Bereich von 0 bis 1 variiert wurde.
An den resultierenden Kraftkurven (Abb. 5.3.1) ist der Einflu des Reibungskoeffizienten
deutlich zu sehen, am stérksten im Bereich von 0O bis 0,25. Fur grof3ere Werte verandert sich der
Verlauf nur noch gering.
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2.0

Abb. 53.1: Simulierte Kraftkurven mit
unterschiedlichem Reibungskoeffizient g
zwischen 540 nm dicker Probe und AFM-
Spitze. Der EinfluR auf die Kraftkurven
wird besonders im Bereich pg < 0,25
deutlich.
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Die Kraftkurven wurden anschlief?end in einem Fitbereich mit flexiblem Start- und festem
Endpunkt ausgewertet. Die berechneten Probendicken Dy, und Elastizitétismoduln E;, wurden in
Abb. 5.3.2 gegen den Startpunkt des Fitbereichs aufgetragen und die nominellen Werte D, =
540 nm und E.,, = 20 kPa &s gestrichelte Linien eingezeichnet. Da fur grof3e Werte von i
keine Veranderungen mehr sichtbar waren, wurde lediglich die Auswertung bis pug = 0,75
dargestellt. Die auftretenden Schwankungen in Abhangigkeit vom Startpunkt des Fits sind fir
reibungsfreies Gleiten (1, = 0) gering ausgepragt, in den anderen Félen (ug > 0) sind die
berechneten Werte fir Probendicke bzw. E-Modul nahezu konstant, also unabhangig vom
Fitbereich. Bel wachsender Reibung nimmt die berechnete Probendicke stetig ab, fur
Ke = 0,25 betragt sie etwa 88%, fur u; = 0,5 etwa 84% der nominellen Dicke. Wie aus dem
Verlauf der Kraftkurven bereits zu erwarten war, ist die grofdte Verénderung also bereits im
Bereich geringer Reibung (ug < 0,25) zu beobachten. Bem Elastizitstsmodul liegen die
berechneten Werte bis zu 6% Uber dem nomindlen Wert, der gesamte Anstieg erfolgt dabel im
Bereich p; < 0,25.
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Abb. 5.3.2: Zwischen AFM-Spitze und Probe wurde der Reibungskoeffizient g variiert und die
simulierten Kraftkurven mit dem Parametrischen Modell gefittet. In Fitbereichen mit flexiblem
Start- und festem Endpunkt wurden Probendicke Dy, und E-Modul E, berechnet. Als Folge de
zunehmenden Reibung ergibt sich ein systematisches Unterschdtzen der ermittelten Probendicke
von bis zu 16%. Im Gegensatz dazu wird der berechnete E-Modul bis zu 6% Uberschétzt. Die
nominellen Werte der Probendicke bzw. des E-Moduls sind als gestrichelte Linien eingezeichnet.
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Zusammenfassend kann der Einflud der Reibung auf Auswertungsfehler durch das
Parametrische Moddll beziiglich des Elastizitdétsmoduls as vergleichsweise gering eingestuft
werden. Da die maximale Abweichung bereits bei geringer Reibung eintritt, liegt hier ein eher
systematisches Uberschitzen vor. Der prozentuale Fehler und damit der EinfluR auf die
Auswertung ist im Fall der berechneten Probendicke deutlich stérker. Daher ist die Moglichkeit
einer dternativen Dickenbestimmung der Probe Uber die klassische Auswertung der
Kraftkurven mittels Hertzmodell von grof3er Bedeutung und wird in Kapitel 6 eingehend
diskutiert.

5.4 Einflul3 von inhomogenen Proben

In alen bisherigen Simulationen wurde stets eine homogene Probe postuliert, was in der
praktischen Anwendung jedoch nur selten auftreten wird. So sind z.B. lebende Zdlen aul3erst
komplex organisierte Ansammlungen von Organdlen und daher hdchst inhomogene Proben.
Speziell das Cytoskelett, welches die Zelle as dreidimensionales Netzwerk durchzieht und im
wesentlichen fUr deren mechanische Eigenschaften verantwortlich ist, ist auf der fir AFM-
Messungen empfindlichen Groélenskala hierarchisch aufgebaut und ungleichméllig Uber das
Zdlvolumen verteilt. Deshalb ist es wichtig den Einflul von Inhomogenitéten in der Probe auf
eine Auswertung mit dem Parametrischen Moddl zu untersuchen. Im einfachsten Ansatz, der
mit einer axialsymmetrischen Simulation verfolgt werden kann, wurden daher Proben mit
Schichten unterschiedlicher Eladtizitdt modelliert. Der Schwerpunkt lag dabel auf Proben,
welche mit zunehmender Tiefeimmer hérter wurden; zum Vergleich wurde jedoch auch der Fall
einer harten Oberflachenschicht smuliert.

5.4.1 Weiche Oberflachenschicht

Eine mit zunehmender Tiefe harter werdende Probe wurde durch die folgende Simulation mit
der AFM-Spitze as Stempel redlisiert: die Probe mit einer Dicke von 810 nm wurde in zwei
bzw. drei gleich dicke Schichten von jewels 405 nm bzw. 270 nm unterteilt, wie in
Abb. 5.4.1 skizziert. Im Materid der Oberflachenschicht wurden wieder die Standard-
eilgenschaften (E., = 20kPa mit C, = 3,32kPa, C,= 10Pa, K= 200 MPa) gewahlt,
wahrend in den darunterliegenden Schichten der Elastizitdtsmodul erhoht wurde. Hierbel wurde
jedoch sowohl das Verhdltnis C,/C, als auch (C,+C,)/K, d.h. nach (2) und (10) die Poissonzahl
von v = 0,5, beibehalten. Die nun diskutierten Kraftkurven wurden an Proben mit den
folgenden Elastizitédtsmoduln ssimuliert: zunéchst wurde eine Doppelschicht mit jewells 20 kPa
smuliert; Sie stellt also als vergleichende Kontrollsmulation eine homogene Probe dar (kurz
bezeichnet as 1:1%). Eine weitere Doppelschicht wurde mit E = 40 kPa in der Bodenschicht
simuliert (1:2). Die beiden Dreifachschichten hatten schliefdich zusétzliche Schichten mit einem
E-Modul von 40 kPa und 80 kPa (1:2:4) bzw. 80 kPa und 200 kPa (1:4:10).

4 Zur Identifikation werden die Kraftkurven im folgenden mit dem Verhdtnis der Elastizitdtsmoduln der
verschiedenen Schichten bezeichnet, in diesem Fall also 1:1.
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Abb. 5.4.1: Schemazeichnung da
simulierten Proben, die in zwei bzw.
drei gleich dicke Schichten unterteilt
wurden. Wéhrend die Eigenschaften de
Oberfléchenschicht mit E= 20 kPa
stets der Standardprobe entsprachen,

wurden die Schichten nach unten immer

--E>20kPa-- harter.
E>20kPa O

b b

Mit diesen Vorgaben wurden nun Kraftkurven simuliert, die anschlielend mit dem
Parametrischen Modell ausgewertet wurden. Wie in Kapitel 5.1 wurde das Ende des
Fitbereichs variiert, wahrend der Startpunkt konstant bei einer Eindriickung 6 = 0 nm, aso
dem Kontaktpunkt, festgehalten wurde. Die beiden gefitteten Parameter Probendicke D, und
Elastizitdtsmodul E;, sind in Abb. 5.4.2 gegen das Ende des Fitbereichs aufgetragen. Das zum
Vergleich aufgetragene Ergebnis der homogenen Probe (1:1) zeigt lediglich kleine
Schwankungen um die nominellen Werte, wie es entsprechend Kapitel 5.1 zu erwarten war.
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Abb. 5.4.2: Vier Kraftkurven, die auf Proben simuliert wurden, welche aus zwei bzw. drei nach
unten hérter werdenden Schichten bestanden, wurden mit dem Parametrischen Modell gefittet. Aus
den verschiedenen Fitbereichen mit festem Start- und flexiblem Endpunkt wurden die Probendicke
D;;; und der Elastizitétsmodul E;;, berechnet und gegen den Endpunkt des Fitbereichs aufgetragen.
Die nominellen Werte der Gesamtdicke der Probe und des E-Moduls der Oberflachenschicht sind als
gestrichelte Linie eingezeichnet, eine Abweichung des E-Moduls von 5% zusétzlich als gepunktete
Linie. Wahrend im Fall der homogenen Probe (1:1) nur geringe Abweichungen auftreten, nimmt
die berechnete Probendicke bel den geschichteten Proben drastisch ab. Der berechnete E-Modul
fluktuiert fir Fitbereiche kleiner Eindriickungen um seinen nominellen Wert, bevor er anschlief3end
deutlich ansteigt.

Die Auswertung der inhomogenen Proben zeigt dagegen ein unterschiedliches Verhdten in den
berechneten Probendicken und Elastizitéésmoduln. Hier fuhren die harteren Schichten zu einer
drastischen Reduktion der berechneten Probendicke D;,,. Eine entsprechende Reduktion von D;,
ist zu erwarten, wenn in einem Grenzibergang eine Zwischenschicht unendlich hart, aso
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effektiv zu einem neuen Substrat, wird. Uberraschend ist aber, da? sich bereits im Fall der
Doppelschicht mit 40 kPa (1:2) die gefittete Probendicke auf etwa 60% reduziert. Auch im Fal
der Drefachschichten zeigt die Auswertung der Probendicke, dal3 das Parametrische Modell
relativ gut die Dicke der homogenen Oberfléchenschicht berechnet, nicht jedoch die
Gesamtdicke der Probe. Dies ist selbst dann der Fall, wenn sich die Elastizitdéésmoduln der
verschiedenen Schichten in der gleichen GrofRenordnung bewegen (1:2:4) und sich damit in der
Weichheit deutlichst vom darunterliegenden harten Substrat unterscheiden. Wahrend die
berechneten Probendicken bel einem Fit im Bereich grof3erer Eindriickungen nur geringfiigig
anwachsen, zeigen die berechneten Elastizitdtsmoduln ein deutlich anderes Verhaten. Bereits ab
einer Eindriickung von etwa 50 nm (dies entspréche einer normierten Eindriickung von 0,06)
liegen dle Graphen innerhalb des 5%-Fehlerintervalls und fluktuieren zundchst um den
nominellen Wert der Oberfléchenschicht von E.,, = 20 kPa. Erst wenn als Ende des
Fitbereichs grofere Eindrickungen verwendet werden, nimmt die Steigung der Graphen
deutlich zu, falls die Dicke der Oberfl&chenschicht kleiner oder der E-Modul der unteren Schicht
grof3er wird.

5.4.2 Harte Oberflachenschicht

Der umgekehrte Fall, némlich eine geschichtete Probe mit harter Oberfl&chenschicht, wurde mit
denselben Vorgaben fur die Materialkonstanten wie im vorigen Abschnitt smuliert. Wie in
Abb. 5.4.3 skizziert, betrug die Gesamtdicke der Probe wieder 810 nm, die Dicke der harten
Oberflachenschicht 270 nm. Der Oberflachenschicht wurde ein Elastizitstsmodul von E.g,, =
80 kPa zugewiesen, der unteren Lage der E-Modul und die Eigenschaften der Standardprobe
mit E.,, = 20 kPa.

Abb. 5.4.3: Schemazeichnung der simulierten Proben
_ mit harter Oberfldchenschicht. Die Eigenschaften da
o unteren Schicht entsprach mit E= 20kPa da
E=80kPa Standardprobe.
O - — o ____D
o 810 nm
o E=20kPa l
O
s =
AN AN AN
=

Die an dieser Probe smulierte Kraftkurve wurde wieder in einem flexiblen Fitbereich
ausgewertet. Neben flexiblem Start- bei festem Endpunkt wurde diesmal auch mit einem
Fitbereich konstanter Léange, in diesem Fall 100 nm, ausgewertet; hier wurde der gesamte
Fitbereich sukzessive zu grof3eren Eindriickungen verschoben. Die Ergebnisse der Auswertung
sind in Abb. 5.4.4 zu sehen. Im Fal des 100 nm-Fitbereichs (Abb. 5.4.4a, b) lassen sich
deutlich zwel Bereiche unterscheiden, in denen die beiden Schichten zum Ausdruck kommen.
Die gefittete Filmdicke entspricht bei grof3en Eindriickungen sehr gut dem nomindlen Wert der
Gesamtdicke der Probe, wahrend bei kleinen Eindriickungen die Probe vid zu dick erscheint.
Der gefittete Elastizitétsmodul bewegt sich je nach Eindrickung zwischen den nominellen
Werten der beiden Schichten. Bemerkenswert ist hierbel der Hocker im Graphen (Mitte des
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Fitbereichs bei einer Eindriickung von § = 255 nm). Er deutet den Ubergang von der harten
Oberflachenschicht zum weichen Untergrund an, der bel einer Tiefe von 270 nm erfolgt. Wird
in der Auswertung das Ende des Fits fixiert (Abb. 5.4.4c, d), in diesem Fal be einer reativ
grof3en Eindriickung von 615 nm, so wird die Probendicke ebenfalls geringfiigig Uberschétzt,
solange kleine Eindriickungen in den Fit mit einbezogen werden. Ein entsprechendes Verhalten
zeigt der gefittete Elastizitdtsmodul; auch hier auf¥ert sich der Einflul’ der Oberflachenschicht,
wenn kleine Eindrickungen in den Fit eingeschlossen werden. Je weiter sich aber der
Startpunkt des Fitbereichs zu grof3en Eindriickungen verschiebt, desto mehr dominieren die
elastischen Eigenschaften der tiefen Schicht.
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Abb. 5.4.4: Eine Kraftkurve, simuliert auf einer Probe mit harter Oberfléchenschicht, wurde mit
dem Parametrischen Modell gefittet. Zur Berechnung der Probendicke D;, und des
Elastizitdtsmoduls E;;; wurden Fitbereiche mit einer konstanten Lange von 100 nm (a, b) bzw. mit
festem Start- und flexiblem Endpunkt (c, d) verwendet. Die nominellen Werte der Gesamtdicke der
Probe und des E-Moduls der Tiefenschicht sind als gestrichelte Linie eingezeichnet. Die harte
Oberflachenschicht fulhrt bei der Berechnung der Probendicke zu einem Uberschétzen von Dy, im
Fall des E-Moduls ndhert sich Eg; bei einem Fit im Bereich zunehmender Eindriickung dem Wert
der weichen Tiefenschicht an.
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5.5 Schluf3folgerungen

In der Anayse der smulierten Kraftkurven wurde deutlich, da3 die Variaionen der
Randbedingungen eine Vielzahl von Mustern in den Ergebnissen hervorrufen, welche aufgrund
der verwendeten idealisierten Proben noch entsprechend einfach zu interpretieren waren. Im
Experiment ist jedoch eine komplexere Probenzusammensetzung und somit eine Uberlagerung
der diskutierten Muster zu erwarten. Dierichtige Interpretation wird dadurch deutlich erschwert
werden.

Anhand der ausgewerteten Kraftkurven in den Abbildungen 5.4.2 und 5.4.4 ergaben sich
charakteristische Hinweise, die beispielsweise eine inhomogene Probe deutlich von homogenen
Proben (Abb. 5.1.2) unterscheiden. Eine Variation des Fitbereichs tber grof3e Eindriickungs-
bereiche 183t am berechneten Elastizitdtsmodul erkennen, ob dieser wieim Fall einer homogenen
Probe nur kleinen Schwankungen unterliegt, oder aber wieim Fall der geschichteten Proben mit
zunehmender Eindriickung ansteigt (weich auf hart) bzw. abféllt (hart auf weich). Entsprechend
|&3 auch die berechnete Probendicke erkennen, ob es sich um ein kleines Pendeln um enen
Mittelwert oder aber um deutlich eindriickungsabhangige Ergebnisse im Fall inhomogener
Proben handelt. Bietet sich bei einer AFM-Messung zudem die Méglichkeit, als Bezugshthe
das Substrat selbst in die Messung einzuschlief3en, so kann zusétzlich durch die Messung von
Hohendifferenzen in der klassischen Auswertung mittels Hertzmodell die Probendicke
unabhéngig bestimmt werden. Ein Vergleich dieser beiden Methoden wird in Kapitel 6.1
aufgegriffen und diskutiert.

Die Wahl eniger in der Simulation verwendeter Randbedingungen, wie z.B. der
vernachldssigten Reibung oder auch der perfekten Adh&sion der Probe an das Substrat, kann
sicherlich kontrovers diskutiert werden. Wahrend eine quantitative Messung des Relbungs-
koeffizienten momentan nicht mdglich erscheint und deshalb der einfache relbungsfreie
Grenzfall gewahlt wurde, ist die Smulation der an das Substrat gebundenen Probe zumindest
fur den Fal eines Polymergels plausibel: z.B. ist es mdglich, Gelproben mittels AFM im
Kontaktmodus abzubilden. Aufgrund der hierbel auftretenden vergleichsweise grofen
Lateralkréfte [95, 96], sind dazu zweifelsohne gut adhérierte Proben nétig. Aul¥erdem wird
beispielsweise in der Kraftspektroskopie unspezifische Adhasion gezidlt dafiir ausgenutzt, um
einzelne Polymerstrénge an das Substrat zu binden [10].

Im Fall lebender Zellenist die Situation etwas anders. Diese sind normalerweise nicht Uber die
gesamte Untersaite in direktem Kontakt mit dem Substrat, sondern lediglich an enzelnen
sogenannten Fokakontakten (focal adhesions) oder Adhésions-Plaguen [1, 97]. Da der
Bruchteil dieser Kontaktflache jedoch zwischen verschiedenen Zelltypen deutlich variieren kann
[98], wirde selbst die Smulation einer nur tellweise substratgebundenen Probe, im Versuch
eine lebende Zelle zu modellieren, lediglich einen Kompromif3 darstellen.

Auch wenn in diesem Kapitel nur einige Aspekte der experimentellen Situationen mittels
Simulation erfald werden konnten, war dies fur die folgende Datenanalyse eine dringend
notwendige Charakteriserung des Parametrischen Modells, um dessen Auswertungsverhalten
kennenzulernen und etwaige auftretende Fehler abschétzen zu konnen.
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6 Experimentelle Anwendung -
Hertzmodell und Parametrisches M odell im Vergleich

Nach der Charakteriserung an simulierten Kraftkurven soll das Parametrische Model nun an
experimentellen Daten angewendet werden. Dies geschieht anhand zweler verschiedener
Proben: Zunéchst wird die Untersuchung dinner Kelle aus Geatine diskutiert, die sich as
Modellsystem fur dinne weiche Proben bereits bewahrt haben [34, 36, 42]. Derartige
Gelatinekelle besitzen Elastizitéésmoduln und Dicken, wie sie auch in den Randbereichen
lebender Zellen zu finden sind. Zur Anwendung des Parametrischen Modells an Iebenden Zdlen
wurden MTLn3-Zdlen ausgewdhlt, da diese besonders ausgedehnte flache Randbereiche,
sogenannte Lamellipodien besitzen. Die erzielten Ergebnisse des Parametrischen Moddlls
werden jeweils mit der Auswertung des Hertzmodells verglichen.

6.1 Gelatinekeile als Modellsystem flacher Zellen

Gelatinekeile kdnnen al's aul3erst weiche und diinne Proben prépariert werden und dienen somit
as Moddlsysteme fur die flachen Randbereiche von Zellen. Dicke und E-Modul von
dehydrierten Gelatinekeilen kdnnen durch die schrittweise Zugabe von Wasser eingestellt
werden. Die Zunahme des Volumens beim Aufquellen des Gels geht dabel mit einem
Weicherwerden der Probe einher. Ein Beispie enes engetrockneten Gelatinekeils zeigt
Abb. 6.1.1. Deutlich sind die gleichma3dg ansteigende Probe und die ebene Flache des
Substrates zu erkennen.

Abb. 6.1.1: AFM-Aufnahme enes
dehydrierten Gelatinekeils im Kontakt-
modus. Vorne rechts befindet sich des
flache Substrat. Durch die 3D-
Rekonstruktion ist zu sehen, da3 da
keilformige Anstieg gleichméilig Uber
grof3e Bereiche der Probe verlauft.

350 nm

Der Quellprozefd der Gelatineprobe wurde mit zwel Methoden beobachtet: Zum einen durch die
Aufnahme von Force-Maps, aso einem Feld von Kraftkurven, das die Berechnung der
Probenhthe und des E-Moduls im Rahmen des jeweiligen Modells ermdglicht®. Zum anderen

> Die Probenpraparation bzw. Zellkultur ist in Anhang D bzw. E beschrieben. Alle AFM-Experimente wurden
mit einem Bioscope (Digital Instruments) durchgefihrt.

® Die Federkonstante des Cantilevers betrug 11 mN/m. Es wurden 32 Kraftkurven pro Zeile mit einer Lange von
1,1 um und ener Scanrate von 4,9 Hz aufgenommen. Die Maximalauslenkung des Cantilevers beim
Durchfahren der Kraftkurven wurde auf 2,6 nN eingestelIt.

49



wurde zwischen den Force-Maps jeweils eine Kontrollmessung im Kontaktmodus durch-
gefuhrt, wodurch man Hohenprofile bei einer konstanten Auflagekraft erhalt’.

6.1.1 Uberschatzen des Elastizitatsmoduls im Experiment

Bei einer Auswertung der Force-Maps mit dem Hertzmodell ist der berechnete Elastizitdtsmodul
stark von dem gewahlten Fitbereich abhangig, in dem die Kraftkurven ausgewertet wurden. Bel
grof3er Auflagekraft und Eindriickung wird auch der Einflul? des harten Substrates grofer.
Dieses Verhdten, das in Kapitel 3.2.1 anhand smulierter Kraftkurven diskutiert wurde, ist in
Abb. 6.1.2 dargestellt. Bel gleicher Probendicke entsteht bel zunehmender Auflagekraft eine
grof¥ere Eindriickung und somit ein wachsender Einflul3 des harten Substrats, der berechnete E-
Modul wird grof3er und die Probe erscheint hérter. Bleibt die Auflagekraft konstant, so fuhrt
eine abnehmende Probendicke ebenfalls zu einer scheinbar harter werdenden Probe, also zu
einem Uberschitzen des E-Moduls. Die Berechnung von Probenhohe und E-Modul wurde in
drei typischen Fitbereichen durchgefihrt: bei Auflagekréften von 0,22 bis 0,55 nN, 0,33 bis
0,88 nN und 0,55 bis 1,32 nN®. Um den groben Verlauf der Mef3punkte zu verdeutlichen,
wurden diese zusétzlich stark gegléttet und al's durchgezogene Linie eingezeichnet, wodurch der
in Kapitel 3.2.1 diskutierte Effekt sichtbar wird.

347 Abb. 6.1.2: Die Force-Map
5 \ : Fitbereich (Auflagekraft): einer weichen Gelaineprobe
\ — 055-132nN - wurde mit dem Hertzmodell

8:32:8:22 m : ausgewertet. Um den Verlauf der

Daten zu veranschaulichen, sind
diese nochmals stark gegléttet
als durchgezogene Linie einge-
zeichnet. Der berechnete E-
Modul zeigt eine deutliche Ab-
héngigkeit von Fitbereich und
Probendicke: bei abnehmender
Probendicke bzw. zunehmender
Auflagekraft nimmt der Einflul3
des harten Substrates zu und die
Probe wird scheinbar hérter.
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Somit zeigen die drei Graphen in Abhéngigkeit von dem gewahlten Fitbereich - wie erwartet -
gegeneinander die diskutierte Verschiebung. Im Gegensatz zur theoretischen Vorhersage
konvergieren jedoch die drei Graphen nicht fur grof3e Probendicken, sondern unterscheiden sich

" Bei maximaler Nachregelgeschwindigkeit betrug die Scanrate 1 Hz. Die minimierte Auflagekraft, welche nach
jeder Abbildung durch die Aufnahme von Kraftkurven ermittelt wurde, war meist kleiner als 1 nN.

8 Die Fitbereiche wurden gewohnlich bei einer Cantileveraudenkung von 20-50 nm, 30-80 nm und 50-120 nm
gewahlt. Zur besseren Ubersicht werden jedoch die Fitbereiche lediglich als Kraftintervalle angegeben.
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auch hier noch deutlich in Abhangigkeit von der gewdhiten Auflagekraft (und damit
Eindriickung). Dieser Effekt wird spéter noch diskutiert.

6.1.2 Vergleich der berechneten Elastizitdtsmoduln und Probendicken

Zur Gegenuberstellung beider Modelle wird nun eine einzelne typische Zeile der selben Force-
Map betrachtet, ausgewertet ist sie in Abb. 6.1.3 dargestellt. Der Elastizitdtsmodul wurde
sowohl mit dem Hertzmodell a's auch mit dem Parametrischen Modell berechnet und ist gegen
die laterale Position auf der Probe aufgetragen. Der Verlauf der Probenhthe ist durch das
Hohenprofil, welches im Kontaktmodus an der selben Stelle der Probe aufgenommen wurde,
zu sehen. Die Auswertung mittels Hertzmodell zeigt die bereits diskutierte Aufspaltung der
Graphen in Abhéngigkeit vom gewdhlten Fitbereich. Beim Parametrischen Moddl falt, wie

2501 Hertzmodell (Fitbereich):
—— - 0.22-0.55nN
—— 0.33-0.88nN
2004 = ----- 0.55-1.32nN Auflagekraft
E Parametrisches Modell (Fitbereich):
X —— 10nm-0.25D
— ——- 30nm-0.25D
3 150 10 nm-0.2D
g 30 nm-0.2D Eindriickung
8
‘" 100-
L
w RN
50 7
= 800-
E 600
P 400-
S 200
T 04,

0 5 10 15 20
Position auf der Probe [pm]

Abb. 6.1.3: Mittels Hertzmodell und Parametrischem Modell ausgewerteter E-Modul einer
typischen Force-Map-Zeile als Funktion der laterden Position auf der Probe. Das im
Kontaktmodus aufgenommene Hohenprofil gibt die Form des Gelatinekeils wieder. Die
Abhangigkeit des berechneten E-Moduls von der Probendicke ist im Falle des Parametrischen
Modells deutlich geringer ausgepragt als beim Hertzmodell. Unabhéngig vom verwendeten Modell
steigt der berechnete E-Modul jedoch an, wenn der Fitbereich zu gréfReren Eindriickungen (d.h.
Auflagekraft im Fall des Hertzmodells) verschoben wird.

erwartet, der berechnete E-Modul Uberwiegend kleiner aus. Aufgrund der hier berticksichtigten
Probendicke und Spitzengeometrie unterbleibt ein Uberschétzen des E-Moduls. Eine leichte
Zunahme des E-Moduls mit abnehmender Probendicke sowie eine geringe Abhangigkeit vom
Fitbereich, und zwar eine Zunahme des E-Moduls mit wachsender Eindriickung, ist aber auch
welterhin zu erkennen. Der Fitbereich im Parametrischen Modell wurde zum einen variiert um
maogliche Abwelchungen des Spitzenradius vom nominellen Wert zu berticksichtigen (Start des
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Fits bei 10 bzw. 30 nm), zum anderen wurde das Fitende variiert, es wurde auf ene
Eindriickung von 20% bzw. 25% der mittels Hertzmodell bestimmten Probendicke gelegt®.

Die Dicke der Probe, also deren Hohenprofil, wurde mittels Force-Mapping und anschlief3ender
Auswertung durch das Hertzmodell bzw. das Parametrische Model bestimmt, zusétzlich aber
auch im Kontaktmodus. Im Falle des Hertzmodells ist die berechnete Probendicke nahezu
unabhéngig vom gewdhlten Fitbereich. Wie in Abb. 6.1.4 dargestdllt unterscheiden sich die
drel Profile des Hertzmodells nur geringfligig bel einer Probenposition von etwa 10 um. Da
das Hohenprofil aus den berechneten Kontaktpunkten der Kraftkurven konstruiert wurde, sollte
esidentisch zur Oberflache der unbel asteten Probe sein. Die Kontaktmodusaufnahme wurde bel
einer Auflagekraft von etwa 0,93 nN aufgenommen, wodurch die weiche Probe beim
Abrastern durch die AFM-Spitze zusammengeprefd wurde. Folglich ist die gemessene
Probendicke etwas niedriger, als in der Auswertung durch das Hertzmodell. Das dargestellte
Hohenprofil ist aus acht benachbarten Zeilen gemittelt, die auf der Position der Force-Map-Zeile
aufgenommen wurden. Wird die Analyse der Kraftkurven mit dem Parametrischen Moddll
durchgefihrt, soist die Keillform der Probe immer noch erkennbar, die berechnete Probendicke
ist jedoch im Vergleich zu den beiden anderen Methoden nur noch knapp halb so dick, wird also
drastisch unterschétzt. Wird der Startpunkt des Fitbereichs variiert, so treten bei etwa 30% der
Kraftkurven starke Schwankungen in der berechneten Probendicke auf.

| Hertzmodell (Fitbereich):
! ——- 0.22-055nN

1.54 i —— 0.33-0.88nN

T 0.55-1.32 nN Auflagekraft

! ,’\ Kontaktmodus:

| I —— 0.93nN Auflagekraft

| \ Parametrisches Modéell (Fitbereich):

11 \ —— 10 nm-0.25D

1.0
——- 30nm-0.25D Eindriickung

Probendicke [um]

0.5

Position auf der Probe [um]

Abb. 6.1.4: Hohenprofile des Gelatinekeils, die durch drei verschiedene Methoden ermittelt wurden:
Auswertung von Kraftkurven in verschiedenen Fitbereichen mittels Hertzmodell (rot) bzw.
Parametrischem Modell (blau). Nach der Abbildung der Probe im Kontaktmodus (schwarz) wurde
die Auflagekraft durch die Aufnahme von Kraftkurven bestimmt.

Die Auswertung der Kraftkurven mit dem Parametrischen Moddll hat eine massiv unterschétzte
Probendicke sowie einen bel ansteigender Eindriickung zunehmenden Elastizitétsmodul
ergeben. Der Gelatinekell erscheint somit nicht als die erwartete homogene Probe, vielmehr
zeigt v.a. die berechnete Probendicke groRe Ahnlichkeit mit der Auswertung einer
geschichteten, mit der Tiefe harter werdenden Probe (vgl. Kapitel 5.4.1). Die Ergebnisse
bedirfen daher weiterer Diskussion.

° Die Rechtfertigung firr das Verwenden der mittels Hertzmodell berechneten Probendicke erfolgt spéter.
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Eine mogliche Erklarung liegt in der molekularen Struktur der Gelatine. Diese kommt in der
Untersuchung mit dem AFM zum Tragen und konnte die Beobachtungen in der Auswertung
erklaren. Gelatine ist denaturiertes Kollagen, das Basisprotein im Stiitz- und Bindegewebe von
Saugetieren. Als Polypeptidkette bildet eine einzelne Kollagenfaser eine linkshandige o-Helix,
jeweils drel Fasern lagern sich zu einem rechtshandigen Superhelixstrang zusammen [99]. Im
Bestreben denaturierter Kollagenstrange, loka neue Doppel- und Dreifachhelizes auszubilden,
entstehen Bindungsstellen und damit ein dreidimensionales Netzwerk, welches physikalisch in
diesen sogenannten Knotenpunkten (cross-links) verbunden ist. Eine typische Eigenschaft
dieses dlgemein als Gel bezeichneten Polymernetzwerks ist das Aufquellen in Lésungsmitteln
[100-102]. Bel der Préparation der Gelatineprobe wurde keine geséttigte Losung verwendet,
sondern lediglich die minima zur Bildung eines Gels nétige Konzentration [103]. Eine
mogliche Folge wahrend des Trockenprozesses wére, dal3 sich Polymere ablagern kénnen und
so die Konzentration der Polymere nach unten anwéchst. Aufgrund der unspezifischen Bindung
der Polymere in den Knotenpunkten hétte dies eine erhohte Dichte moglicher Bindungen in der
Tiefe zur Folge. Dajedoch die Elastizitét primér durch die Dichte der Knotenpunkte bestimmt ist
[104], wirde sich auch der Elastizitdtsmodul mit zunehmender Tiefe erhthen. Einerseits konnte
dieser Elastizitétsgradient bereits nach der Auswertung mittels Hertzmodell in Abb. 6.1.2
vermutet werden, da die Graphen der verschiedenen Fitbereiche auch bei grof3en Probendicken
noch nicht konvergieren. Andererseits war eine Bestdtigung erst durch das Parametrische
Modell mdglich, da hier das im Hertzmodell auftretende dickenbedingte Harteartefakt keinen
Einfluld mehr auf die Auswertung hat.

Aber auch beim Parametrischen Modell bleibt ein leichter Anstieg des Elastizitdtsmoduls bel
gleichzetiger Dickenabnahme bestehen. Eine mogliche Erklarung dieses Effekts findet sich in
der entropischen Natur der Gummielastizitét. Im einfachsten Fall kann ein Polymer als Kette aus
steifen, gleich langen und wechselwirkungsfreien Segmenten, als sogenannte Gaulische Kette
betrachtet werden. Statistische Uberlegungen zeigen, dai3 das Dehnungsverhalten dieser Kette,
also deren eastische Eigenschaften ausschliefdich durch die Zahl der moglichen Zustande, die
das Polymer einnehmen kann, bestimmt ist. Wird z.B. durch das Strecken des Polymers dessen
Konformationsraum und damit die Zahl der mdglichen Zusténde eingeschrankt, so reduziert
sich gleichzeitig die Entropie des Systems. Die daraus resultierende Ruckstellkraft des
Polymers, eine rein entropische Kraft, versucht das Polymer in einen entropisch glinstigeren
Zustand zu Uberfihren. Deshalb wird die Gaul3sche K ette auch a's entropische Feder bezeichnet
[43, 105, 106]. Im Fal des Gelatinekells wird der Konformationsraum der Polymere durch
zwei Féchen eingeschrankt: die Grenzflache zum Loésungsmittel und die Oberflache des
Substrats. Die Kettenlange der verwendeten Polymere betrégt mehrere hundert Nanometer [42]
und liegt somit in der GrofRenordnung der Probendicke. Die Grenzfléchen haben daher
erheblichen Einflul? auf die Konformation der eingeschlossenen Polymere und fihren zu einem
steigenden E-Modul aufgrund der mit abnehmender Probendicke sinkenden Entropie. Die
Begrenzung des Volumens fihrt aulerdem erneut zu ener hoéheren Zahl mdglicher
K notenpunkte zwischen den einzelnen Polymeren [107, 108]. Mit der Dichte der Knotenpunkte
im Gel steigt aber wiederum auch dessen Elastizitdtsmodul an [104].
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6.1.3 Ist eine exakte Hohenbestimmung weicher Proben moglich?

Im letzten Kapitel ist deutlich geworden, dal3 die Bestimmung der Topographie einer weichen
Probe im unbelasteten Zustand weiterhin problematisch erscheint. Die aus dem Kontaktmodus
resultierenden Hohenprofile geben lediglich eine Mindesthéhe an, da die Probe in Abhéngigkeit
von E-Modul und Auflagekraft beim Abbilden eingedriickt wird. Die wahre Hohe der Probe
wird somit im Bereich der mittels Hertzmodell berechneten Profile liegen. Die Qualitét dieser
Hohenmessung durch Force-Mapping und anschliefRender Auswertung mittels Hertzmodell soll
nun abgeschétzt werden. Dazu wurde aus dem Hoéhenprofil des Kontaktmodus und der
Berechnung der dabel erfolgten Eindrickung die Topographie der unbelasteten Probe
rekonstruiert.

Die Auflagekraft bei der Messung der Probenhohe im Kontaktmodus betrug etwa 0,93 nN.
Damit konnte mit dem Parametrischen Modell berechnet werden, wie tief die AFM-Spitze
wéahrend des Abrasterns im Kontaktmodus in die Probe eingedrungen ist. Als Funktion der
Probendicke und des lokal gemessenen Elastizitdtsmoduls ist dies tberall dort moglich, wo
beim Force-Mapping eine Kraftkurve aufgenommen wurde. Alsjeweiliger E-Modul wurde der
Mittelwert verwendet, welcher aus zwe Fitbereichen entstand, ndmlich ab einer Eindriickung
von 10 nm bzw. 30 nm bis zu einer Auflagekraft von 0,93 nN, entsprechend der Auflagekraft
unter welcher die Probe abgebildet wurde. Da die tatséchliche Dicke noch nicht bestimmt ist,
wurden alsjeweilige Probendicke die durch das Hertzmodell ermittelten Werte eingesetzt. Dies
ist zwar zu diesem Zeitpunkt nur eine N&herung, aber der verursachte Fehler durch eine falsch
angesetzte Probendicke ist &ul3erst gering wie folgendes Beispiel zeigt:

Wird die Dicke von 800 nm auf 1 um erhoht, so &ndert sich bei einer Probe von 40 kPa die
Eindriickung um lediglich 2 nm oder 1,3%, namlich von 156 nm auf 158 nm. Im Gegensaiz
dazu erhoht sich bei einer Reduktion im E-Modul auf 30 kPa und einer Dicke von 800 nm die
Eindrickung um 29 nm oder 18,6% auf 185 nm! Fur die Berechnung der Eindriickung ist
somit der Einflu? des E-Moduls im Gegensatz zur Dicke weitaus grofder und dessen exakte
Berechnung daher von grofdter Bedeutung.

In Abb. 6.1.5 wurde die berechnete Eindriickung der AFM-Spitze (Graph a) auf die im
Kontaktmodus gemessene Hohe (b) addiert. Das daraus resultierende Profil (c) ist noch
geringflgig hoher, as das mit dem Hertzmodell berechnete Profil (d). Die Differenz der beiden
Graphen (c-d) ist im unteren Tell der Abbildung separat dargestellt, ihr Durchschnittswert
betragt 48 nm.

Eine Erkldrungsmoglichkeit der entstandenen Hohendifferenz liegt in den in Kapitel 5.3
beschriebenen Reibungseffekten. Die im Parametrischen Modell nicht berlicksichtigte Reibung
zwischen Probe und AFM-Spitze fihrt bel gleicher Auflagekraft zu ener geringeren
Eindruckung. Graph (c) in Abb. 6.1.5 sollte dementsprechend niedriger verlaufen und die
Differenz der Graphen (c-d) geringer ausfallen.

Eine weltere Ursache koénnte im folgenden Sachverhdt liegen: Be der Berechnung der
Probendicke durch das Hertzmodell wird zundchst durch einen Fit der Kraftkurve der
Kontaktpunkt bestimmt, welcher der Hohe der unbelasteten Probenoberfléache entspricht. Die
Geometrie der AFM-Spitze entspricht aber nicht der des Stempelsim verwendeten Hertzmodell,
der Kontaktpunkt wird im Hertzmodell berechnet, als wiirde ein Konusin die Probe eindringen.
Folglichwird in der ermittelten Probenhdhe aufgrund der stumpfen Form der AFM-Spitze der
in Abb. 6.1.6 skizzierte Unterschied Az as systematischer Fehler eingerechnet. Um diesen
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Abb. 6.1.5: Die Eindrickung der AFM-Spitze in die Gelatineprobe wahrend der Abbildung im
Kontaktmodus wurde mit dem Parametrischen Modell berechnet (a). Diese Eindriickung wurde auf
die im Kontaktmodus ermittelte Hohe (b) addiert, um somit ein korrigiertes Probenprofil zu
erhalten (c). Die Auswertung mittels Hertzmodell ergibt eine etwas geringere Hohe (d). Der
Durchschnittswert der Differenz beider Profile (c-d) betragt 48 nm.

Fehler fir das diskutierte Experiment genauer zu erfassen, wurde die verwendete AFM-Spitze
mit einem Rasterelektronenmikroskop abgebildet'™® und der Spitzenradius zu 62+3 nm
bestimmt. Wird diese AFM-Spitze mit einem Konus mit gleichem Offnungswinkel verglichen,
so fuhrt dies zu eéinem Unterschied von Az = 46 nm. Die durchschnittliche Abweichung der
Hohenprofile (c) und (d) aus Abb. 6.1.5 ist damit genauso grof3, wie der durch die Spitzen-
geometrie in der Auswertung mit dem Hertzmodell bedingte systematische Fehler.

Abb. 6.1.6: Der vertikale Unterschied Az zwischen einer
abgerundeten AFM-Spitze mit Spitzenradius R = 62 nm
und einem Konus betrégt 46 nm.

/ I Az =46 nm

Zusammenfassend 8% sich festhaten, dal3 die Auswertung der Kraftkurven mit dem
Hertzmodell eine prézise Rekonstruktion der wahren Hohe der unbelasteten Probe ermdglicht.
Die wahre Hohe wird dabei geringfligig unterschétzt, der systematische Fehler bewegt sich aber

10 |n Zusammenarbeit mit Armin Kriele (Lehrstuhl Prof. Kotthaus).
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lediglich in der Grofienordnung des Spitzenradius. Dies rechtfertigt nun auch die Verwendung
der durch das Hertzmodell ermittelten Probenhthe in Abb. 6.1.2. Der Elastizitdtsmodul wird
deutlich besser mit dem Parametrischen Modell erfaldt, da hier im Gegensatz zum Hertzmodell
kein Uberschétzen des E-Moduls erfolgt.

6.2 Untersuchung von lebenden Zellen™

Nach den an Gelatine erlangten Erfahrungen wurde fur die Anwendung des Parametrischen
Modells an lebenden Zellen gezielt eine Zdlinie gesucht, welche die folgenden beiden
Eigenschaften aufweist: (i) Die Zdlen sollten ausgeprégte flache Bereiche besitzen, mit einer
Dicke moglichst niedriger as 1 um. (ii) Das Cytoskelett in diesen Bereiche sollte schwach
ausgeprégt sein, um hier moéglichst homogene Materia eigenschaften vorzufinden. Die Wah! fid
schliefdich auf eine metastatische Zellinie, sogenannte MTLn3-Zellen [110]. Diese Zdlen
reagieren auf die chemische Stimulation durch den Lockstoff EGF (epidermal growth factor)
innerhalb weniger Minuten mit einer gerichteten Bewegungsreaktion, der sogenannten
Chemotaxis. Die Fahigkeit zu wandern ist fir Krebszellen von zentraer Bedeutung, erst
dadurch werden siein die Lage der Metastasenbildung versetzt, d.h. sie kénnen sich von ihrem
Ursprungsplatz zu anderen Korperstellen ausbreiten [1]. Im Falle der MTLn3-Zdlen erfolgt
nach der Zugabe von EGF eine Reaktion, die durch das Ausstrecken grof¥fl&chiger dinner
Randbereiche, sogenannter Lamellipodien sichtbar wird [111]. Da diese frisch gebildeten
Lamdlipodien beim Abbilden mit dem AFM eine vergleichsweise strukturlose Oberfléche
zeigten und aul3erdem eine Dicke von wenigen hundert Nanometern aufweisen, erschienen
MTLn3-Zellen ds Testsystem fiir eine Anwendung des Parametrischen Modells gut geeignet.

Eine quer zum Zellrand verlaufende ausgewertete Force-Map-Zeile einer zundchst unbehandel-
ten Zdle zeigt Abb. 6.2.1. Die mit dem Hertzmodell berechnete Hohe der Zdle war nahezu
unabhangig vom Fitbereich, das gezeigte Hohenprofil ist daher der Mittelwert der angegebenen
drei Fitbereiche. Die Zdlle steigt gleichmaldig vom Rand in Richtung Zellkern an. Der entspre-
chend berechnete Elastizittsmodul zeigt das bekannte dickeabhangige Verhdten: je hther die
Auflagekréfte des angewandten Fitbereichs, um so stérker wird der E-Modul Uberschétzt, wobei
der Abstand der berechneten Werte fir die dinner werdende Probe am Zelrand deutlich
anwéachst. Die Auswertung mittels Parametrischem Modell liefert Fluktuationen im ermittelten
Hohenprofil; Ubersteigt die Dicke der Zelle 1 um (Probenposition > 16 um), so erzeugt der
Fit in etwa 50% der Kraftkurven divergierende Probendicken. Der berechnete Elastizitétsmodul
bleibt meistens unter 10 kPa, lediglich bel einer Probenposition um 15 um steigt der E-Modul
auf Uber 20 kPa an und ist deutlich héher as in der Umgebung. Dieser lokale Anstieg des E-
Modulsist sowohl beim Hertzmodell as auch beim Parametrischen Modell zu beobachten und
geht einher mit dem Uberschitzen der Probenhdhe durch das Parametrische Modell. Dies deutet
gemal3 Kapitel 5.4.2 auf eine harte Oberflachenstruktur auf weicher Probe hin. Moglicherweise
handelt es sich dabel um sogenannte Stref3fasern. Diese wichtigen Bestandtelle des Cytoskeletts
sind kabelartige, kontraktile Bundel aus Actinfilamenten, die in der Zelle z.B. die Welterleitung

1 Die AFM-Messungen des beschriebenen Experiments wurden von Dr. C. Rotsch in Zusammenarbeit mit Prof.
K. Jacobson durchgefuhrt [vgl. 67, 109]. Wéhrend des Experiments wurden die Zellen stets unter
Zdlinkubatorbedingungen (37°C, 5% CO,) gehadten. Die in der Auswertung verwendete Federkonstante des
Cantilevers betragt 10 mN/m.
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von Zugkréften ermoglichen [1]. Sie verlaufen tellweise direkt unter der Zelmembran und
haben zentrale Bedeutung fir die gemessenen mechanischen Eigenschaften einer Zdle [47,
112]. Stref¥fasern, die am Rand der Zdle zum Grolteil paralel zu deren Kante verlaufen (vgl.
auch Abb. 7.2.1) [23, 47, 67, 98, 113, 114], sind vermutlich auch hier die Ursache fir die
hértere Struktur. In den dickeren Teillen der Zdle in Abb. 6.2.1 sollte ein ausgeprégtes Cyto-
skelett vorliegen, welches u.a. aus einem steifen Polymernetzwerk aus Actinfilamenten besteht.
Die inhomogene innere Struktur kénnte somit fir das Unterschétzen der Probendicke durch das
Parametrische Modell verantwortlich sein.

140
N\ Hertzmodel| (Fitbereich)
g 120 \/\ —— 0512nN
=S 0.2-0.5 nN Auflagekraft
8 80 Parametrisches Modell (Fitbereich)
g R\\ —— 50 nm-0.5D Eindriickung
® 60
i \ ™\
g 40
20 S e
0 o —
2.0+
—— Hertzmodell
g 1.54 —— Parametrisches Modell
o 10
< +
e}
I 0.5
0-

10 12 14 16 18
Position auf der Probe [pm]

Abb. 6.2.1: Ausgewertete Zeile einer Force-Map, die quer zum Rand einer MTLn3-Zele
aufgenommen wurde. Die Graphen zeigen Elastizitdtsmodul und Topographie, wobei die mit dem
Hertzmodell berechnete Hohe das Profil und die Lage der Zelle auf dem Substrat veranschaulicht.

Nach dem Einsetzen der durch EGF hervorgerufenen chemotaktischen Reaktion begann sich
das Lamellipodium der Zelle grof3fl&chig auszudehnen. Wahrend dieses Prozesses wurde die
Daenzeile aufgenommen, die ausgewertet in Abb. 6.2.2 dargestellt ist. Sie wurde am selben
Ort der Zelle aus Abb. 6.2.1 aufgenommen, wobel im Hohenprofil deutlich das neu gebildete
nach links ausgestreckte Lamellipodium sichtbar ist. Die Auswertung durch das Hertzmodell
ergibt fur diesen Bereich eine Hohe zwischen 200 und 300 nm, der berechnete Eladtizitéts-
modul zeigt die bekannte fitbereichsabhangige Aufspaltung der Graphen. Die Anwendung des
Parametrischen Modells ergibt einen Elastizitdtsmodul, der vorwiegend kleiner als 20 kPa ist,
die berechneten Probendicken sind meistens einige zehn Nanometer kleiner as be der
Auswertung mit dem Hertzmodell. Bemerkenswert ist dabel das Muster bei einer Proben-
position von etwa 14 um, das schon vorhin beschrieben wurde: an einer relativ harten Stelle
erscheint die Zelle im Parametrischen Modell Gbermaliig dick. Die These, dal3 es sich hierbei um
eine Stref¥faser handelt, wird nun auch dadurch unterstiitzt, dal3 es sich trotz der hohen Aktivitét
der Zelle offensichtlich um eine relativ langlebige Struktur in der Zelle handelt.
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Abb. 6.2.2: Hohenprofile und E-Modul am selben Ort der Zelle aus Abb. 6.2.1, etwa 10 Minuten
nach der Zugabe von EGF. Im Hohenprofil ist deutlich das neu gebildete ausgestreckte
Lamellipodium zu erkennen, das eine Dicke von etwa 200-300 nm aufwelst.

Betrachtet man den berechneten Elastizitdétsmodul, so félt auf, da3 dle Graphen des
Hertzmodells untereinander, aber auch mit dem Graph des Parametrischen Modells im Bereich
des zentralen Zellkérpers konvergieren. Bei einer Dicke der Zelle von Uber 1,5 um stimmen die
berechneten Werte gut Uberein. Auch die mit beiden Modelen ermittelten Dicken des
ausgestreckten Lamellipodiums unterscheiden sich nur gering. Dies weist darauf hin, dal3 die
schnell gewachsenen Bereiche der Zelle aulferst homogene Materia eigenschaften aufweisen. Da
im Lamellipodium das Actinnetzwerk erst neu gebildet werden mufite, konnten offensichtlich
noch keine komplizierteren Strukturen wie z.B. Stref¥fasern aufgebaut werden. Unterstitzt wird
diese Vermutung durch die Kontaktbilder, die in der Phase der Lamellipodiumausbreitung
aufgenommen wurden [vgl. 67]: diese zeigen en ausgepragtes aber gleichzeitig
aulBergewohnlich unstrukturiertes Lamellipodium; ganz im Gegensatz zu anderen Zellinien, in
denen auch die Randbereiche vom Cytoskelett durchzogen sind.

Geht man davon aus, dal3 es sich hier beim Lamellipodium um eine Probe mit homogenen
Materiaeigenschaften handelt, so bedarf die zwischen den beiden Auswertungen entstandene
Hohendifferenz weiterer Diskussion. Eine Erklérung waren wiederum Reibungseffekte
zwischen Probe und AFM-Spitze. Diese wirden dazu fihren, dal3 die berechnete Dicke der
Probe zu klein ausfallt. Da Reibung im Parametrischen Modell unberticksichtigt geblieben ist,
wére dies eine mogliche Erklarung fur die entstandenen Hohendifferenz. Eine weltere
Hypothese, flr eine diinne harte Schicht im unteren Bereich der Zelle, die bei der Auswertung
mit dem Parametrischen Modell zu einer kleineren Probendicke fihren konnte, wére die
folgende: Die Fokalkontakte, an denen Zelen Uber die extrazelluldre Matrix mit dem Substrat
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verbunden sind, nehmen nur einen kleinen Tell der Flache auf der Zellunterseite ein, der weit
unter 20% liegen kann [97, 98]. Die anderen Bereiche besitzen einen deutlich groferen Abstand
zum Substrat, der Uber 50 nm betragen kann und mit Zelmedium gefillt ist [1]. Da diese
Flussigkeitsschicht von Zellmembran und Substrat nahezu eingeschlossen ist, kann das Medium
saitlich vermutlich nur schwer ausstromen, wéhrend die Zedle bel der Aufnahme ener
Kraftkurve komprimiert wird. Eine einfache Abschétzung (vgl. Anhang F) zeigt, dal3 die zur
Erzeugung des FlUissi gkeitsstromes notwendige zusétzliche Kraft in der Messung einen nicht zu
vernachléssigenden Beitrag leistet. Somit wére es mdglich, dal3 das Medium die selben
Auswirkungen auf die Datenanalyse besitzt wie eine harte Schicht, was sich ebenfals in den
beiden unterschiedlichen Ergebnissen der berechneten Héhen aufert.

Dies fuhrt zu dem zentralen Ergebnis, dal3 die beiden Modelle zwei unterschiedliche Grolien
berechnen: das Hertzmodell berechnet die wahre Hohe der Zelle, aso deren Oberfléche im
unbelasteten Zustand, das Parametrische Model hingegen berechnet die Dicke des
Lamellipodiums. Ubereinstimmende Werte von Hohe und Dicke im vorderen Bereich des
Lamellipodiums (Probenposition = 4 um) stellen somit einen Hinweis auf einen Fokal kontakt
dar. Der Abstand zwischen Zdle und Substrat ist dabei am besten fur Gewebekultur-
Fibroblasten charakterisiert und betragt etwa 10-15 nm [1, 115].

Die zweite Hypothese mul3 sicherlich noch in weiteren Studien ndher untersucht werden. Eine
mogliche Methode gtelt beispielsweise die  Reflexions-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie
(RICM) dar. Hierbei kann der Abstand zwischen einem transparenten Substrat und der Zdle
interferometrisch bestimmt werden [116-118]. Da diese wie auch aternative optische Methoden
wie z.B. TIRFM* die Probe von der Unterseite untersuchen, besteht die Moglichkeit, die
optischen Messungen gleichzeitig mit den AFM-Experimenten durchzufihren [122].

6.3 Diskussion

Die wichtigsten Eigenschaften von Hertzmodel | und Parametrischem Moddll in der Auswertung
von Kraftkurven sind komprimiert in Tabelle 6.3.1 zusammengefaldt. Vergleicht man die
beiden Methoden zur Auswertung der Kraftkurven, so it im Fal des berechneten
Elagtizitdtsmoduls eine Verbesserung durch das in dieser Arbeit entwickelte Parametrische
Modell ereicht worden. Jetzt ist es moglich, auch von dinnen Proben unverféschte
Elastizitéten zu ermitteln, da das durch hartes Substrat und die Geometrie der AFM-Spitze im
Hertzmodell verursachte Harteartefakt beseitigt werden konnte. Anhand der untersuchten
MTLn3-Zellen, as &auRerst weiche Probe, konnte auferdem gezeigt werden, dal3 bel
Probendicken tber 1,5 um und den im AFM Ublichen Eindrickungen die ausgewerteten E-
Moduln beider Methoden konvergieren. Bel diesen vergleichsweise dicken Proben ist also die
Datenanalyse durch das Hertzmodell ohne Qualitétsverlust maglich. Im Fall der berechneten
Probendickeist die Situation anders. Zur Berechnung der Topographie der unbelasteten Probe
zeigte sich das Hertzmodell deutlich Uberlegen. Hier erfolgte ein geringes systematisches
Unterschétzen, welches bei den verwendeten AFM-Spitzen etwa in der GrofRenordnung des
Spitzenradius lag. Da die durch das Parametrische Moddl berechnete Probendicke aul3erst
empfindlich inhomogene Materialeigenschaften anzeigt, kann sich, wie im Fal der Zelen
gezeigt, aufgrund einer harten Untergrundschicht in der Probe deren eigentliche Dicke von der

2 TIRFM (total internal reflection fluorescence microscopy) [119-121].

59



wahren Hohe der Probe unterscheiden. Berechnet werden also zwel unterschiedliche Parameter.
Bel der Kraftkurvenauswertung durch das Parametrische Modell hat sich der E-Modul im
Vergleich zur Probendicke as der deutlich stabilere und unempfindlichere Fitparameter
erwiesen. Speziell bei Probendicken von mehr als 1 um wurde oft ein Divergieren der
berechneten Dicken beobachtet. Dieses Verhalten hatte sich bereits in Kapitel 5 im Rahmen der
Simulationen angedeutet: bel der Fehlercharakterisierung traten beim E-Modul im Vergleich zur
Probendicke meist deutlich kleinere Abweichungen auf.

Hertzmodell Parametrisches Model|

Topographie Bestimmung der Topographie der unbe- Dickenbestimmung der homogenen Probe.
lasteten Probe (Fehler der Hohenbestim-  Abweichung von Topographie dient als Hin-
mung in der GroRenordnung des Spitzenras  weis auf inhomogene Probe. Vorzeichen da
dius). Abweichung 1813 evtl. Rickschlul® auf Art der

Inhomogenitét zu.

Elastizitét Hérteartefakt wegen Geometrie der AFM-  Von Probendicke unabhéngiger E-Modul. Be-
Spitze bei kleinen Eindrickungen und  stimmung des Elastizitdtsmoduls von weichen
Substrateinflul® bei diinnen Proben. Oberfléchenschichten.

Tabelle 6.3.1: Gegenuberstellung der wichtigsten Eigenschaften und Moglichkeiten, welche die
beiden Modelle zur Auswertung von Kraftkurven zur Verfiigung stellen.

Daenersats durch das Hertzmodell exakte Hohen bestimmt werden, die als Kontrollmessung
dienen konnen, liegt andererseits gerade in der Empfindlichkeit der berechneten Probendicke
des Parametrischen Modells dessen Starke. Das grol3e Potential des Parametrischen Modells
besteht deshalb gerade auch im Aufspiiren kleinster Inhomogenitéten der Materia eigenschaften.
So konnte gezeigt werden, dal3 die Detektion eines Elastizitésgradienten selbst bel dinnen
Schichten von lediglich wenigen hundert Nanometern Dicke moglich ist. Auf dieser
Grolenskala waren alternative Untersuchungsmaoglichkeiten lediglich durch optische Methoden
denkbar.

Im Vergleich mit Gelatinekeilen haben sich die MTLn3-Zdelen mit frisch gebildetem
Lamellipodium Uberraschend als das bessere (weil homogenere) Modellsystem erwiesen. Da es
sich bel diesen Zellen jedoch um Proben handelt, die sich mitten in einem dynamischen Prozef3
befinden, ist die Weiterentwicklung experimenteller Modellsysteme unumgéanglich. Nur dann ist
es moglich die Grenzen des in dieser Arbeit entwickelten Parametrischen Modells genauer
abschédtzen zu konnen. Hier kann beispielsweise bel der Prégparation von Gelkeilen die
Verwendung chemisch verbundener Polymere von Vortell sein. Durch die dann chemisch
definierten Bindungsstellen kdnnen homogenere Proben hergestellt werden. Die Konzentration
der Knotenpunkte im Netzwerk und damit auch die Elagtizitét der Gele kann dann direkt durch
die Konzentration der Polymere eingestellt werden.

Im Fal der FEM wurden durch die Ausfihrung effizienter axiasymmetrischer Simulationen
dreidimensionadle Aspekte ausgeschlossen. Auch wenn das Kraft-Eindriickungsgesetz
theoretisch durch ein zweidimensionales Modell angendhert werden kann (vgl. Kapitel 1.2)
bleiben zweal Aspekte unberlicksichtigt: zum einen wird sich die Spannungsverteilung im
Materia, speziell an den Kanten (als Singularitéten) des pyramidenférmigen Stempels von der
des Konus unterscheiden. Dieser Einfluf3 sollte jedoch relativ klein sein; so wurde lediglich Uber
Abweichungen im Bereich weniger Prozent berichtet [40, 90]. Zum anderen ist im AFM der
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Cantilever mit eéinem Neigungswinkel von 12° eingebaut. Dieser wird beim Durchfahren der
Kraftkurven nicht kompensiert, das Eindringen der AFM-Spitze erfolgt nicht paralld zu ihrer
Symmetrieachse [123]. Erst durch eine dreidimensionale Smulation kann der Einfluld auf die
gemessenen Kraftkurven mittels FEM erfalit werden. In der Praxis sind dazu aber auch
Eindriickungsexperimente an geneigten Proben denkbar.

Ein weiteres Problem ergibt sich aus der Projektion von einem makroskopisch definierten Mal3,
wie dem Elastizitétsmodul, auf die molekulare Grolenskala Der E-Modul stammt aus der
Kontinuumsmechanik und beschreibt per Definition Volumeneigenschaften eines Materias. Bel
Elastizitdtsmessungen mit dem AFM erfolgt aso die Anwendung der Hookeschen
Elastizitétstheorie auf einer Skala, in der die Wechsawirkungen zwischen AFM-Spitze und
Probe nicht nur durch deren mechano-elastischen Materialeigenschaften bestimmt werden,
sondern der Einfluld von Elektrostatik, van der Waas-Kréften und Oberfldcheneffekten wie
Kapillarkréften und Oberflachenspannung bedeutend wird. Speziell im Falle kleiner Auflage-
kréfte ist aber die Eindriickung und damit das an der Wechselwirkung betelligte Volumen im
Vergleich zur Kontaktflache sehr klein. Zusdtzlich kdnnen neben den genannten Wechsdl-
wirkungen auf der molekularen Skala auch entropische Effekte, wie im Fall der Gedatinekeile
diskutiert, in Erscheinung treten. Hier wird im Gegensatz zum Kontinuum im Grof3en der
diskrete molekulare Charakter der Proben deutlich. Deshab unterliegt auch der as Eladtizitéts-
modul ermittelte Wert dem Einfluf3 der anderen Wechselwirkungen. Aus diesen Aspekten ergibt
sich letztlich ein Skalierungsproblem und es stellt sich die Frage, ob die makroskopische Grof3e
Elastizitdtsmodul sinnvoll auf die molekulare Welt Ubertragbar ist.

Neben der padleen Untersuchung identischer Proben mit aternativen Methoden der
Mikrorheologie [124-126] wére daher eine makroskopische Untersuchung des Parametrischen
Modells @uf¥erst hilfreich, um zunéchst an wohl definierten und kontrollierbaren Systemen die
Ubereinstimmung mit der Simulation zu testen. Der interessante Teil in der Anwendung mit dem
AFM, aso im Nanokosmos, lage dann gerade in den Abweichungen zur makroskopischen
Welt, da hierin al die genannten Wechselwirkungen sichtbar werden wirden.
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7 Substratabhangigkeit der Adhasion von Osteoblasten™®

In der orthopédischen Forschung sind die beiden Hauptziele zur Entwicklung synthetischer
Implantate, einerseits die mechanische Funktionalitét des Originas zu erhaten und andererseits
die biologische Vertréglichkeit des Materids mit dem Organismus zu gewdahrleisten. Das
Implantat soll biokompatibel sein. An Knochenimplantate, erwahnt seien beispielsweise
kinstliche Gelenke, werden enorme biomechanische Anforderungen gestellt. Um diese zu
erfillen, missen die makroskopischen mechanischen Anspriche optima mit  den
mikroskopischen zdlula&ren Anforderungen an die Grenzfldche zwischen Implantat und
umgebendem Gewebe abgestimmt sein. Nur dann kann ein dauerhaftes Einwachsen in den
Knochen, die sogenannte Osseointegration, erfolgen [128]. Bis zur Osseointegration laufen
aullerst komplexe Kaskaden von intra- wie extrazelluléren Prozessen ab, die zum Grofdteil noch
unverstanden sind und kontrovers diskutiert werden [129-131]. Be Zellen, die in direktem
Kontakt mit dem Implantat stehen, muf3 in jedem Fall ein gutes Anheften an die Oberflache,
Vermehrung sowie das Ausscheiden von Knochenmatrix erfolgen, damit eine anschlief3ende
Verkalkung des K ontaktgewebes ermdglicht wird™* [130]. Alle diese Aspekte hangen nicht nur
von der Chemie des Implantats sondern v.a. von dessen Oberfldcheneigenschaften wie
Topographie, Rauhigkeit und Proteinadsorption ab, aber auch z.B. von den chemischen
Verfahren der Beschichtung und Sterilisation [133-137].

Fur die langfristige Akzeptanz im Organismus ist natirlich der innige Kontakt zwischen
Implantat und knochenbildenden Zellen, den sogenannten Osteoblasten, eine Grundvorausset-
zung, weshalb die Untersuchung der Implantatoberfldchen von zentraler Bedeutung in der
Implantatforschung ist. Da die Ergebnisse von Tierversuchen neben ethischen Bedenken nicht
ohne weiteres auf den menschlichen Organismus Ubertragbar sind, wird zunehmend versucht,
zentrale Aspekte wie Zellwachstum, Vermehrung und Produktion der Knochenmatrix durch
Experimente in Zellkulturen humaner Zellinien zu untersuchen [129, 131, 138, 139]. Dabe
stehen neben mechanischen Experimenten zur Messung der Adhasionskréfte [140, 141] v.a
bildgebende Methoden zur Untersuchung der Zellmorphologie im Vordergrund [129, 138,
139].

Im folgenden Projekt wurde die Morphologie und Elagtizitdt von Osteoblasten auf
verschiedenen Substraten mit dem AFM charakterisiert und zur Beurteilung der Zelladhésion
verwendet. Dazu wurden Zellen, die auf metallischen Substraten (CoCr, Ti und TiV) kultiviert
wurden, mit Zelen auf Deckglésern (Glas) bzw. in Standard-Zelkulturpetrischalen aus
Polystyren (PS) verglichen™. Zid war es, mit dem AFM eine Methode zu etablieren, mit der
das Adhéasionsverhalten auf zdllulérer Ebene untersucht werden kann. Durch die Verwendung
von Substratmaterialien, die in der Orthopadie as Werkstoffe interessant sind, kann diese
Methode neue Einsichten in die Biokompatibilitdt von Implantatmaterialien gewdahren.

3 Die Experimente in diesem Kapitel sind in Zusammenarbeit mit S. Dannohl durchgefuihrt worden. Das Projekt
wurde in Kooperation mit Dr. W. Aicher und Dr. O. Miller von der Orthopédischen Klinik in Tubingen
durchgefihrt [vgl. 114, 127].

4 Die frisch exprimierte Knochenmatrix wird als Osteoid bezeichnet und besteht hauptsichlich aus Typ-I-
Kollagen. Die Umwandlung in harte Knochenmatrix erfolgt durch das Einlagern kleiner kristalliner Plattchen aus
Calciumphosphat, die eine Grof3e von einigen zehn Nanometern haben [1, 132].

5 Die Zellkultur der Osteoblasten, sowie die Praparation der Substrate ist im Anhang E beschrieben.
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7.1 Charakterisierung der Substrate

Charakteristische AFM-Bilder der verwendeten Substrate sind in Abb. 7.1.1 zu sehen'®.
Waéhrend die metdlbedampften Oberflachen und die Deckgléaser eine typische Kornung
aufweisen, ist im Fall der Petrischal e eine faserartige Oberflachenstruktur sichtbar.

Abb. 7.1.1: Charakteristische Hohenbilder der verwendeten Substrate: metallbedampfte Oberflache,
hier TiV (a, z-Skala: 7 nm), Glaspléttchen (b, z-Skala: 5 nm) und Petrischale (c, z-Skala: 40 nm).

Als Ma fur die Rauhigkeit wurden die Hohenabweichungen von der Hauptebene der
Oberflache AH(x,y) verwendet. Die Rauhigkeit (H) ist dann gemal3 [142] wie folgt definiert:

1

(Hy = oAy jyzofxzo|AH(x, y)|dxdy (26)

Die durchschnittlichen Rauhigkeiten der verschiedenen Substrate, die sich bei einer Bildgrofie
von Ax= Ay= 10um ergaben, sind in Abb.7.1.2 dargestellt. Die Rauhigkeit der
Petrischaden (PS) war am groften, die der Glasplattchen am kleinsten, die Werte der
metall bedampften Oberfl&chen lagen dazwischen. Bei einer Bewertung der Auswirkungen ist zu
beachten, dal’ die Rauhigkeit nach obiger Definition eine Funktion der Bildgrofieist. So hat sich

[ Abb. 7.1.2: Durchschnittliche Rauhigkeiten der ver-
1 schiedenen  Substrate bei  einer BildgroRe von
10 um. Die Rauhigkeit wurde aus der Abweichung
der Hohe von der Hauptebene der Oberfléche berech-
net. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung

zwischen den verschiedenen Proben (6-11 Stiick) des
04 = jeweiligen Substrates.

‘Cocr Ti TiV Glas PS

N
1
o

Rauhigkeit [nm]
E

die Rauhigkeit der Petrischale bei einer Bildgrofie von 1 um um 60% verringert, die Rauhigkeit
der anderen Substrate dagegen um hdchstens 20% [vgl. 127]. Fir eine quantitative Analyse ist
es daher ndtig, die Rauhigkeiten auf alen Groflenskalen zu untersuchen, die fur die
Zelladhésion von Bedeutung sind. Die angewandte Methode, Oberfldchen metalisch zu
bedampfen, hat zu vergleichsweise glatten Oberflachen gefiihrt. So berichten beispielsweise

16 Alle Substrate wurden an einem Nanoscope llla (Digital Instruments) bei gleicher Nachregelgeschwindigkeit
mit scharfen Microlevern (Park Scientific, k. = 0,1 N/m) an Luft abgebildet.
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Larsson et a. [135] bel gleicher Charakteriserung durch das AFM Uber z.T. bis zu ener
Grofenordnung grofiere Rauhigkeiten ihrer Implantatmaterialien.

Nach dem Ausséen und Absetzen der Zellen besteht zwischen Zellen und Substrat nicht un-
bedingt direkter Kontakt, wie folgendes Experiment qualitativ zeigt: das Zellmedium ist eine
L 6sung verschiedenster Salze, Proteine und Nahrstoffe, die teilweise auf der Substratoberfléche
adsorbieren. Um dies sichtbar zu machen, wurden die sauberen Substrate nach dem Einbau in
das AFM fur vier Stunden in Zellmedium inkubiert. Anschlief3end wurde ein Quadrat mit 2 um
Seitenlange bel relativ hoher Auflagekraft (F > 6 nN) und hoher Scanrate mehrmals abge-
rastert. Wurde der Bildausschnitt nun auf 5 um vergrof3ert und extrem vorsichtig abgerastert
(Auflagekraft F < 1 nN, langsame Scanrate), so wurden kleine Waélle sichtbar (Abb. 7.1.3)"".
Diese bestehen aus adsorbierten Bestandteilen des Zellmediums, die durch die AFM-Spitze beim
Abrastern des 2 um-Quadrats auf die Seite geschoben wurden. Solche Wélle waren bei alen
Substraten sichtbar und hatten je nach Dicke der adsorbierten Schicht durchschnittliche Hohen
von bis zu 80 nm. Eine genauere Analyse des Adsorptionsprozesses erscheint prinzipiell
moglich, indem das Volumen der aufgeschobenen Walle ermittelt wird.

60 1
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Abb. 7.1.3: Komponenten des Zellmediums sind auf einer CoCr-Oberflache adsorbiert. Nach
mehrmaligem Abrastern eines 2 um grof3en Quadrates mit hoher Auflagekraft, werden an dessen
Rand kleine Wélle aufgeschoben. Diese werden sichtbar, wenn ein gré3erer Bildausschnitt vorsich-
tig abgerastert wird (z-Skala Hohenbild: 130 nm). Das durchschnittliche Héhenprofil (Mittelung
aler Zeilen des zentralen Quadrates) zeigt eine maximal e Hohendifferenz von tiber 50 nm.

Der in vitro beobachtete Adsorptionsprozess, der grundsétzlich auch in vivo auftritt, hangt in
groRem Mal3e von den Oberflacheneigenschaften des Substrates ab. Diese bestimmen die
Wahrscheinlichkeit eines Proteins auf der Oberflache zu adsorbieren [130]. Die entstehende
Schicht kann Eigenschaften der Substrate abschirmen und somit auch verédndern. Das
Adhasionsverhaten von Zellen kann dadurch beeinflufd werden, wenn diese lediglich mit der
adsorbierten Schicht wechselwirken. Treten also Unterschiede im Adh&sionsverhalten auf, ist es
schwierig zu trennen, ob diese auf unterschiedlichen Substrateigenschaften oder den dadurch
hervorgerufenen Veranderungen der adsorbierten Proteinschicht beruhen.

7 Die Experimente wurden an einem Nanoscope | I1amit normalen Microlevern (k. = 8 mN/m) durchgefinrt.
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7.2 Morphologie und Elastizitdt der Osteoblasten

Zur systematischen Untersuchung der Zellmorphologie der Osteoblasten wurden dle Zelen
sowohl im Kontaktmodus (bei einer minimierten Auflagekraft von F < 1 nN) as auch im
Force-Mapping-Modus abgebildet'®. Ein typisches Hohenbild eines Osteoblasten ist in
Abb. 7.2.1 dargestellt. Deutlich zu sehen ist die lineare Struktur des Cytoskeletts (in diesem
Fall die bereits in Kapitel 6.2 beschriebenen Strel¥fasern), das sich Uber die gesamte Zdle
erstreckt. Verkleinert man den Bildausschnitt, so werden feinere Strukturen auf der Zellober-
flache sichtbar. Ein Audenkungsbild einer solchen Oberflache zeigt Abb. 7.2.2. Neben
dickeren Bindeln sind auch aufferst feine Filamente zu sehen, welche die Zedloberfléche as
feinmaschiges Netzwerk erscheinen lassen. Trotz der extremen Weichheit der Osteoblasten war
es noch maglich, Strukturen mit lediglich 50 nm Durchmesser aufzul 6sen.

N 36HM  Appb, 7.2.1: Hohenbild eines lebenden
Osteoblasten. Deutlich ist die lineare
Struktur des steifen Cytoskeletts zu
sehen. Am linken Bildrand besteht
direkter Kontakt zu einer benachbarten
Hohe Zelle. Der weil3e Kasten umrahmt die
Fléche der Force-Map aus Abb. 7.2.3.

Oum

Abb. 7.2.2: Audenkungshild der Zelloberflache eines
Osteoblasten (z-Skala: 130 nm). Auf dieser GroRen-
skala erscheint das Cytoskelett als feine netzartige
Struktur. Die dinnsten noch erkennbaren Filamente
haben einen Durchmesser von etwa 50 nm.

8 Die Experimente wurden an einem Bioscope mit normalen Microlevern (ko= 8 mN/m) unter Zell-
inkubatorbedingungen (37°C, 5% CO,) durchgefiihrt. Die Scanrate betrug im Force-Mapping-Modus 7,1 Hz bei
32 Kraftkurven pro Zeile bzw. 12 Hz bei 64 Kraftkurven pro Zeile und einer Kraftkurvenlénge von 1-1,6 um.
Die Maximalauslenkung des Cantilevers wurde auf 0,9 nN eingestellt, die Auswertung der Kraftkurven erfolgte
mit dem Hertzmodell in einem Fitbereich von 0,24-0,64 nN.

65



Eine Force-Map, welche auf der Zelle aus Abb. 7.2.1 aufgenommen und mit dem Hertzmodél|
hinschtlich Elastizitéésmodul ausgewertet wurde, ist in Abb. 7.2.3 dargestellt. Die im
Kontaktmodus abgebildeten Stref3fasern erscheinen hier als harte Strukturen, die einen groferen
E-Modul aufweisen as die weichen Bereiche dazwischen.

Abb. 7.2.3: Elastizitatsbild der in
Abb. 7.2.1 gekennzeichneten Region
des Osteoblasten. Der E-Modul wur-
5.25 de mit dem Hertzmodell aus ener
Force-Map berechnet. Harte Struktu-
ren erscheinen weil3, weiche Bereiche
der Zellesind schwarz. Deutlich sind
as helere lineare Strukturen de
vergleichswel se harten Stref¥fasern zu
2.75 sehen.

log(E[Pel)

0 5 10 15 20 25
Position auf der Probe [um)]

Vergleicht man die im Kontaktmodus gemessenen Hohen einer Zele mit den durch Force-
Mapping ermittelten Hohen, so zeigen sich deutliche Unterschiede. Trotz einer fur den
Kontaktmodus vergleichsweise niedrigen Auflagekraft von unter 1 nN werden die extrem
weichen Zellen beim Abrastern zusammengepref™®. Typischerweise werden die Zdllen auf 65-
85%, manchmal sogar bis auf die Hafte ihrer wahren Hohe komprimiert. Dies erklart auch das
prégnante Erscheinungshild des Cytoskeletts in Abb. 7.2.1: die weichen Regionen der Zdle
werden deutlich stérker eingedriickt als die vergleichsweise harten Stref¥fasern, die somit as
hohere Strukturen erscheinen. Gleichzeitig wird klar, dal3 zur exakten Hohenbestimmung von
adhdrenten Zellen der Kontaktmodus trotz niedrigster Auflagekréfte keine zuverlassige
Alternative zur Berechnung der Hohe aus Force-Maps darstellt.

Als Mel3grofien zur Charakterisierung der Zellmorphologie wurden die von der Zdle auf dem
Substrat bedeckte Flache A, die Lange der Zelle | und die Breite der Zelle b direkt aus den
Kontaktmodusaufnahmen ermittelt. Beispiele solcher AFM-Aufnahmen sind in Abb. 7.2.4 zu
sehen. Die Hohe der Zelle h wurde aus Force-Maps mit Hilfe des Hertzmodel |s berechnet.

9 Die Auflagekraft wird in der Regel vor jeder Abbildung minimiert, um ein moglichst schonendes Abrastern zu
ermdglichen. Die minimale Auflagekraft, die dabel zu ausreichender Interaktion zwischen AFM-Spitze und Zelle
fahrt und somit einen befriedigenden Bildkontrast hervorruft, liegt gewohnlich bei etwa 0,9 nN. Die selbst bei
dieser Kraft entstehenden grof3en Eindriickungen werden z.B. in Abb. 3.2.1 nochmals deutlich.
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0 Hohe

0 Auslenkung 320 nm
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Abb. 7.2.4: Typische AFM-Aufnahmen lebender Osteoblasten auf Petrischale (a, b) bzw. CoCr-
Substrat (c, d). Wahrend die Hohenbilder (a, c) die Topographie der Zellen wiedergeben, ist in den
Audlenkungsbildern (b, d) deutlich das Cytoskelett zu sehen.

Die gemessenen Fléachen und Hohen der Zdlen sind in Abb. 7.2.5 aufgefiihrt. Die Zdlen auf
den metallischen Substraten sind im Mittd deutlich grof3er as jene auf Petrischaen oder
Glaspléttchen. Die Hohe der Osteoblasten ist dagegen auf den Glaspléttchen am groften und auf
Petrischalen am niedrigsten, die Werte der metallischen Substrate liegen dazwischen.
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Abb. 7.2.5: Einflu3 der Substrate auf die absolute Grofe der Osteoblasten. Die von den Zellen
bedeckte Flache wurde aus K ontaktmodusaufnahmen bestimmt, die Héhe der Zellen aus Force-Maps
mit dem Hertzmodell berechnet. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung innerhalb der
Proben der einzelnen Substrate, die Zahl in Klammern ist die Anzahl der Proben.

Neben den absoluten Grof3en der Zdlen ist v.a. deren Form interessant, um Ruckschltisse auf
das Adhé&sionsverhalten ziehen zu kénnen. Dazu wurden, in Anlehnung an ein friheres Projekt
[98], die beiden folgenden Formfaktoren definiert: das Verhdtnis s, = I/b beschreibt die Form
der Zelle als Ellipsoid®. Das Verhdtniss, = (n/4)">-h/A"? beinhaltet die Hohe der Zelle und ist
damit ein dreidimensionales MaR3, welches die Flachheit der Zellen beschreibt®!. Die Resultate
beider Formfaktoren sind in Abb. 7.2.6 dargestellt. Die Elliptizitét der Zellen s, zeigt sehr
groRe Fluktuationen. Die Schwankungen innerhalb der Substrate sind grol3er as die
Unterschiede zwischen den verschiedenen Substraten. Im Gegensatz dazu zeigt die Flachheit
der Zellen s, deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Substraten. Auf Glas sind die
Zdlen am stérksten aufgerundet, auf Petrischalen und Ti-Substraten sind sie dagegen am
flachsten.
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Abb. 7.2.6: Einflul} der Substrate auf die Form der Osteoblasten. Die Elliptizitdt der Zellen
s, =1/b schwankt innerhalb der Substrate deutlich stérker als zwischen den Substraten. Die
Flachheit der Zellen s, = (n/4)Y2h/AY? ermittelt auf Glas die aufgerundetsten Zellen, auf
Petrischalen erscheinen die Zellen am flachsten. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung
innerhalb der Proben der einzelnen Substrate, die Zahl in Klammern ist die Anzahl der Proben.

Aus den aufgenommenen Force-Maps wurde als welterer Parameter der Elastizitésmodul
berechnet. Als Kenngrof3e zur Beschreibung der Osteoblasten wurde der durchschnittliche E-
Modul im Kernbereich der Zdle gebildet, wobel nur Werte des E-Modul einbezogen wurden,
die aus Bereichen der Zdle stammten, die héher als 2 um waren. Da somit der Einflul3 des
harten Substrates auf die berechneten Werte ausgeschl ossen war, konnte der E-Modul ebenfalls
mit dem Hertzmodell ausgewertet werden. Der Durchschnittswert wurde aus 30 bis 100
Kraftkurven pro Zelle berechnet, die Ergebnisse sind in Abb. 7.2.7 gezeigt. Zwischen den

2 Die beiden Grenzfalle sind ein kreisrunder Korper mit s, = 1, bzw. die Form eines Stabes mit s; — .
2 Fir den Fall einer Kugel ist s, =1, im Falle einer flachen Scheibe ist s, = 0.
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verschiedenen Substraten schwankt der E-Modul dabel bemerkenswert stark, er unterscheidet
sich zwischen 8,8 kPa auf Ti und 2,1 kPa auf TiV um mehr als das 4-fache. Die Eladtizitdten
der Zellen auf Glas bzw. Petrischal e bewegen sich dazwischen.

Abb. 7.2.7: Einflud de Substrate auf de

= 4.0 10 -

T -£2 m Elastizitst der Osteoblasten. Der durch-
o T4 = schnittliche E-Modul wurde ausschliefdlich im
T 351 - 9  Kembereich berechnet, die Zellen waren hier
= T2 & hoher ds 2um. Die Fehlerbalken zeigen die
3 304 ?:_8103 E Standardabweichung innerhalb der Proben der
= = i einzelnen Substrate, die Zahl in Klammern ist
Ul 25 - ® @ 6 1 0 - [4 die Anzahl der Proben.

‘CoCr Ti TiV Glas PS

Betrachtet man die Charakterisierung der Zellmorphologie, so falt auf, dal? absolute Werte wie
Flache oder Hohe der Zellen keine eindeutigen Tendenzen erkennen lassen. Wéhrend die
Flachen auf Glas und Petrischalen deutlich kleiner waren als auf den metallischen Substraten,
wurden auf Glas die hochsten und auf Petrischale die niedrigsten Zellen gefunden. Dieses
Beispiel verdeutlicht die Notwendigkeit, einen Parameter einzufihren, der beide Grolen
miteinander verknipft: die Flachheit der Zellen. Erst jetzt it es moglich, die Gestalt
verschiedener Zellen mit einem dreidimensionalen Mal3 quantitativ zu erfassen und damit zu
vergleichen. Bereits in optischen Untersuchungen wurde die Elliptizitét mit der Adhésion der
Zdllen in Beziehung gesetzt [129]. Ebenso ist es plausibel, eine flachere Gestalt der Zdlen mit
groRerer Adhéasion zu korrelieren, da eine gute Haftung der Zelle zum Substrat nétig ist, um das
natrliche Bestreben der Zelle, sich aufzurunden, zu Gberwinden. Damit ist gleichzeitig ein Ma3
gefunden, welches auf die Qualitét der Adhasion der Zelle auf dem Substrat riickschlief3en |&(3t.
Werden schliefdlich die Ergebnisse der Rauhigkeit der Substrate mit der Flachheit der Zdlen
verglichen, so |&3 sich eine enge Korrelation feststellen: je grof3er die Rauhigkeit des Substrates
desto flacher die Zellen und desto grofi3er die Adh&sion der Zellen auf dem Substrat. Wenn man
nun eine hohe Rate der Knochenbildung als Konsequenz einer guten Substrathaftung der Zelle
auffaldt, stimmt obige Korrelation mit der Beobachtung von Larsson et al. [135] Uberein. Da
jedoch in der Literatur der Einflu® der Rauhigkeit auf die Adhasion kontrovers diskutiert wird
[131], darf das in dieser Studie gewonnene Ergebnis nicht veralgemeinert werden. Von
zentraler Bedeutung ist hier vermutlich die Grof3enskalain der sich die Rauhigkeit bewegt.

Fir die Elagtizitét der Zelle, wie se mit dem AFM gemessen wird, ist v.a. der aus dem
Actinnetzwerk bestehende Tell des Cytoskeletts verantwortlich [47]. Daher sollte der
durchschnittliche E-Modul Uber dem Kernbereich einer Zelle ein Mal3 dafir sein, wie stark
deren Cytoskelett ausgebildet ist. Da aulRerdem das Cytoskelett fur die dauerhafte Adhé&sion
einer Zelleauf dem Substrat verantwortlich ist [97], sollte auch der E-Modul mit der Flachheit
der Zellen korrelieren. Fur die Petrischalen und die Ti-Substrate ist dies offensichtlich auch der
Fall; hier wurden sowohl die flachsten, als auch die hartesten Zedlen beobachtet. Auch die
beobachtete Abnahme des E-Moduls auf CoCr-Substraten steht in Einklang mit der berichteten
schwécheren Ausbildung des Actinnetzwerks auf diesem Substrat [129].

Aufgrund der im Versuchsaufbau festgelegten optischen Beobachtung von der Unterseite der
Probe (vgl. Kapitel 2.2.2) war im Fall der undurchsichtigen metalisch bedampften Substrate
eine Positionierung der Zellen unter dem AFM nicht moglich. Die Zdllen mufdten sozusagen
blind angesteuert werden, was mit eéinem hohen Zeitaufwand verbunden war und die z.T.
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geringe Probenzahl zur Folge hatte. Auch wenn aus diesem Grund die Ergebnisse sicherlich mit
Vorsicht zu genief3en sind, so sind trotzdem in den Féllen besserer Statistik (PS, Glas, TiV)
deutliche Tendenzen sichtbar. Da inzwischen auch das Problem der optischen Positionierung
durch Erganzungen im Versuchsaufbau gel6st werden konnte, steht das Potential der Methode,
mittels AFM die substratabhangige Morphologie und Cytomechanik einzelner Zellen zu
charakterisieren, aul3er Frage.

Im Vergleich mit anderen Methoden der Implantatforschung ist ein grof3er Vorteil, dal3 mit dem
AFM lebende Zdlen untersucht werden kénnen. Bel grof3erer lateraler Auflosung als bel der
Lichtmikroskopie, ist das AFM zusdzlich ein enzigatiges Werkzeug zur exakten
Hohenbestimmung Iebender Zellen. Auch die Untersuchung der Cytomechanik ist mit einer
besseren Auflosung moglich as be aternativen Methoden, wie beim sogenannten Cell Poking
[143] oder dem SAM (scanning acoustic microscope) [144].

Ein &ulRerst intuitiver Zugang, wie er an Lehrstuhl Gaub von M. Benoit verfolgt wird, ist die
direkte Messung der Adhasionskréfte durch das AFM. Osteoblasten werden dazu auf dem
Cantilever kultiviert und im Experiment in direkten Kontakt mit dem Substrat gebracht. Durch
Variation der Kontaktzeit kann neben der Stérke der Haftung auch deren Kinetik untersucht
werden. Die Kontaktzeiten im Bereich von wenigen Sekunden bis etwa einer Stunde liegen
hiertbei auf einer deutlich kirzeren Zeitskda. Bespide fir diese Methode der
Adhasionsmessung finden sich in [145, 146].
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8 Untersuchung pulsierender Herzmuskelzellen

In Wirbeltieren gibt es drei verschiedene Muskeltypen: den Herzmuskel, Skelettmuskeln und
glatte Muskeln. Letztere finden sich v.a. im Wandgewebe von Hohlorganen, wie Blutgefa3en
oder dem Verdauungstrakt. Der zugrunde liegende molekulare Kontraktionsmechanismus ist in
dlen drei Féllen ein Vorbeigleiten von aneinandergelagerten Actin- und Myosinfilamenten.
Herzmuskelzellen besitzen im Gegensatz zu den anderen Muskelzellen eine sehr vid grof3ere
Zahl von Mitochondrien, die fir die stetige Bereitstellung der zur Kontraktion bendtigten
Energie sorgen [132]. Ein weiterer Unterschied zwischen den Muskeltypen liegt in den
Membran- und den elektrischen Eigenschaften. Wahrend eine Skelettmuskelzelle als Antwort
auf ein Aktionspotential eines Motoneurons kontrahiert, sind Herzmuskelzellen dazu in der
Lage, selbst Aktionspotentiale zu generieren. Die Membran hat sogenannte Schrittmachereigen-
schaften, die zu einer rhythmischen Depolarisation der Zellmembran und damit zur Ausbildung
eines Aktionspotentials fuhren. Diese Funktion bleibt selbst nach der Isolation der Zelen
erhalten, so dal3 Herzmuskelzellen auch in Zdlkultur pulsieren. Benachbarte Zellen sind Uber
Kontaktzonen, sogenannte Gap Junctions, miteinander elektrisch gekoppelt. Bei gentigender
Z€lldichte kdnnen sich somit auch in Zellkultur die Aktionspotentiale Uber ale Zellen ausbreiten,
was schliefdlich zu einer synchronisierten Kontraktion des Zellverbandes fuhrt [1, 94, 147].

Die Untersuchung von Herzmuskelzellen ist in zwelerlel Hinsicht von grofiem Interesse: zum
einen et dieser Zdltyp ein ideales Modellsystem zur Muskelkontraktion dar, da aufgrund
spontaner selbstandiger Ausbildung des Aktionspotentias auch in Zdlkultur die Kontraktion
ohne Ankopplung an Nervenfasern erfolgt. Zum anderen ist es das Ziel, Herzkrankheiten
bereits auf zelluldrer Ebene erforschen und verstehen zu konnen.

Die Messung von Aktionspotentialen erfolgt typischerweise mit Mikroelektroden bzw. der
Patch-Clamp-Technik [148]. Die mechanische Kontraktion wurde v.a. durch Mikropipetten
kombiniert mit Mikromanipulatoren untersucht [149, 150]. Fur diese Anwendung ist jedoch
durch das AFM mittlerweile en Instrument verfligbar, welches zur Untersuchung der
Zdlmechanik hinschtlich Kraftempfindlichkeit, laterder Auflésung und Positionierbarkeit
deutlich Uberlegenist [22, 151]. Diese Eigenschaften konnten in der folgenden Studie zu einer
préazisen Charakteriserung der mechanischen Kontraktion von Herzmuskelzellen genutzt
werden. Bel aktiven adhérierten Einzelzellen ist es gelungen die Kontraktionen ortsaufgel6st zu
charakterisieren bzw. die von den Zellen generierte Leistung zu messen??.

Z Dje Experimente wurden an einem Bioscope mit normalen Microlevern (Kap. 8.1 und 8.2: k. = 8 mN/m)
unter Zellinkubatorbedingungen (37°C, 5% CO,) durchgefiihrt. Um Zeitserien der mechanischen Pulse an fester
Position aufzunehmen, wurde die BildgrofRe auf O nm eingestellt und so die lokalen Hohendnderungen als
Funktion der Zeit gemessen. Die Nachregelgeschwindigkeit wurde stets maximiert, so da3 die
Cantileverauslenkung hochstens 5% (meistens weniger als 2%) des Hohensignals betragen hat. Die Messung
konnte also effektiv bei konstanter Auflagekraft, d.h. isotonischen Bedingungen durchgefiihrt werden. Die
Isolation der Herzmuskel zellen ist im Anhang E beschrieben.
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8.1 Dynamik im Zellrasen

Herzmuskelzellen, die sich zu einem dichten (konfluenten) Rasen verbunden hatten, haben in
der Zelkultur nach etwa einem Tag von selbst zu pulsen®® begonnen. Bereiche gleichzeitiger
Kontraktion sind dabel stetig angewachsen, so dal3 nach zwei bis drei Tagen oftmals der
gesamte Zellrasen einer Petrischale ein synchrones Pulsen vollzogen hat. Die mit dem AFM
gemessenen Pulse waren dann &ul3erst regelméldig und gleichformig. So wurden z.B. Proben
beobachtet, deren Frequenz sich Uber eine habe Stunde lediglich um etwa 8% verdnderte.
Typische Pulsformen sind in Abb. 8.1.1 dargestellt. Es treten positive wie auch negative
Amplituden, z.T. mit Mehrfachspitzen, auf. Die Pulse kdnnen dabel mono-, bi- aber auch
triphasisch verlaufen [vgl. 152].

800 a b C d
= 600
£
2 200
0I T T 1
o 1 2 3 0o 1 2 3 012345 0 2 4 6
Zeit [ Zeit [g] Zeit [ Zeit [

Abb. 8.1.1: Mit dem AFM gemessene Pulsformen in einem dichten Rasen von Herzmuskel zellen.
Neben den typischen monophasischen Pulsen (@), treten auch Doppelspitzen (b) oder bi- und
triphasische Pulse (c, d) auf. Sowohl positive als auch negative Amplituden kénnen beobachtet
werden.

Zur Charakterisierung des zeitlichen Verlaufs monophasischer Pulse wurden die folgenden
Parameter eingefuhrt: Der Hohenverlauf H(t) der aktiven Zelle wahrend eines Pulses wurde
ausgewertet auf Pulsamplitude AH, Halbwertsoreitet,,,,, (Breite der Pulse auf Hohe der halben
Amplitude) und Pulsperiode t,, (Zeit zwischen zwei benachbarten Pulsen). Zur Beschreibung der
Pulsform wurde die maximal e Steigung wahrend des An- bzw. Abstiegs dH, /dt bzw. dH,,/dt,
also die Geschwindigkeit der Hohenanderung, ermittelt. Da diese Absolutwerte z.T. sehr stark
schwankten, wurden die Steigungen auf die Amplitude des Pulses normiert. Als Mai3 fur die
Dauer des An- bzw. Abstiegs ergaben sich somit die Werte t, = [(dH, /dt)/AH]™" bzw. t,, =
[(dH,/dt)/AH] . Die Werte sind stets als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

Wie auch im Verlauf dieses Kapitels noch deutlich werden wird, ist das Pulsverhalten im
Zéllrasen deutlich stabiler ds im Falle einzelner Zellen [153]. Trotzdem konnten gelegentlich
auch im Zelrasen drastische Verdnderungen in der Pulscharakteristik beobachtet werden:
Abb. 8.1.2 zeigt einen Ausschnitt einer 12-minttigen Zeitserie, die auf enem pulsenden
Zdlrasen aufgenommen wurde. Wahrend in der Anfangsphase gleichformige Pulse negativer
Amplitude detektiert wurden, setzt pl6tzlich ein Wechsal zu anderen Pulsformen ein. Nach einer
Ubergangsphase von knapp zwei Minuten, in der biphasische Pulse auftraten, lagen in der
Endphase durchweg positive Amplituden vor. Sowohl in der Anfangs- wie auch in der
Endphase der Messung waren die Pulsformen Uber vergleichsweise lange Zeit stabil. Dies geht

% |m folgenden ist mit "pulsen"” stets die optisch sichtbare bzw. mit dem AFM detektierte Kontraktion gemeint,
also die mechanische und nicht die elektrische Aktivitét der Zellen.
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auch aus der Auswertung der charakteristischen Parameter hervor, die in Tabelle 8.1.1
zusammengestellt sind.
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Abb. 8.1.2: Der Ausschnitt einer Zeitserie, die auf einem Rasen konfluenter Zellen aufgenommen
wurde, zeigt einen zweifachen Wechsel von negativen zu positiven Amplituden (oben). Die dre
vergroRerten Intervalle (unten) zeigen typische Pulsformen vor, wéhrend und nach dem Wechsdl.
Trotz der drastischen Veranderung der Pulsform ist die Pul speriode nahezu konstant geblieben.

Anfang der Messung V orzeichenwechsdl Ende der Messung
(negative Amplitude) der Amplitude (positive Amplitude)
AH 625+70 nm 290465 nm
to 0,81+0,15 s 0,87+0,02 s 0,85+0,03 s
twhm 0,19+0,01 s 0,24+0,03 s
dH,/dt 11,0+0,8 um/s 4,1+1,2 um/s
dH,,/dt 6,6+1,2 um/s 3,2+0,6 um/s
tan 5746 ms 75+16 ms
tap 98+16 ms 90+13 ms

Tabelle 8.1.1: Charakteristische Parameter, welche die Form der Pulse des Zdllrasens der Messung
aus Abb. 8.1.2 beschreiben. Zur Berechnung der Parameter vor und nach dem Vorzeichenwechsd
der Amplitude wurde ein Intervall von jeweils 90 s verwendet, das aul3erhab der Wechsdperiode
lag. Hier erfolgte das Pulsen der Zellen duRRerst gleichférmig.

Im Fdle pulserender Zelrasen fielen bel der Betrachtung durch das optische Mikroskop
makroskopische (auf der Millimeterskala) Kontraktionsmuster auf. Neben aktiven Bereichen,
die sich zu Kontraktionszentren ausbildeten, entstanden eher passive Gebiete, in denen die
Zelen be jedem Puls lateral in Richtung der aktiven Zentren gezogen wurden. Die
Kontraktionszentren konnten dabei als Orte positiver Pulsamplituden identifiziert werden,
negative Amplituden wurden dagegen lediglich in den passiven Bereichen gefunden. Obwonhl
die Pulsperiode der in Abb. 8.1.2 dargestellten Zeitserie aul3erst stabil war, hat sich die Form
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der Pulse pl6tzlich verandert. Aufgrund der paralelen Beobachtung im optischen Mikroskop
konnte dies mit einer Verschiebung eines Kontraktionszentrums in die N&he der AFM-Spitze
korreliert werden

Die optisch erkennbare laterde Bewegung des Zellrasens fihrte auch zu der folgenden
Hypothese, welche die auftretenden bi- und triphasischen Pulsformen erkléren kénnte: Durch
die laterae Bewegung werden auch harte oberflachennahe Strukturen des Cytoskeletts, unter
der AFM-Spitze hindurchgezogen. Auf den verschieden harten Positionen der Zelle ergeben
sich daraus unterschiedliche Eindriickungen, die sich mit der eigentlichen Auslenkung der
Zelloberflache Uberlagern. Ist dies der Fall, dann wiirden bi- und triphasischen Pulsformen as
Folge der verénderten Morphologie am Ort der AFM-Messung auftreten.

Einerseits konnte am Zellrasen beobachtet werden, dal3 die ausgebildete Pulsfrequenz sehr stabil
Uber lange Zeiten aufrechterhaten bleibt. Dies scheint eine direkte Folge der Synchronisation
der aneinandergekoppelten Herzmuskel zellen zu sein. Andrerseits existiert eine makroskopische
Verschiebung der Kontraktionszentren, die dann auch auf der Minutenskala loka zu einer
drastischen Verénderung der Pulsformen fihren kann.

Messungen des Aktionspotentials wurden von Dr. W. Parak mittels Patch-Clamp-Technik an
Herzmuskelzellen durchgefihrt, die nach demselben Protokoll isoliert wurden [vgl. 98, 118].
Bei Raumtemperatur betrug dabei die Dauer des Anstiegst, , = 42+19 ms, bel ener Amplitude
von AV = 6729 mV. In der Literatur wurde hingegen von Anstiegen berichtet, deren Steigung
bis zu einer Grolenordnung steiler waren [153, 154]. Diese deutlich schnelleren Anstiegszeiten
wurden jedoch unter physiologischen Bedingungen gemessen, die Patch-Clamp-Messungen bel
Raumtemperatur dirften daher eine obere Grenze der elektrisch ermittelten Anstiegszeit
darstellen. Ein weiterer Grund fir die grofRen Unterschiede in den Anstiegszeiten der Pulse
besteht darin, dal3 die Aktionspotentiale stark von der Art des Gewebes, d.h. vom Ort der
Zdlentnahme abhéngen, da die Zedlen der verschiedenen Herzregionen ganz unterschiedliche
Funktionen erflllen missen [118, 147]. Be Vergleichen muf3 somit auch zwischen den
unterschiedlichen Préparationen der Herzmuskelzellen unterschieden werden.

8.2 Pulsmessungen an Einzelzellen

Dadie Entstehung der am Zellrasen beobachteten Vidzahl von Pulsformen nicht sicher geklart
werden konnte, stellte sich die Frage, ob verschiedene Pulsformen auch an einzelnen Zellen
gesehen werden konnen, oder ob sie charakteristisch fur den Zelverband sind. Aufeinander-
folgende Pulse ener Einzelzelle waren meistens vie unregelméfdiger, as dies im Zelrasen
beobachtet werden konnte. Die in Abb. 8.2.1 dargestellte Zeitsequenz |d% zwar eine regel-
mal3ige Pulsperiode vermuten, im Vergleich zu den Messungen am Zellrasen, variiert die Form
der Pulse jedoch deutlich.

800 Abb. 82.1: Zeitserie einer pulsenden Einzelzelle.
‘T 600 Waéhrend die Pulsperiode relativ stabil ist, 8ndern sich
A= 400 Ampljtude und Form der Pulse von einer Kontraktion
Q@ zur nachsten auf3erst stark.
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Waurden Einzelzellen Uber einen langeren Zeitraum beobachtet, so zeigte sich ein welterer
Unterschied zum Zellrasen: Zeiten hoher Pulsaktivitét wechselten ab mit Ruhezeiten, in denen
keine oder nur einzelne mechanische Pulse zu erkennen waren. Beide Verhaltensmuster konnten
Uber mehrere Minuten anhalten. Abb. 8.2.2 zeigt einen typischen Ausschnitt einer 30-
mindtigen Messung an einer einzelnen Zelle. Man kann hier auch erkennen, dal? die Pulsperiode
innerhalb der aktiven Perioden relativ gleichméldig verlduft, aber von einem Abschnitt zum
néchsten bis um das 2-fache variieren kann. Die Amplituden aufeinanderfolgender Pulse
konnten sich um ein Viefaches unterscheiden, dagegen verdnderte sich die Form der Pulse
erstaunlich wenig. Deutlich wird dies durch die charakteristischen Parameter der einzelnen
markierten Abschnitte, diein Tabelle 8.2.1 zusammengestellt sind.
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Abb. 8.2.2; Ausschnitt einer Zeitserie, die auf einer pulsenden Einzelzelle aufgenommen wurde.
Zeiten mit hoher mechanischer Aktivitdt wechseln sich mit Ruheperioden ab, die manchmal von
einzelnen Pulsen unterbrochen werden. Wahrend die Pulsperiode innerhalb aktiver Phasen nur ge-
ringe Schwankungen zeigt, kann sie von einer Phase zur néchsten um das bis zu 2-fache variieren.

Zeitabschnitt a (14-28 9) b (60-78 s) c (83-86 9)
AH 6541124 nm 714+£107 nm 687+£184 nm
tp 0,41+0,06 s 0,80+0,23 s 0,55+0,03 s
tiwhm 75t3 ms 774 ms 78t2 ms
dH,/dt 20,0£3,7 um/s 20,7£3,1 um/s 20,3t5,2 um/s
dH,/dt 10,941,5 um/s 10,7£1,5 um/s 10,1+2,8 um/s
tan 3442 ms 3442 ms 34+1 ms
tab 66+4 ms 67+3 ms 68+4 ms

Tabelle 8.2.1: Statistik der markierten Abschnitte der Zeitserie aus Abb. 8.2.2, aufgenommen auf
einer einzelnen Zelle. Wéhrend die Amplitude AH und die Pulsperiode t, starke Schwankungen
aufwiesen, blieben die anderen Parameter, welche die Form der Pulse beschreiben, &ul3erst stabil.
Dabei waren v.a. die Fluktuationen der Anstiegs- bzw. Abstiegszeit t,, bzw. t,, as normierte
GrofRen vergleichsweise klein.

Bel den bisherigen Messungen an einzelnen Herzzellen wurde die AFM-Spitze auf das Zentrum
der schlagenden Zelle positioniert und das Pulsen in Zeitserien aufgezeichnet. Dabel spielte es
keine Rolle, ob die Zdle gut oder schlecht auf dem Substrat adhériert war. Setzt man voraus,
dal3 eine Zelle wéahrend der Kontraktion ihr Volumen beibehdt, so sollten auch auf Einzelzellen
positive wie auch negative Amplituden beobachtet werden kdnnen. Um die Pulse einzelner
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Zdlen ortsaufgel st kartieren zu konnen, war es das Ziel, die betreffende Herzzelle mit dem
AFM sowohl abzubilden, als auch die hohe laterde Postioniergenauigkeit des AFMs
auszunitzen und Zeitserien der Pulse an verschiedenen Orten auf der Zelle aufzunehmen.
Hierbei war das Hauptproblem, einzelne Zellen zu finden, die einerseits pulsen und andererseits
gut genug adhériert sind, um abgebildet zu werden. Diesist in der Regel ein Widerspruch, da
der Uberwiegende Anteil pulsender Einzelzellen nur lose mit dem Substrat verbunden ist und
dabei eher die Gestalt einer Kugel annimmt.

Eine kleine Gruppe aus vier pulsenden Herzzellen, die mit dem AFM abgebildet werden
konnten, zeigt Abb. 8.2.3; das Bild wurde aus zwei einzelnen Abbildungen zusammengesetzt.

Abb. 8.2.3: Kartiertes Pulsen einer Gruppe von Herzzellen. Das AFM-Bild der Zellen ist aus zwei
einzelnen Auslenkungshildern zusammengefigt, das Schema links oben zeigt die Begrenzung und
die Benennung der einzelnen Zellen. Die Ausschnitte der an den kreisformig markierten Orten
aufgenommenen Zeitserien sind alle identisch skaliert. Lediglich zwischen den Zellen (A) und (B)
konnten biphasi sche Pul se aufgezei chnet werden, an allen anderen Orten waren die Pulse positiv.
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Aufgrund der Kontraktion der Zelen wéahrend des Abrasterns und der resultierenden
Cantileveraudenkung sind v.a. auf den Zdlen (A), (C) und (D) deutliche Streifen in Scan-
richtung (senkrecht) zu erkennen. Die Zellen (A) und (B) waren gut adhériert und konnten daher
abgebildet werden. Die beiden anderen Zellen hatten eine langgezogene spindelformige Gestalt
und waren fur den limitierten Arbeitsbereich des Piezos in z-Richtung zu hoch, um abgebildet
zu werden. Durch das optische Mikroskop wurde ihre Lange auf etwa 200 um geschétzt.
Optisch konnte man aul3erdem erkennen, dal3 sich die vier Zellen synchronisiert hatten, d.h. die
Kontraktion jeweils gleichzeitig erfolgte. Speziell von Zelle (A) wurden mit der AFM-Spitze an
verschiedenen Orten Zeitserien des mechanischen Pulsens aufgenommen. Die Auflagekraft
wurde mittels Kraftkurven vor jeder Zeitserie auf 0,8 nN eingestellt.

Bei dieser Probe, wie auch bel anderen Messungen, konnten lediglich positive Pulse gemessen
werden. Die biphasischen Pulse zwischen den Zedlen (A) und (B) traten an einem Ort mit
ausgepragtem Cytoskelett auf, das hier durch seine laterde Bewegung diese Pulsform
verursacht haben konnte. Es kann jedoch nicht ausgeschl ossen werden, dal3 am aul3ersten Rand
der Zelle ein Absenken der Oberfl&che, also negatives Pulsen stattgefunden hat. Da aktive Zellen
trotz Substrathaftung seitlich eine relativ steile Flanke besitzen, besteht hier die Gefahr eines
Abrutschens der AFM-Spitze, was eine genaue Detektion der Pulse verhindert.

Die statistische Auswertung der Pulse der vier Zellenist in Tabelle 8.2.2 aufgelistet.

Zele A ZelleB ZeleC ZelleD
n 11 1 4 1
AH 2904+134 nm 134+36 nm 683+£337 nm 408+45 nm
trwhm 406+£24 ms 338+61 ms 191455 ms 303+40 ms
tan 75£12 ms 49+4 ms 37+4 ms 74+£16 ms
tab 120+13 ms 206+45 ms 126+49 ms 161+37 ms

Tabelle 8.2.2: Statistik der Zeitserien der in Abb. 8.2.3 kartierten Zellen. Dabei ist n die Zahl der
auf der Zelle aufgenommenen Zeitserien. Die angegebenen Fluktuationen sind bei den Zellen (A)
und (C) die Standardabweichungen zwischen den Zeitserien, bel den Zellen (B) und (D) die Standard-
abweichungen innerhalb der Zeitserien. Die Parameter t;,,,, und t,, scheinen mit vergleichsweise
niedrigen Fluktuationen erneut charakteristische Parameter fur die jeweiligen Zellen zu sein.

In zweierle Hinsicht hat sich Zelle (B) von den anderen drei Zellen unterschieden: Zum einen
kann man im AFM-Bild erkennen, dal3 die Zdle gut adhériert war; trotz der grof3en Flache war
seindieser Gruppe dieflachste Zelle. Das ausgepragte Cytoskel ett |&3t eine netzartige und nicht
die bei Muskelzellen typische lineare Struktur®® erkennen. Zum anderen weicht bei dieser Zdle
die beobachtete Pulsform von alen anderen Formen ab, die Pulse haben mit einem &aul3erst
flachen Abfdl die langsten in dieser Studie beobachteten Abstiegszeiten und auch im Zentrum
der Zelle einerelativ kleine Amplitude. Eine Erklérung dieses Erscheinungsbildes konnte in der
Préparationsmethode der Zellen liegen: Die erwiinschten Herzmuskelzellen prasentieren nur
einen Antell von bis zu 80% der Zellen, d.h. es befinden sich auch andere Zdlltypen wie z.B.
Fibroblasten des Herzgewebes in der Probe [155]. Zelle (B) war moglicherweise entweder eine
inaktive Muskelzelle oder aber ein anderer Zeltyp und hat als eine Art Transmitter fur die
Synchronisation der Zelle (A) mit (C) und (D) gesorgt. Die abweichende Pulsform der Zdlle (B)
konnte dann durch ein passives Pulsverhaten erkl&rt werden, welches eher durch die
mechanische Kopplung an die Nachbarzellen hervorgerufen wurde, als durch eigene Aktivitét.

2 Im Falle der Muskelzellen ist die lineare Struktur moglicherweise durch die ausgerichteten Myofibrillen und
weniger durch das Cytoskel ett verursacht. Eine genaue Aussage dazu erfordert weitere Untersuchungen.
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Vergleicht man abschlief3end das Pulsverhalten einzelner Zdllen mit dem konfluenter Zellen, so
konnten deutliche Unterschiede in der Stabilitét der Pulsperiode erkannt werden. Die Pulsform
anderte sich stark zwischen einzelnen Zellen, typische Habwertsbreiten der Pulse lagen bei
tnm = 60-410 ms und typische Anstiegszeiten bel t, = 25-80 ms. Da fur die jeweiligen
Einzelzellen die Schwankungen dieser beiden Parameter jedoch sehr klein waren, scheinen sie
charakteristische Grofien fur die individuelle Zelle darzustel len.

Be bestimmten Krankheitsbildern in der Kardiologie ist die Detektion der laterden Fort-
pflanzung der elektrischen Anregung Uber das Herzgewebe, des sogenannten Myokards, von
grofdem Interesse. Hier ist es z.B. fUr die Art der Reizleitung zwischen den einzelnen Zellen
charakteristisch, ob sich das Aktionspotential parallel oder quer zu den Muskelzellen ausbreitet;
des weiteren sind aber auch altersbedingte Unterschiede in der Kopplung der Zelen bekannt
[156].

In dieser Arbelt ist es gelungen, das mechanische Pulsieren einzelner Zelen ortsaufgel6st zu
detektieren. Dies kann als erster Schritt gesehen werden, auch die Ausbreitung der mechani-
schen Pulse Uber das Herzmuskel gewebe zu vermessen.

8.3 Wie stark ist eine Herzmuskelzelle?

Durch die Anwendung des AFMs as Kraftsensor konnten schliefdich auch die von einzelnen
Zdlen generierten Kréfte gemessen werden. Wegen der Geometrie des AFM-Aufbaus wurden
stets Kréfte in z-Richtung und damit senkrecht zur Ausrichtung der kontrahierenden Myo-
fibrillen gemessen. In der Literatur diskutierte Kraftmessungen erfolgen Ublicherweise in
Kontraktionsrichtung: einzelne Zellen oder die Myofibrillen gehauteter Zellen”® werden dazu
durch Mikropipetten festgehaten [150, 157]. Der Vortel gehduteter Zellen besteht neben einer
direkten Kontrollmdglichkeit der Ca*-K onzentration der Umgebung in der Vermeidung sowohl
extra- as auch innerzelluléarer viskoelastischer Elemente. Letztere beeinflussen bel intakten
Zellen v.a. die Messungen frequenzabhéangiger Grolen wie z.B. die Kontraktionsgeschwindig-
keit in nicht-linearer Weise. Trotzdem wurde auch in dieser Studie Wert auf unbehandelte Zdllen
mit intakter Membran gelegt, um so die selbstéandige Kontraktion der Zellen beobachten zu
konnen. Zid war es, Vednderungen des Pulsverhaltens unter einer externen Last zu
untersuchen. Um diese durch die AFM-Spitze vermittelte Auflagekraft mdglichst gleichméliig
auf die Zelle zu verteilen, wurden Glaskugeln mit einem Durchmesser von ungefahr 40 um auf
die Enden der Cantilever geklebt®. Die ausgewahlten Kugeln waren somit ungefahr gleich groR
wie die untersuchten Zellen. Dadurch konnte bel grofder Kontaktflache trotzdem noch eine
ausreichend genaue Positionierung durch das optische Mikroskop durchgefiihrt werden. Ein mit
Kugeln modifizierter Cantileverchip ist in Abb. 8.3.1 abgebildet.

% In der Herzmuskelzelle wird die Kontraktion durch die Ausschiittung von Ca?*-lonen hervorgerufen. Im
Experiment mit Myofibrillen werden die chemisch oder mechanisch gehauteten Zellen durch Einstellung der Ca?*-
Konzentration in der Losung zur Kontraktion oder Entspannung angeregt.

% Das Protokoll zum Ankleben der Glaskugeln an Cantilever ist in Anhang G beschrieben.
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Abb. 8.3.1: REM-Aufnahme? eines
Chips, bei dem ale Cantilever zur
Vergrolerung der Kontektflache mit
Glaskugeln beklebt wurden. Der
Skalierungsbalken hat eine Lénge von
200 um.

Im Experiment wurden die Kugeln Uber aktiven Einzelzellen positioniert und Zeitserien der
mechanischen Pulse von jeweils 10 s aufgezeichnet. Im Verlauf einer Zeitserie wurde die
Auflagekraft stets konstant gehdten, d.h. die Messungen erfolgten unter isotonischen
Bedingungen. Zwischen den Zeitserien wurde mehrmals zwischen der mit dem jewelligen
Cantilever erreichbaren maximalen Auflagekraft bzw. der von der Zelle ertragenen Maximalkraft
und volliger Entlastung variiert. Wahrend die beiden weichsten Cantilever (Typ "C" und "D")
zu weich waren, konnten mit den harteren Cantilevern (Typ "E" und "F") genligend grol3e
Krafte auf die Zdlen ausgelibt werden, um die Pulsamplitude deutlich zu beeinflussen. Ein
Belspid solcher Zeitserien mit unterschiedlicher Last zeigt Abb. 8.3.2. Die Auflagekraft wurde
ausschliefdich zwischen den Zeitserien schrittweise reduziert. Deutlich ist bei abnehmender

5'O-U\AMUUWUUWUUUUUUUUUU\/UUUU 107.2nN Abb. 832 Zeitserien ener

zunehmend entlasteten Einzel-
4.5+ 934N zelle. Die Zelle wurde jeweils

MMM NN AN AN AN AR A 795nN 10 s mit konstanter Kraft be-

lastet, bevor die Auflagekraft

40 MLKM/UUL/UU\JL/L}L/\JU\\/UL/L 65.7nN  weiter reduziert wurde. Wah
rend die Zelle bel einer anfang-
3.57 J\JULMUU\J\\/UUU\\MU\J\\/\ 51.9nN  lichen Last von 107 nN im
Mittel eine Pulsamplitude von
3.0 MMM\JW 38.1nN lediglich 110 nm  erreicht,

B steigt die Amplitude bei na-
— 25 hezu vollsténdiger Entlastung
[} . . .

5 24.3nN bis auf 920 nm an. Deutlich
I 20 ist in enigen Zetserien de

unregelmétige Pulsperiode zu
sehen. Zeitweise ist die Zelle
1.51 Uber mehrere Sekunden me-

104nN - chanisch inaktiv.
1.0
0.54
3.6 NN
0- I 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10

Zeit [9)

" Die Aufnahme wurde freundlicherweise von Armin Kriele (LS Prof. Kotthaus) angefertigt.

79



Auflagekraft neben der zunehmenden Pulsamplitude auch eine verdnderte Pulsperiode zu
erkennen. Aufgrund der Rezeption mechanischer Reize durch Zellen, ist die Beeinflussung der
Pulsperiode durch externe Last durchaus plausibel. Es konnte jedoch keine systematische
Abhangigkeit zwischen Pulsperiode und Auflagekraft festgestellt werden: Vidfach konnte bei
zunehmender Auflagekraft elne abnehmende Pul speriode beobachtet werden, gelegentlich traten
jedoch auch Zellen mit umgekehrtem Verhaten auf.

Eine Mel¥elhe aus mehreren Be- und Entlastungszyklen an ein und der selben Zelle zeigt
Abb. 8.3.3. Jeder Datenpunkt stellt hier die durchschnittliche Pulsamplitude der isotonischen
Kontraktionen wéhrend einer Zeitserie dar. Entsprechend dem Ablauf der Mel¥ethe wurden die
Pulsamplituden mit der jeweiligen Auflagekraft in chronologischer Folge aufgetragen (Abb.
8.3.39). In diesem Beispid ist zunachst mit andauernder Messung ein deutlicher Rickgang der
Maximalamplitude, d.h. der Amplitude bei unbelasteter Zelle zu erkennen. Zu Beginn der
Messung betrug die Maximalamplitude gut 1,2 um (Zeitserie 2), in der Halfte der Mel¥eihe
noch etwa 400 nm (Zeitserie57), dies entspricht einer Abnahme auf etwa 30% der
Ausgangshohe. Da aktive Einzelzellen gewdhnlich nur schwach am Substrat adhériert waren,
erscheint als Ursache eine laterale Verschiebung der Positionen von Kugel und Zelle zueinander
asplausbel; die Zdlle konnte sich unter der Kugel herausbewegt haben. Da die Kugeln optisch
einen Grofteil der Zelle bedeckt haben, konnten kleine Anderungen der Position im optischen
Mikroskop nicht erkannt werden. Nach dem Wechsel von Cantilever "E" auf "F"' schwankte die
Amplitude bel vollig entlasteter Zelle nur noch geringfiigig um Werte von 400 nm. Durch die
Berechnung der maximalen Steigung der Hohendnderung der Pulse dH, /dt wurde ene
charakteristische Geschwindigkeit der Zellkontraktion ermittelt. So konnte neben dem Abfall der
Amplitude bel zunehmender Last stets eine deutliche Abnahme der K ontraktionsgeschwindigkeit
beobachtet werden. Der hyperbolische Zusammenhang zwischen zu hebender Last F und der
Geschwindigkeit v der Muskelkontraktion wird durch die Hill-Gleichung beschrieben [158]:

(F+a)-(v+b)=(F, +a) b= const (27)

Dabe ist F, die Maximalkraft bei isometrischer Kontraktion®®, a und b sind Konstanten und
abhangig von vidlerlei Parametern wie der Lange des entspannten Muskels, der Temperatur, der
Ca*-Konzentration, etc. Die Mefdaten der Kontraktionsgeschwindigkeit dH, /dt wurden in
Abb. 8.3.3b gegen die jeweilige Auflagekraft aufgetragen, der hyperbolische Fit entsprechend
der Hill-Gleichung ist al's durchgehende Kurve eingezeichnet.

Die Hill-Gleichung, als bekannteste Gleichung in der Biomechanik des Muskels, wurde
empirisch entwickelt und beschreibt urspriinglich die Kontraktionseigenschaften des
Skelettmuskel s in tetanischen Krdmpfen. Die Gleichung wurde inzwischen vielsaitigst erweitert,
durch das Hinzuftigen verschiedener Elemente wurde dabel versucht, sowohl den Herzmuskel
als auch andere Kontraktionssituationen zu beschreiben [132]. Da diese jedoch nicht den hier
durchgefiihrten Messungen senkrecht zur Kontraktionsrichtung entsprechen, soll der quditative
hyperbolische Fit nicht ndher diskutiert werden.

% Hierbei wird der Muskel wahrend der Spannungsentwicklung auf konstanter L 4nge gehalten.
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Abb. 8.3.3: Me¥eihe einer pulsenden Einzelzelle unter externer Last. Die gemittelten Puls-
amplituden der 10 s-Zeitserien sind zusammen mit der jeweiligen Auflagekraft chronologisch auf-
getragen (8). Nach dem Wechsel zum hérteren Cantilever (x) ist der Amplitudenverlauf der Zelle
reversibel, die Amplitude erreicht dann nach volliger Entlastung wieder ihren urspriinglichen Wert
von etwa 400 nm. Die Aufnahme der gesamten Mef¥reihe dauerte etwa eine Stunde®. Neben dar
Amplitude zeigt auch die maximale Kontraktionsgeschwindigkeit eine deutliche Abhangigkeit von
der aufliegenden Kraft (b). Ein hyperbolischer Fit an die Mefl3daten entsprechend der Hill-Gleichung
ist als durchgehende Linie eingezeichnet.

Fur das Leistungsvermogen von Herzmuskeln im Organismus stellt die Geschwindigkeit der
Muskelkontraktion einen entscheidenden Faktor dar [159]. Um die Leistung enzelner
Herzmuskelzellen abschétzen zu kdnnen, wurde das Produkt aus aufliegender Kraft und
maximaler Kontraktionsgeschwindigkeit berechnet:

P =F-dH,,/dt (28)

Ein Daensatz dazu ist in Abb. 8.3.4 dargestellt. Neben der Auflagekraft und der aus jeder
Zeitserie gemittelten Amplitude wurde die maximale Kontraktionsgeschwindigkeit sowie die
Leistung der Zdle P, chronologisch aufgetragen. Dabel wird sichtbar, dal3 Amplitude und
Geschwindigkeit quditativ denselben Verlauf aufweisen. Die aufgetragene Leistung zeigt en
auffalliges zum Kraftverlauf unsymmetrisches, aber reversibles Muster, welches mehrmals auch
bei anderen Proben beobachtet wurde. Das Leistungsmaximum wird dabel deutlich vor der
Maximalkraft erlangt und bei der schrittweisen Entlastung der Zele nicht wieder erreicht. Erst
nach einigen Minuten und einer volligen Entlastung konnte die Zelle die urspringliche
Maximalleistung wieder erbringen. In der Detektion des mechanischen Pulses bleibt der
dissipative Anteil der Kontraktionsenergie unberticksichtigt, die berechnete Leistung stellt somit
lediglich eine Abschétzung der Mindestleistung der kontrahierenden Zelle dar. Im Falle der
gemittelten Pulsperiode wurde die Lange von Pausen nicht eingerechnet®. Trotzdem ist die
Abweichung innerhalb der Zeitserien vergleichsweise hoch, da wie bereits diskutiert, Einzel-
zellen weitaus unregel maldiger pulsen als synchronisierte Zellen eines Zellrasens.

2 Dader zeitliche Abstand zwischen den Zeitserien nicht konstant war, konnte die Abszisse nicht direkt in eine
Zeitachse umskaliert werden.
% pylsabstande, die mehr als das 1,5-fache des vorangegangenen Abstands betrugen, wurden als Pausen gewertet.
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Diefur maximale Leistung optimale Kraft einer Zellelag meist im Bereich von 25-60 nN. Dies
wird gut sichtbar, wenn Leistung und Kraft wie in Abb. 8.3.5 gegeneinander aufgetragen
werden. Der Graph beschreibt dann eine Hystereseschleife, die von der Zdle wahrend eines
Zyklus aus Be- und Entlastung durchlaufen wird.
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Fir den deutlichen Leistungsverlust der Zelen nach maximaer Belastung gibt es zwel
Erklérungsansétze:

Zum einen kénnten die in der Muskelzelle pardlel gebtindelten Myofibrillen bel zu hoher
Auflagekraft der Kugel nach beiden Seiten weggedriickt werden. Dies mifde eine reduzierte
Kontraktionsgeschwindigkeit bewirken, um eine geringere Leistung im Laufe zunehmender
Entlastung erkléren zu kénnen. Da bei Messungen an intakten Zelen zweifelsohne visko-
elastische Effekte eine bedeutende Rolle spielen, konnten erzwungene Veranderungen in der
Zdlmorphologie auch Einfluf? auf die viskoelastischen Eigenschaften und damit auch auf die
gemessene Geschwindigkeit haben. Erst die vollige Entlastung der Zele ermdglicht es den
Myofibrillen, ihre urspriingliche Ausrichtung in der Zelle wieder einzunehmen. Die Ursache fir
den Leistungsverlust wéhrend des Belastungszyklus 1&ge in diesem mechanischen Erklérungs-
model| somit in den wechselnden Randbedingungen des Kraftiibertrags, also in der apparativen
Seite der Detektion.

Zum anderen konnte aber auch ein tatséchlicher Leistungsverlust vorliegen, der durch einen
Mangel an ATP (Adenosintriphosphat)® in der Muskelzelle hervorgerufen wird. Das in einer
Muskelzelle frel verfugbare ATP reicht nur fur wenige Kontraktionen aus und mufd daher
standig neu erzeugt werden [94]. Im Herzmuskel erfolgt dies vorwiegend durch die oxidative
Phosphorilierung von Fettsauren [160]. Nach maximaler Leistung kdnnte somit in der Zdlle ein
Mangd an ATP herrschen, so dal3 erst nach mehreren Minuten unter geringer Last die
Energiereserven wieder aufgefullt werden kdnnen und erneut maximale Leistung von der Zdle
erbracht werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte der geschilderte Effekt nicht mehr ndher untersucht werden.
Durch gezidlte Variationen in der Dauer der Belastungs- bzw. der Erholungsphase wahrend
eines Zyklus kénnten jedoch die beiden Hypothesen getestet werden. Wahrend das mechanische
Erkl&rungsmodell einen nicht beeinflulden Leistungsverlauf erwarten lief3e, wéare beim zweiten
Ansatz eine deutliche Abhangigkeit von der Dauer der Entlastungsphase zu erwarten.

Die in den Experimenten gemessenen Leistungen und Kréfte einzelner Zellen variierten deutlich
zwischen den Proben und erreichten bis zu 0,5 pW bzw. 300 nN. Ein direkter Vergleich mit in
der Literatur beschriebenen Werten fur Herzmuskelzellen ist aus mehreren Griinden schwierig.
Zum einen unterscheiden sich neben den verwendeten Spezies auch die ausgefihrten
Praparati onsprotokolle voneinander. So werden z.T. ganz bestimmte funktionelle Bereiche des
Herzens zur Isolierung von Muskelzellen ausgewdhlt, die Durchfihrung der Experimente
schliefdich findet unter den unterschiedlichsten physiologischen Voraussetzungen statt. Ein paar
Studien, deren Kraftmessungen allerdings stets in Kontraktionsrichtung erfolgten, seien hier
jedoch genannt: An intakten Herzmuskelzellen des Frosches wurden bis zu 250 nN [150], bel
Meerschweinchen bis zu 2,6 uN [149] gemessen. Im Fale gehauteter Zellen von Ratten lagen
die Kréfte zwischen 4 uN [150] und 12 uN [157]. Im Vergleich dazu liegen die Kr&fte von
Skelettmuskel zellen beispielsweise der Ratte mit 0,5 mN [161] deutlich hoher.

% ATP, der wesentliche Trager chemischer Energie in Zellen, besteht aus Adenin, Ribose und dre
Phosphatgruppen. Durch die Hydrolyse von ATP wird die fir zahlreiche zelluldre Reaktionen nétige Energiefrei.
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9 Aushlick

Das in dieser Arbet entwickelte Parametrische Modell schafft die Voraussetzung fir eine
deutlich verbesserte, von der Probendicke unabhangige Elastizitédtsanalyse aul¥erst weicher und
dinner Proben mittedls AFM. Das bisher in der Analyse mit dem Hertzmodell auftretende
Hérteartefakt tritt beim Parametrischen Modell nicht mehr in Erscheinung.

Zur weiteren Charakterisierung seiner Qualitéten sollte das Parametrische Modell an dternativen
Modellsystemen getestet werden. Makroskopische Modelle haben dabei den Vorteil, dal3
Experiment und V orhersage des Parametrischen Modells leichter miteinander verglichen werden
kénnen. Fir die AFM-Anwendung sollten chemisch vernetzende Polymere die Herstellung
homogener Proben ermoglichen. Die elastischen Eigenschaften konnten dann Uber die
Konzentration der Polymere eingestellt werden.

In der Zdlbiologie ermoglicht das Parametrische Moddl zahlreiche Anwendungen im
Zusammenhang zellmechanischer Fragestellungen:

Fir die Fortbewegungsmechanismen wandernder Zellen werden derzeit unterschiedliche
Erklarungsmodelle diskutiert. AFM-Messungen am Leitsaum des aktiven Lamellipodiums
geben hier Einsichten in das dynamische Verhalten des Cytoskeletts. Aufgrund der aul3erst
geringen Dicke dieser Strukturen haben bei den bisherigen Analysemethoden allerdings auch die
auftretenden Hohenfluktuationen zu artifiziellen Veranderungen im Elastizitdtsmodul gefuhrt.
Mit dem Parametrischen Modell ist es nhun mdglich, E-Modul und Hohe voneinander zu
entkoppeln und somit den Wandel elastischer Eigenschaften mit der tatséchlichen dynamischen
Veranderung des Cytoskeletts zu korrelieren.

Das Einlagern kristaliner Pléttchen aus Calciumphosphat in die neugebildete Knochenmatrix
durch Osteoblasten ist ein Prozef, der auch in vitro stattfindet. Aufgrund der Plattchengrofie
von einigen 10 Nanometern ware die Beobachtung dieses VVorgangs sicherlich ein Vorstol3 in
den Grenzbereich der ortsaufgel 6sten Elastizitdtsmessung. Die Unterscheidung dieser Pléttchen
vom Hintergrundrauschen der Messung erscheint erst mit der verbesserten Anaysemethode
erfolgversprechend.

Die bemerkenswerte Eigenschaft des Knochens, mechanische Belastungen im Organismus
durch einen adaptiven Aus- und Umbau der statischen Eigenschaften zu optimieren [1, 132],
beinhaltet viele ungekléarte Fragen. Vermutlich basiert die Fahigkeit der funktionellen Anpassung
des Knochens® unter anderem auf verschiedenen Detektionsmechanismen der mechanischen
Belastung in den knochenbildenden Osteoblasten [163]. Auf die mechanische Stimulation
reagieren die Osteoblasten enersdts intrazelluld&r durch enen gerichteten Umbau des
Cytoskel etts und anderersaits extrazel lulér durch den gezielten Aufbau von Knochenmatrix. Die
Untersuchung dieses Antwortverhaltens der Zellen stellt durch die mégliche Kombination mit
kurzlich vorgestellten Methoden mechanischer Zelbelastung® ein ideales Einsatzgebiet fir die
Elastizitdtsmessung mittels AFM dar.

Erste Vorversuche haben gezeigt, dal? eine paralele Untersuchung elektrophysiologischer und
zellmechanischer Aspekte durch die Kombination von Patch-Clamp-Technik und AFM bereits

¥ Dieses sogenannte Prinzip der funktionellen Anpassung wurde 1895 von Roux formuliert [162]. Es beschreibt
die Anpassung und Optimierung eines Organs an seine Funktion durch die Ausiibung gerade dieser Funktion.
% Durch kontrolliertes anisotropes Dehnen des el astischen Substrates wird Zug auf die Zellen ausgelibt [164].
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mit geringem apparativem Aufwand redliserbar ist. Damit ist die Detektion mechano-
elektrischer Signallbertragung zuganglich, was ein grof3es Feld neuartiger Untersuchungen
zul&dt. Hierin ware das AFM nicht nur zur Messung, sondern auch zur kontrollierten Auslibung
von Kréaften und damit zur Stimulation zellul&rer Prozesse nétig.

Ein Beispid fur mechano-eektrische Signalerzeugung ist die Umwandlung elastischer
Deformation in ein neuronales Signal durch die sogenannten Haarzellen des inneren Ohres. Die
Stereocilien der Haarzellen dienen as empfindliche Sensoren, die eine erfolgte mechanische
Stimulation detektieren und die Umwandlung in ein elektrisches Signal ermdglichen.

Des welteren reagieren auch dehnungsaktivierte lonenkandle der Zellmembran mit ener
elektrischen Antwort auf die mechanische Stimulation der Zelle. Dabel ist eine geziete
Anregung der lonenkandle durch das AFM vorstellbar. Vieversprechende Zellen waren hier
wiederum die mechano-sensitiven Osteoblasten.

Die Mdglichkeit einer elektrischen Stimulation verbunden mit der Detektion der mechanischen
Antwort der Zele fihrt direkt in die Physiologie der (Herz-) Muskelkontraktion. Durch die
gleichzeitige Messung elektrischer und mechanischer Aktivitdt wére die Untersuchung der
Kopplung beider Signalformen im Falle der Herzmuskelzellen moglich. Im Gegenzug kann
natirlich auch die Entkopplung beider Signale Uberhaupt nur mit enem kombiniertem
MeRRaufbau verfolgt werden. Die Unterdriickung der elektro-mechanischen Kopplung im
Muskel kann beispielsweise durch das Muskerdlaxans Dantrolen erfolgen [165]. In
Vorversuchen, in welchen lediglich die mechanischen Pulse detektiert wurde [vgl. 166], ist es
bereits gelungen, bel Herzmuskelzellen diese mechanische Aktivitét reversibel zu blockieren.

Im letzten Kapitel dieser Arbeit wurde das AFM nicht mehr nur as reines Mef3instrument
verwendet, sondern auch zur gezidten Beeinflussung und Manipulation des Verhaltens
einzelner Zellen genutzt. Eine konsequente Fortfuhrung dieses methodischen Ansaizes wére
beispielsweise die Frage, ob sich mit gezidter mechanischer Stimulation durch rhythmische
Belastung einzelne Herzzellen in ihrem Pulsverhalten beeinflussen lassen - mit anderen Worten:
Ist eine Herzmuskelmassage auf zellularer Ebene moglich?
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Mooney-Rivlin-Konstanten

Probendicke

in der Simulation eingesetzte, nominelle Probendicke

durch einen Fit ermittelte Probendicke (berechnete Probendicke)
Elastizitdtsmodul, Young's modulus

in der Simulation eingesetzter, nomineller E-Modul

durch einen Fit ermittelter E-Modul (berechneter E-Modul)
Auflagekraft

Auflagekraft der AFM-Spitze im Parametrischen Modell

Auflagekraft des parabolischen und des konusformigen Stempelsin der
parametrischen Erweiterung fur diinne Proben

Gletreibungskraft

Normalkraft

Auflagekraft des parabolischen bzw. konusférmigen Stempelsim
Hertzmodell

Rauhigkeit

Amplitude des Pulses einer Herzmuskel zelle

erste und zweite Invariante des Cauchy-Greenschen Deformationstensors
dritte Invariante des Deformationsgradienttensors

Kompressionsmodul, bulk modulus

Leistung einer Herzmuskelzelle bei maximaler Kontraktionsgeschwindigkeit
Kugeradius bzw. Krimmungsradius am Apex des Paraboloiden
absolute Temperatur

Dehnungs-Energie-Funktion, strain energy function

Volumen von AFM-Spitze, Konus und Kugel segment
Gewichtungsfunktionen im Parametrischen Modell

Kontaktradius

Kontaktradius des jeweiligen Stempels

Cantileveraudenkung

maximale Geschwindigkeit der Hoéhenanderung wahrend des Pulsabfalls
maximal e Geschwindigkeit der Hohenanderung wahrend des Pul sanstiegs
bzw. charakteristische Kontraktionsgeschwindigkeit

Hohe des Konus bzw. Kugel segments

Boltzmannkonstante

Federkonstante des Cantilevers

Druckdifferenz
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Radius der Basisflache des Konus

Elliptizitét der Zelle

Flachheit der Zelle

An- bzw. Abstiegszeit des Pulses einer Herzmuskelzelle
Halbwertsbreite des Pulses einer Herzmuskel zelle
Pulsperiode

Piezoweg

Konuswinkel (halber Offnungswinkel des Konus)
Eindriickung

(relative) Dehnung

dynamische Viskositét

(Langen-) Ausdehnungsverhéltnis
Gleitreibungskoeffizient

Querkontraktions- oder Poissonzahl, Poisson ratio

Spannung

B Abkurzungen

ARM
ATP
CAD
CoCr
DMEM
EGF
FBS
FCS
FEM
MEM
PS
REM
RICM
SAM
Ti

TivV
TIRFM

atomic force microscope

Adenosintriphosphat

computer-aided design

Kobaltchrom

Dulbecco's Modifiziertes Eagle Medium
epidermal growth factor

fetal bovine serum

fetal calf serum

Finite-Elemente-Methode

minimum essential medium

Polystyren

Rasterel ektronenmikroskop (scanning el ectron microscope)
reflection interference contrast microscopy
scanning acoustic microscope

Titan

Titanvanadium

total internal reflection fluorescence microscopy
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C Gewichtungsfunktionen

Bel der in Kapitel 4.2 beschriebenen Suche nach geeigneten Gewichtungsfunktionen W,
wurden verschiedene Ansdtze getestet. Ein naheliegender und einfacher Ansatz war dabel der
einer Exponentiafunktion:

R bi3
W, =b, +b,, (g) (C1)

Als charakteristische Grof3e dieses Exponentialansatzes tritt der Kugelradius R der AFM-Spitze
auf. Da durch den Kugelradius auch der Ubergang vom kugelférmigen Apex in den Konus der
AFM-Spitze festgelegt ist, sollte er auch in der Gewichtungsfunktion Einfluf3 haben. Der
durchgefihrte Fit wies nach der Optimierung der Koeffizienten eine erstaunliche Genauigkeit
auf, die maximale Abweichung auf die Kraftkurven betrug 4,4 pN.

Dies wurde mit komplizierteren Ansédtzen verglichen, die beispielsweise den hyperbolischen
Tangens beinhalteten:

W, =b, -(biz + tanh(bi - bMD (C2)

i3

Hier ergab sich eén Maximdfehler von 39,2pN, aso ene nahezu 9-ma grof3ere
Maximalabweichung als bei Ansatz (C1).

Der Maximalfehler im Falle des Fermi-Dirac-Ansatzes (23) sank bis auf 2,4 pN ab, war aso
nochmals deutlich kleiner als die 4,4 pN im Fale des Exponentialansatzes. Die Abweichungen
der Kraftkurvenfits fir diese beiden Ansdtze sind in Abb. C.1 dargestellt.

44 parametrisches Modell Abb. C.1: Die unten dargestellten
—_ mit Exponentidlansatz simulierten Kraftkurven einer AFM-
a 5 2 Spitze auf diinnen Proben () wurden
o 0- mit zwei verschiedenen Ansatzen fir
iT 2] die Gewichtungsfunktionen gefittet.
8 Die Abweichungen des optimierten
=) 4 Fits zur Kraftkurve fir den Fall
2 ] eines Exponentialansatzes (a) bzw.
b 2 eines Fermi-Dirac-Ansatzes (b) sind
2 dartiber zu sehen. Die Uberlegenheit
< des Fermi-Dirac-Ansatzes  wird
besonders fir kleine Eindriickungen
(6 < 50 nm) deutlich.
C E 159 simulierte Kraftkurven
— mit AFM-Spitze
® 104 auf diinnen Proben
g os.
5
< 0 .

0 50 100 150 200 250 300

Eindrtckung [nm]
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Einerseitsist hier deutlich zu sehen, dal3 auch die durchschnittliche Abweichung fir den Fermi-
Dirac-Ansatz merklich niedriger ausfadlt als beim Exponentidansatz (C1). Andererseits kann
man erkennen, dal3 besonders der Ubergangsbereich in der Spitzengeometrie von der Kugel
zum Konus, welcher bel einer Eindrickung von 19 nm erfolgt, problematisch ist. Beide
Ansétze zeigen in diesem Bereich systematische Abwelchungen, wobel der Fit des Fermi-Dirac-
Ansatzes auch hier deutlich besser ausféllt: Im Interval bis 50 nm Eindriickung betrégt die
Abweichung bis zu 0,86 pN, fur den Exponentialansatz hingegen 3,23 pN.

D Praparation der Gelatineproben

Gelatine (Fluka, Deisenhofen) aus Schweinehaut mit einer Gelstérke von 250 Bloom wurde in
20 ml Millipore-Wasser (Milli-Q plus 185, MilliPore, Eschborn) bei einer Temperatur von 50°C
und einer Konzentration von 5 mg/ml unter stdndigem RUhren gelést. Nach 10 Minuten
erfolgte die Zugabe von 10 Tropfen einer 2 mg/ml Coomasie-Blau-Ldsung (Sigma, Brilliant
Blue R, Deisenhofen). Nach weiteren 5 Minuten wurden mit Pasteurpipetten einzelne Tropfen
der Losung as Probe auf unbehandelte Objekttréger (Sigma, Precleaned Microscope Slides)
getropft. Die Proben wurden anschlief3end Uber Nacht getrocknet und am néchsten Tag
untersucht. Das Trocknen wie auch die Experimente erfolgten stets bei Zimmertemperatur, also
bel etwa 20°C. Im Experiment wurden die Proben zunéchst in einer Petrischale in 100% 2-
Propanol (Sigma, HPLC Quadlitét) dehydriert. Das Quellen der Probe erfolgte anschlief3end
durch die schrittweise Zugabe von Millipore-Wasser in kleinen Mengen.

Bei der Positionierung der Probe unter dem AFM ist es wichtig die Kante der Probe und damit
auch Teile des Substrats in den abzubildenden Bereich mit einzubeziehen. Zum einen bildet das
Substrat bei Hohenmessungen die Bezugshthe, zum anderen muf beim Force-Mapping die
Steigung der Kraftkurven kalibriert werden, was durch die Aufnahme von Referenzkraftkurven
auf hartem Materia erfolgt (vgl. Kapitel 2.2.5).

E Zellkultur

MTLN3-Zellen

Die Beschreibung der Zellkultur ist ausfuhrlich in [67] beschrieben. Die Zdlen wurden bei
pH 7,4 in a-MEM mit 5% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert. Die Zellen wurden
fur die Experimente in unbehandelte Petrischalen gesét und vor dem EGF-Experiment in o-
MEM, das 35% FBS und 12 mM Hepes-Puffer enthdlt, ausgehungert. EGF (epidermal growth
factor) wurde as einzelner Tropfen aus einer konzentrierten Stammlésung der Petrischale
zugegeben. Ungefahr funf Minuten spéter, setzte die chemotaktische Reaktion der Zelle ein und
das Lamellipodium begann sich mit einer Geschwindigkeit von etwa 1,7 um/min auszudehnen.
Da die Zugabe von EGF wegen des AFM-Aufbaus nicht in unmittelbarer Néhe der Zdle
erfolgen konnte, wurde die Reaktion der Zelle verzogert. Der Lockstoff mufdte erst durch
Diffuson und Konvektion durch das Zdlmedium zur Zelle gelangen, die egentliche
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Reaktionszeit der Zdle auf EGF ist daher schndler as die beobachteten funf Minuten und
betragt etwaein bisdrel Minuten [111].

Osteoblasten

Die Beschreibung der Zelkultur ist ausfuhrlich in [127] beschrieben. Die Zdlinie SaOS2
(American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) wurde in DMEM/F12 Medium
(Gibco) mit 3080 mg/l Hepes (Aldrich, Steinheim), 1200 mg/l NaHCO,, 100 ml/l FCS,
20 ml/l' Penicilin-Streptomycin, 20 ml/l MEM-Vitamine und 12 ml Amphotericin-B (adle
Gibco) kultiviert. Das Medium wurde sterilgefiltert und auf pH 7,4 eingestellt. Die Zdlen
wurden mit einer Konzentration von etwa 3-10° Zellen/ml 2-3 mm hoch in 35 mm-Petrischalen
(Nunc, Wiesbaden) auf die folgenden Substrate ausgesét: unbehandelte Petrischalen (Nunc),
unbehandelte Deckglaser (Assistent, MUnchen) bzw. metallbedampfte Deckglaser. Mit einer von
Dipl.-Phys. C. Lobbecke aufgebauten Eigenbau-Aufdampfanlage [167] wurden Titan (Ti),
Kobaltchrom (CoCr) und Titanvanadium (TiV) (ale: Goodfellow, Nauheim) thermisch bis zu
einr maximalen Schichtdicke von 50 nm auf die Deckglaser aufgedampft. Wéahrend des
Aufdampfens blieben die Deckgléser auf Zimmertemperatur. Die Untersuchung der Zellen
wurde nach zwel Tagen in vitro durchgefihrt.

Herzmuskel zellen

Das Préparationsprotokoll und die Kultivierung der Zellen ist ausfuhrlich in [118] beschrieben.
Die Herzen wurden 7 Tage adten Hihnerembryos entnommen und enzymatisch dissoziiert. Die
Z€llsuspension wurde anschlief3end fur eine Stunde in einem Gewebekulturflaschchen bel 37°C
und 5% CO, im Brutschrank aufbewahrt. In dieser Zet lagert sich ein grof3er Teil der
Bindegewebszellen an Boden an, wéahrend die Muskelzellen langer in der Zellsuspension
verbleiben. Durch diese selektive Adh&sion kann der Antell der Muskelzellen in der Suspension
auf etwa 80% erhoht werden [155].

Die Herzmuskel zellen wurden in 35 mm-Petrischalen (Nunc) mit Konzentrationen von etwa 5-
10-10* Zellen/cm? ausgesét (zur Untersuchung von einzelnen Zellen). Hohere Konzentrationen
ergaben einen zusammenhangenden Zellrasen. Nach 1-2 Tagen in vitro begann ein Groliteil der
Herzmuskel zellen zu pulsieren.

F Kraftabschatzung zur Erzeugung des FlUssigkeitsstromes

Der Abstand zwischen einer adhérierten Zelle und dem Substrat betrégt 50 nm und mehr,
lediglich an den Orten der Fokakontakte ist dieser Abstand deutlich kleiner. Werden
Kraftkurven auf einer Zelle aufgenommen, so wird die Zelle an dieser Stelle komprimiert und
gegen das Substrat bewegt. Dabe wird das im Zwischenraum eingeschlossene
Flussigkeitsvolumen teilweise verdréngt werden und seitlich abflief?en. Um die Kraft beurteilen
zu konnen, die zur Erzeugung dieses Fllssigkeitsstromes bendtigt wird, soll hier eine einfache
Abschétzung vorgenommen werden.

Zur Berechnung des von der AFM-Spitze verdrangten Fliissigkeitsvolumens, wird diese wieder
als Konus (Konuswinkel o = 38,31°) mit kugelformigem Apex (Kugelradius R = 50 nm)
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betrachtet. Das VVolumen der AFM-Spitze berechnet sich dann mit Hilfe der Einzelvolumen von
Konus und Kugel segment [168]:

h?. ¢
Ve =" (3R~ )

mit h= 19 nm, R = 50 nm

Bei einer Eindriickung 6 = 100 nm ergibt sich r = 103,2 nm;
das dabei durch die AFM-Spitze verdrangte Volumen betrégt
Vaew = 1,410% mé

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
v

Zur Abschdtzung des Flssigkeits-

stromes wird die nebenstehende Geo- y/ IZd ]
i y
7

<

metrie zweler paralleler Platten mit dem ))V
Abstand 2d betrachtet. Die zwischen |
den Platten in x-Richtung laminar '

stromende Flussigkeit bildet dabel ein parabelférmiges Geschwindigkeitsprofil aus. Mit der
zwischen den Plattenenden vorliegenden Druckdifferenz Ap und der dynamischen Viskositét n
der Flussigkeit resultiert fir die Geschwindigkeit der Fllssigkeit v der folgende Zusammenhang
[92, 169]:

Ap

(2% - d?) (F1)
AlsVolumen V, welchesin der Zeit t zwischen den Platten durchstrémt, ergibt sich
2db
X:Hv dy - dz——p-b-d3 (F2)
t 3l
00

Als Druckdifferenz dient nun die durch die AFM-Spitze aufgewendete Kraft F, die sich auf der
projizierten Kontaktflache verteilt: Ap = F/r’r. Als charakteristische Breite der Platten b wird
der Umfang der AFM-Spitze am Ort desRadiusr gewdhit: b=2-r-&.

Fur die Erzeugung des FlUssigkeitsstromes wird somit die folgende Kraft benétigt:
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3Vrn-l
P F3)

Der dominierende Parameter ist hierbel der Plattenabstand: d geht in der dritten Potenz in die
Auflagekraft ein. Die anderen Parameter leisten lediglich lineare Beitrdge. Werden die
folgenden, fur das AFM-Experiment charakteristischen Werte elngesetzt,

V,ew = 11,4107 m? r= 103 nm
n = 1mPas | = 10 um
t= 0,05s d= 25nm

so ergibt sich eineKraft von F = 2,8 pN.

Im Gegensatz zur durchgefihrten Abschétzung erfolgt im Experiment das Abstrémen der
FlUssigkeit radia vom Ort der Kraftkurve nach auf3en. Der Druck wird somit nicht mehr linear,
sondern stérker abfallen. Aufgrund der Volumenerhatung der abstromenden Flussigkeit wird
die Geschwindigkeit nach auf?en hin abnehmen. Bel gleichbleibender Plattenlange | (as
GrofRenordnung des halben Lamellipodiumdurchmessers) wird daher ein radiad abstromendes
Flissigkeitsvolumen weniger Widerstand erfahren, alsin der Abschétzung. Die bendtigte Kraft
wurde daher unter den berechneten 2,8 pN liegen, die somit eine Obergrenze darstellen sollten.
Wie bereits diskutiert betragt jedoch der Zell-Substrat-Abstand an den Fokalkontakten der Zelle,
die eine bedeutende Flache der Zdlunterseite ausmachen konnen, deutlich weniger as 50 nm.
Hier wirde folglich das Abflief3en des M ediums erschwert. Desweiteren wurde beobachtet, dal3
Fokalkontakte nahezu ringférmig am Rand der Zelle angeordnet sein kénnen [122]. Dies hétte
einen weiteren Anstieg der zur Verdrangung erforderlichen Kraft zur Folge, die somit Uber der
Kraft einer idealiserten Abschétzung liegen wirde. Der berechnete Wert von 2,8 pN  kann
somit nur einen groben Hinweis auf die Grél3enordnung der Kraft geben.

Im Fale eines Elastizitéésmodul von 5 kPa, wie e in den diskutierten Experimenten an
lebenden Zelen oftmals gemessen wurde, und einer Probendicke von 250 nm, wird eine
Eindrickung von 100 nm bereits mit einer Auflagekraft von 65 pN erreicht. Nach der erfolgten
Abschédtzung ist moglicherweise die dabel zusétzlich aufzuwendende Kraft ein durchaus
bedeutender Beitrag und sollte daher in die Diskussion einbezogen werden.

G Ankleben von Glaskugeln auf Cantilever

Die in Kapitel 8.3 verwendeten modifizierten Cantilever wurden nach folgendem Protokoll
hergestellt: Zum Ankleben von Glaskugeln mit einem Durchmesser von etwa 40 um (Sigma)
wird langsam aushéartender Zweikomponentenkleber (Bindulin, Firth) verwendet. Zundchst
wird ein Tropfen der in Alkohol emulgierten Kugeln auf einem Glasobjekitréger verteilt und
eingetrocknet. Dann wird eine moglichst fein ausgezogene Glaspipette leicht Gber den frisch
vermischten Kleber gezogen und vorsichtig am Objekttrager abgestreift (Achtung: Pipette bricht
leicht ab!), bis sich nur noch winzige lediglich unter dem Mikroskop erkennbare
Klebstofftropfen (sollten deutlich kleiner as die Glaskugeln sein!) an der Pipette befinden.
Jawelils ein Klebstofftropfen wird auf das vordere Ende der Cantilever Ubertragen. Mit einer
maoglichst diinnen Kantle wird nun versucht mittels Adhasion einzelne Glaskugeln aufzugreifen
und auf dem Klebstofftropfen auf dem Cantilever zu plazieren. Die Oberflachenspannung des
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Tropfens zieht die Kugel dabe in seine Mitte. Die gesamte Arbeit erfolgt unter einem
Stereoskop, die Kugeln sind am besten auf schwarzem Untergrund zu sehen. Durch
entsprechendes Stapeln der Objekttrager as Arbeitsfléche sollten Glaskugeln und Cantilever in
der selben Fokusebene liegen. Diese von M. Benoit perfektionierte Methode des Kugelklebens
ist ausfuhrlich in [170] beschrieben.

H SOLVIA Pre- und Post-Files

Im folgenden werden die Files der in dieser Arbeit verwendeten Simulationen aufgeftihrt. Diese
wurden moglichst kurz gehalten, indem Uberschneidungen mit den vorangestellten Basisfiles
herausgekiirzt wurden. Diesist jewellsdurch "..." gekennzeichnet.

Variierte Probendicke bei konusférmigem Stempel

PRE-files:

* PRE-file von HALBRAUM GEGEN 38.31grad KONUS

*

SET MODE=BATCH
*

DISKFILE SOLVIA10.DAT ‘/ptmp/uh3i103/SOLVIA10.DAT
DISKFILE SOLVIAB0.DAT ‘/ptmp/uh3i103/SOLVIAG0.DAT
LIST DISKFILENAMES

*

HEADING 'HALBRAUM GEGEN 38.31grad KONUS; E=20kPa C2=10Pa
*

DATABASE CREATE

*

MASTER IDOF =100111 NSTEP=200 DT=1

KINEMATICS DISPLACEMENTS-LARGE STRAINS=LARGE
ITERATION METHOD=FULL-NEWTON LINE-SEARCH=YES
TOLERANCES ETOL=0.0001

*

TIMEFUNCTION 1/ 0. 0./ 4000 1000
*

*

* Knotenkoor dinaten:

*

SYSTEM 1

COORDINATES SYSTEM=1
ENTRIES NODE Y Z

*

* Stempel koor dinaten:
*

10 0
2 237.03 300

*

*

*Koordinaten vom Probennetzwerk:

*

5 0 0

6 O -126
7 204 -126
8§ 204 O

9 0 -135
10 204 -135

1 O -198
12 204 -198
13 238 -198
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14 238 -135

15 238 -126
16 238 O
19 255 -198
20 255 -126
21 255 0
2 0 -288
23 255 -288
24 340 -288
25 340 -198
26 340 O
271 0 -324
28 357 -324
29 357 -288
30 37 O
31 459 -324
32 459 0
33 0 -540
34 612 -540
35 612 -324
36 612 0

37 O -1620

47 10200 -1728

50 13056 -30000
51 13056  -10000
52 13056  -1728

-50000 to

62 13056 -50000
63 24480  -50000
64 24480  -30000
65 24480  -10000
66 24480 -1728
67 24480 O

*

*

*Vernetzungsvor schriften:
*

EGROUP 1 PLANEAXISYMMETRIC M=1

LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT

8 5 RATIO=0.00011 EL=96

5 6 RATIO=3

6 7 EL=96

7 8 EL=14

7 10 EL=2

6 9 EL=2

9 10 EL=24
9 11 EL=7

11 12 EL=12
12 13 EL=2
10 14 EL=4
7 15 EL=4

13 14 EL=7
10 12 EL=7
14 15 EL=1

15 16 EL=14
8 16 EL=4

1319 EL=1

1920 EL=4

2021  EL=7
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LINE STRAIGHT 1315 EL=8

LINE STRAIGHT 16 21 EL=1

LINE STRAIGHT 11 22  EL=5

LINE STRAIGHT 22 23 EL=15

LINE STRAIGHT 2324  EL=5

LINE STRAIGHT 24 25  EL=5

LINE STRAIGHT 25 26 EL=11

LINE STRAIGHT 21 26  EL=5

LINE STRAIGHT 22 27 EL=1

LINE STRAIGHT 22 29 EL=21

LINE STRAIGHT 27 28  EL=7

LINE STRAIGHT 24 26 EL=16

LINE STRAIGHT 29 30 EL=8

LINE STRAIGHT 28 30 EL=9

LINE STRAIGHT 28 31  EL=2

LINE STRAIGHT 31 32 EL=3

LINE STRAIGHT 32 36  EL=3

LINE STRAIGHT 27 33  EL=2

LINE STRAIGHT 3334 EL=6

LINE STRAIGHT 34 35  EL=2

LINE STRAIGHT 27 35 EL=12

LINE STRAIGHT 3135 EL=3

LINE STRAIGHT 33 37 EL=10

LINE STRAIGHT 36 38 EL=15

LINE STRAIGHT 37 38 EL=6

LINE STRAIGHT 38 39 EL=10

LINE STRAIGHT 37 41 EL=1

LINE STRAIGHT 37 39 EL=16

LINE STRAIGHT 41 42  EL=8

LINE STRAIGHT 42 43 EL=1

LINE STRAIGHT 40 42 EL=16

LINE STRAIGHT 43 44  EL=8

LINE STRAIGHT 41 45  ratio=2 EL=13
LINE STRAIGHT 43 44  EL=8

LINE STRAIGHT 44 48 EL=41

LINE STRAIGHT 41 47 EL=50

LINE STRAIGHT 45 46 EL=25

LINE STRAIGHT 45 51 EL=32

LINE STRAIGHT 45 49  ratio=3 EL=10
LINE STRAIGHT 49 50 EL=16

LINE STRAIGHT 46 51  EL=7

LINE STRAIGHT 51 52 ratio=0.5 EL=13
LINE STRAIGHT 52 53 EL=8

LINE STRAIGHT 48 53  EL=7

LINE STRAIGHT 49 54  ratio=2 EL=5
LINE STRAIGHT 54 62  EL=8

LINE STRAIGHT 52 66 ratio=2 EL=10
LINE STRAIGHT 50 64 ratio=2 EL=10
LINE STRAIGHT 62 63 ratio=2 EL=5
*

GSURFACE 5 6 7 8 NODES=4 ADDZONE=C-REGION
GSURFACE 6 9 10 7 NODES=4
GSURFACE 9 11 12 10 NODES=4
GSURFACE 14 10 12 13 NODES=4
GSURFACE 7 10 14 15 NODES-4
GSURFACE 16 8 7 15 NODES=4
GSURFACE 20 15 13 19 NODES=4
GSURFACE 20 21 16 15 NODES-4
GSURFACE 22 23 19 11 NODES=4
GSURFACE 26 21 19 25 NODES=4
GSURFACE 19 23 24 25 NODES=4
GSURFACE 27 28 29 22 NODES=4
GSURFACE 24 29 30 26 NODES=4
GSURFACE 28 31 32 30 NODES-4
GSURFACE 27 33 34 35 NODES=4
GSURFACE 31 35 36 32 NODES=4
GSURFACE 33 37 38 34 NODES-4
GSURFACE 38 39 40 36 NODES=4
GSURFACE 37 41 42 39 NODES=4
GSURFACE 42 43 44 40 NODES-4
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GSURFACE 41 45 46 47 NODES-4
GSURFACE 43 47 48 44 NODES=4
GSURFACE 51 45 49 50 NODES=4
GSURFACE 46 51 52 47 NODES=4
GSURFACE 47 52 53 48 NODES=4
GSURFACE 49 54 62 50 NODES=4
GSURFACE 62 63 64 50 NODES-4
GSURFACE 51 50 64 65 NODES=4
GSURFACE 51 65 66 52 NODES=4
GSURFACE 52 66 67 53 NODES-4
*

LINE STRAIGHT N1=1 N2=2 EL=300 RATIO=3
*

*

*Material eigenschaften:
*

MATERIAL 1 RUBBER C1=3323.33 C2=10 KAPPA=200000000
*

*

* Randbedingungen,(teils)fixierte Knoten:

*

FIXBOUNDARIES 2 INPUT=LINES/5 6/ 6 9/911/1122 / 22 27 /| 27 33/ 33 37/ 37 41 /41 45/ 45 49 [/ 49
54

FIXBOUNDARIES INPUT=LINES /1 2

*

*

*Definition der beiden Kontaktflachen:

*

CGROUP 1 CONTACT2

CONTACTSURFACE 1 INPUT=LINE / 8 5

CONTACTSURFACE 2 INPUT=LINE ADDZONE=C-REGION / 1 2
CONTACTPAIR 1 TARGET=2 CONTACTOR=1

*

*

*Vorgabe der Eindriickung:sschritte:
*

LOADSDISPLACEMENT / 5431 TO 62 31/6331/73931T0O 74231
*

*

*Definition einiger Beispielzonen (zur graphischen Ausgabe):
*

ZoneA GL ymin=0 ymax=400 zmin=-200 zmax=1
ZoneB GL ymin=0 ymax=100 zmin=-50 zmax=1
ZoneC GL ymin=0 ymax=1500 zmin=-850 zmax=1
ZoneD GL ymin=0 ymax=4000 zmin=-2500 zmax=1
ZoneE GL ymin=0 ymax=8000 zmin=-5000 zmax=1

*

*

*graphischen Ausgabe:
*

SET PLOTORIENTATION=PORTRAIT

MESH

PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

MESH NSYMBOL=MYNODES NNUMBERS=MYNODES
PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

SET PLOTORIENTATION=LANDSCAPE

MESH ZONENAME=A

PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

MESH ZONENAME=B

PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

MESH ZONENAME=C

PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

MESH ZONENAME=D

PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

MESH ZONENAME=E

PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

SET PLOTORIENTATION=PORTRAIT

MESH ZONENAME=C-REGION

PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

MESH ZONENAME=CONTACTS NNUMBERS=NO NSYMBOLS=YES
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PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT
*

*

SOLVIA
END

*

PRE-file fur weitere Eindrickung:

*

SET MODE=BATCH
*

*2nd run
*

DISKFILE SOLVIA10.DAT '/ptmp/uh3il03/SOLVIA10.DAT'
DISKFILE SOLVIAB0.DAT '/ptmp/uh3i103/SOLVIAG0.DAT
*

HEADING 'HALBRAUM GEGEN 38.31grad KONUS; E=20kPa C2=10Pa
*

DATABASE OPEN

*

MASTER MODEX=RESTART NSTEP=200 TSTART=200 DT=1

*

SOLVIA
END

*

*

HEADING '1000er FILM GEGEN 38.31grad KONUS ; E=20kPa  C2=10Pa

36 612 O

37 0 -864
38 612 -864
39 1632 -864

40 1632 0

41 1836 -864
42 1836 0

43 0 -1000

44 1632 -1000
45 1836 -1000
46 6000 -1000
47 6000 -864
48 6000 0

49 24480 -1000
50 24480 -864
51 24480 0

LINE STRAIGHT 33 37 EL=3
LINE STRAIGHT 36 38  EL=8
LINE STRAIGHT 37 38 EL=6
LINE STRAIGHT 38 39 EL=10
LINE STRAIGHT 37 43 EL=1
LINE STRAIGHT 37 39 EL=16
LINE STRAIGHT 39 41 EL=1
LINE STRAIGHT 41 45 EL=1
LINE STRAIGHT 39 40 EL=8
LINE STRAIGHT 41 42 EL=4
LINE STRAIGHT 43 44  EL=8
LINE STRAIGHT 41 47 EL=20
LINE STRAIGHT 45 46 EL=20
LINE STRAIGHT 47 48 EL=4
LINE STRAIGHT 46 47 EL=1
LINE STRAIGHT 46 49 ratio=3 EL=20
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LINE STRAIGHT 47 50 ratio=3 EL=20

GSURFACE 37 43 44 39 NODES=4

GSURFACE 44 45 41 39 NODES-4

GSURFACE 39 41 42 40 NODES=4
GSURFACE 41 45 46 47 NODES=4
GSURFACE 42 41 47 48 NODES=4
GSURFACE 47 46 49 50 NODES=4
GSURFACE 48 47 50 51 NODES=4

i:.I.XBOUNDARIESZINPUT:LINES/S 6/69/911/1122 / 22 27 /27 33 /33 37/3743

i.bADSDISPLACEMENTMSS1/4431/4531/4631/4931/51431T052031/54031TO 558 31/562 31
TO580 31

*

*

HEADING '648er FILM GEGEN 38.31grad KONUS:;  C2=10 E=20kPa

37 0 -648
38 612 -648
39 1632 -648

40 1632 0

41 1836 -648
42 1836 0

43 6000 -648
4 6000 O

45 24480 -648
46 24480 0

LINE STRAIGHT 3337 EL=1
LINE STRAIGHT 36 38  EL=6
LINE STRAIGHT 37 38 EL=6
LINE STRAIGHT 38 39 EL=10
LINE STRAIGHT 37 39 EL=16
LINE STRAIGHT 39 41  EL=2
LINE STRAIGHT 39 40 EL=6
LINE STRAIGHT 41 42  EL=3
LINE STRAIGHT 41 43 EL=20
LINE STRAIGHT 43 45 ratio=3  EL=20
LINE STRAIGHT 43 44  EL=3

ééURFACE 40 39 41 42 NODES=4
GSURFACE 41 43 44 42 NODES=4
GSURFACE 44 43 45 46 NODES=4

i:.I.XBOUNDARIESZINPUT:LINES/5 6/69/911/1122 / 22 27 /27 33 /33 37

i_”OADSDISPLACEMENT/373lTO3931/4131/4331/4531/48631T050031/50831TO 54531

*

*

i—I|I.EADING '540er FILM GEGEN 38.31grad KONUS; C2=10 E=20kPa

37 3600 -540
38 3600 0

39 24480 -540
40 24480 O

LINE STRAIGHT 27 33  EL=2
LINE STRAIGHT 34 35 EL=2
LINE STRAIGHT 27 35 EL=12
LINE STRAIGHT 3135 EL=3
LINE STRAIGHT 3334 EL=6
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LINE STRAIGHT 34 37 ratio=3 EL=12
LINE STRAIGHT 37 39 ratio=4 EL=25
LINE STRAIGHT 34 36 EL=5
LINE STRAIGHT 39 40 EL=5

GSURFACE 31 35 36 32 NODES=4
GSURFACE 34 37 338 36 NODES=4
GSURFACE 37 39 40 338 NODES=4

EI.XBOUNDARIESZINPUT=LINES/5 6/69/911/1122 / 22 27 /27 33

LOADS DISPLACEMENT /47931 TO51831/3331/3431/3731/3931

*

*

HEADING '432r FILM GEGEN 38.31grad KONUS:;  C2=10 E=20kPd

33 0 -432

34 612 -432

35 612 -324

36 612 O

37 1836 -432
38 183% O

39 6000 @ -432
40 6000 O

41 24480 -432
42 24480 O

LINE STRAIGHT

LINE STRAIGHT
LINE STRAIGHT

EL=2
EL=2

3236  EL=3
LINE STRAIGHT 27 33 EL=1
LINE STRAIGHT 34 35 EL=1
LINE STRAIGHT 27 35 EL=12
LINE STRAIGHT 3135 EL=3
LINE STRAIGHT 34 36 EL=4
LINE STRAIGHT 33 34 EL=12
LINE STRAIGHT 34 37 ratio=2  EL=10
LINE STRAIGHT 37 39 ratio=2  EL=16
LINE STRAIGHT 39 41 ratio=3  EL=20
37 38
41 42

GSURFACE 31 35 36 32 NODES=4
GSURFACE 34 37 38 36 NODES=4
GSURFACE 37 39 40 338 NODES=4
GSURFACE 39 41 42 40 NODES=4
FIXBOUNDARIES 2 INPUT=LINES/5 6/ 6 9/911/1122 / 22 27 /27 33

i_”OADSDISPLACEMENT/3331 /3431/3731/3931/4131/47931TO 53231

*

*

i—I|I.EADING '324er FILM GEGEN 38.31grad KONUS; C2=10 E=20kPa

30 357 O

31 500 -324

32 500 O

33 1836 -324
34 183 O

35 6000 -324
36 6000 O

37 24480 -324
38 24480 O
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LINE STRAIGHT 22 27 EL=1

LINE STRAIGHT 22 29 EL=21

LINE STRAIGHT 24 26 EL=16

LINE STRAIGHT 29 30 EL=8

LINE STRAIGHT 28 30 EL=9

LINE STRAIGHT 27 28  EL=7

LINE STRAIGHT 28 31 ratio=2  EL=2
LINE STRAIGHT 31 33 ratio=2 EL=8
LINE STRAIGHT 33 35 ratio=2  EL=12
LINE STRAIGHT 35 37 ratio=3 EL=18
LINE STRAIGHT 31 32 EL=3

LINE STRAIGHT 3536  EL=3

GSURFACE 28 31 32 30 NODES=4
GSURFACE 31 33 34 32 NODES=4
GSURFACE 33 35 36 34 NODES=4
GSURFACE 35 37 38 36 NODES=4
FIXBOUNDARIES 2 INPUT=LINES/5 6/ 6 9/911/1122 / 22 27

.L.(.)ADSDISPLACEMENT/2731 /2831/3131/3331/3531/3731/46431TO 50531

*

*

i-.II.EADING '216er FILM GEGEN 38.31grad KONUS;  C2=10 E=20kPa

TIMEFUNCTION 1/ 0. 0./ 5000 1000

2 0 -216
23 255 -216
24 340 -216
25 340 -198
26 340 O

27 370 -216
28 370 O

29 500 -216
30 500 O

31 1836 -216
32 1836 0

33 6000 -216
34 6000 O

35 24480 -216
36 24480 O

LINE STRAIGHT 16 21  EL=1

LINE STRAIGHT 11 22 EL=1

LINE STRAIGHT 24 25 EL=1

LINE STRAIGHT 25 26 EL=11

LINE STRAIGHT 21 26  EL=5

LINE STRAIGHT 24 26 EL=12

LINE STRAIGHT 22 23 EL=15

LINE STRAIGHT 2324 EL=5

LINE STRAIGHT 24 27 EL=1

LINE STRAIGHT 27 29 ratio=2  EL=2
LINE STRAIGHT 29 31 ratio=2  EL=8
LINE STRAIGHT 31 33 ratio=2  EL=12
LINE STRAIGHT 33 35 ratio=3  EL=18
LINE STRAIGHT 27 28  EL=6

LINE STRAIGHT 29 30 EL=2

LINE STRAIGHT 3536  EL=2

GSURFACE 19 23 24 25 NODES=4
GSURFACE 27 28 26 24 NODES=4
GSURFACE 27 29 30 28 NODES=4
GSURFACE 29 31 32 30 NODES=4
GSURFACE 31 33 34 32 NODES=4
GSURFACE 33 35 36 34 NODES-4
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i:.I.XBOUNDARIESZ INPUT=LINES/5 6/ 6 9/911/1122

LbADSDISPLACEMENT/2231TO 2431 /2731/2931/3131/3331/3531/43131TO 48431

*

POST -files:

*POST-file von HALBRAUM GEGEN 38.31grad KONUS

*

SET MODE=BATCH
*

DISKFILE POST01.DBS '/ptmp/uh3i103/POST01.DBS
DISKFILE SOLVIA10.DAT ‘/ptmp/uh3il03/SOLVIA10.DAT'
DISKFILE SOLVIAG0.DAT '/ptmp/uh3il03/SOLVIAG0.DAT
*

DATABASE CREATE
*

*

*Datei zur Datenausgabe der Krafte und Verschiebungen der nachfolgenden Knoten:

*

WRITE FILENAME="kon50k.lis
*

ZONE DATENPUNKTE I=N
12 5 45 49 54 63 67 48 40
*
*Definition von Zonen zur graphischen Ausgabe,
die nicht aus PRE-file tibernommen werden:
*
ZONEC GL ymin=0 ymax=100 zmin=-100 zmax=0
ZONEB GL ymin=0 ymax=400 zmin=-500 zmax=0
*

SET PLOTORIENTATION=portrait

MESH

PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

MESH OUTLINE=YES CONTOUR=MISES VECTOR=REACTION
PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

MESH OUTLINE=YES CONTOUR=MISES VECTOR=DISPLACEMENT
PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

MESH OUTLINE=YESCONTOUR=SYZ

PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

MESH OUTLINE=YES CONTOUR=SPMIN

PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

SET PLOTORIENTATION=PORTRAIT

MESH ZONENAME=C-REGION OUTLINE=YESCONTOUR=MISES
PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

MESH ZONENAME=CONTACTS OUTLINE=YESCONTOUR=SYZ
PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

MESH ZONENAME=B TIME=50

PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

MESH ZONENAME=B TIME=100

PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

MESH ZONENAME=B

PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

SET PLOTORIENTATION=landscape

MESH ZONENAME=C TIME=50

PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

MESH ZONENAME=C TIME=100

PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

MESH ZONENAME=C

PLOT GRAPHICS=POSTSCRIPT

*

NLIST ZONENAME=DATENPUNKTE R=T TST=0 TE=2000
SUMMATION ZONENAME=C1 KIND=CONTACTS TST=0 TE=2000
*

END
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*

*1000er FILM GEGEN 38.31grad KONUS

ZONE DATENPUNKTE =N
12 5 45 49 52 54 48 40 630 680

*

*648er FILM GEGEN 38.31grad KONUS

ZONE DATENPUNKTE I=N
12 5 22 37 45 46 40 490 520

*

*540er FILM GEGEN 38.31grad KONUS

ZONE DATENPUNKTE I=N
12 5 22 33 37 39 40 36 8 500

*

*432er FILM GEGEN 38.31grad KONUS

ZONE DATENPUNKTE =N
12 5 22 33 37 41 42 38 510

*

*324er FILM GEGEN 38.31grad KONUS

ZONE DATENPUNKTE =N
12 5 11 27 37 38 30 470 500

*

*216er FILM GEGEN 38.31grad KONUS

ZONE DATENPUNKTE I=N
12 5 6 22 31 35 36 30 440 480

Variierte Probendicke mit AFM-Spitze als Stempel

*

i-.|I.EADING 'HALBRAUM GEGEN AFM-SPITZE E=20kPa C2=10

TIMEFUNCTION 1/ 0. 0./ 4000 2000
*

*

*Knotenkoordinaten kugelformiger Apex des Stempels:
*
SYSTEM 1 CYLINDRIC Z=50
COORDINATES SYSTEM=1
ENTRIES NODE R THETA
1 50 -90
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*

2

50 -38.31
LINE INTERPOLATED N1=1 N2=2 EL=400 SYSTEM=1
*

*Koordinaten des konusformigen Stempelteils:

*

SYSTEM 2

COORDINATES SYSTEM=2

ENTRIES NODE Y Z

* 60
61

*
*

39.232

355.3

419

*Koordinaten vom Probennetzwerk:

*

5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

*

510
510

510

714
714
714
918
918
0
1224
1224
1224
0
1224
3264
3264
0
3264
3672
3672
0
24480
24480
24480
0
24480

0
-252
-252
0
-270
-270
-396
-396
-396
-270
-252
0
-396
-252
0
-576
-576
-576
-396

-3456
-3456
-3456

0

-15000
-15000
-3456

0

-100000
-100000

19.003 dasist auch punkt 2

EGROUP 1 PLANEAXISYMMETRIC M=1
LINE STRAIGHT 5 6 RATIO=3

LINE STRAIGHT 8 5 RATIO=0.0015

LINE STRAIGHT 6 7
LINE STRAIGHT 7 8
LINE STRAIGHT 6 9
LINESTRAIGHT 9 10
LINESTRAIGHT 9 11
LINESTRAIGHT 11 12
LINESTRAIGHT 12 13

EL=48
EL=14
EL=1

EL=24

EL=7
EL=12
EL=2

EL=28
EL=48
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LINESTRAIGHT 10 14 EL=4
LINESTRAIGHT 7 15 EL=4
LINESTRAIGHT 13 14 EL=7
LINESTRAIGHT 10 12 EL=7
LINESTRAIGHT 14 15 EL=1
LINE STRAIGHT 15 16 EL=14
LINESTRAIGHT 8 16 EL=4
LINE STRAIGHT 1319 EL=1
LINE STRAIGHT 19 20 EL=4
LINE STRAIGHT 20 21  EL=7
LINE STRAIGHT 1315 EL=8
LINE STRAIGHT 16 21  EL=1
LINE STRAIGHT 11 22  EL=5
LINE STRAIGHT 22 23 EL=15
LINE STRAIGHT 2324 EL=5
LINE STRAIGHT 24 25  EL=5
LINE STRAIGHT 25 26 EL=11
LINE STRAIGHT 21 26  EL=5
LINE STRAIGHT 22 27 EL=1
LINE STRAIGHT 22 29 EL=21
LINE STRAIGHT 27 28  EL=7
LINE STRAIGHT 24 26 EL=16
LINE STRAIGHT 20 30 EL=8
LINE STRAIGHT 28 30  EL=9
LINE STRAIGHT 28 31  EL=2
LINE STRAIGHT 31 32 EL=3
LINE STRAIGHT 32 36  EL=3
LINE STRAIGHT 27 33  EL=2
LINE STRAIGHT 3334  EL=6
LINE STRAIGHT 34 35  EL=2
LINE STRAIGHT 27 35 EL=12
LINE STRAIGHT 3135  EL=3
LINE STRAIGHT 33 37 EL=10
LINE STRAIGHT 36 38 EL=15
LINE STRAIGHT 37 38  EL=6
LINE STRAIGHT 38 39 EL=10
LINE STRAIGHT 37 41 EL=1
LINE STRAIGHT 37 39 EL=16
LINE STRAIGHT 41 42  EL=8
LINE STRAIGHT 42 43 EL=1
LINE STRAIGHT 40 42 EL=16
LINE STRAIGHT 43 44  EL=8
LINE STRAIGHT 41 45 raio=3 EL=10
LINE STRAIGHT 43 44  EL=8
LINE STRAIGHT 44 48 EL=51
LINE STRAIGHT 41 47 EL=60
LINE STRAIGHT 45 46 EL=30
LINE STRAIGHT 45 49 ratio=3 EL=20
LINE STRAIGHT 49 50 EL=15
*

GSURFACE 5 6 7 8 NODES=4 ADDZONE=C-REGION
GSURFACE 6 9 10 7 NODES=4
GSURFACE 9 11 12 10 NODES=4
GSURFACE 14 10 12 13 NODES=4
GSURFACE 7 10 14 15 NODES-4
GSURFACE 16 8 7 15 NODES=4
GSURFACE 20 15 13 19 NODES=4
GSURFACE 20 21 16 15 NODES-4
GSURFACE 22 23 19 11 NODES=4
GSURFACE 26 21 19 25 NODES=4
GSURFACE 19 23 24 25 NODES=4
GSURFACE 27 28 29 22 NODES=4
GSURFACE 24 29 30 26 NODES=4
GSURFACE 28 31 32 30 NODES-4
GSURFACE 27 33 34 35 NODES=4
GSURFACE 31 35 36 32 NODES=4
GSURFACE 33 37 38 34 NODES-4
GSURFACE 38 39 40 36 NODES=4
GSURFACE 37 41 42 39 NODES=4
GSURFACE 42 43 44 40 NODES-4
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GSURFACE 41 45 46 47 NODES-4
GSURFACE 43 47 48 44 NODES=4
GSURFACE 45 49 50 46 NODES=4
*

LINE STRAIGHT N1=2 N2=61 EL=200
LINE COMBINED N1=1 N2=61 11=2
*

-
FIXBOUNDARIES 2 INPUT=LINES /5 6/ 6 9/9 11/11 22/22 27 /27 33 /33 37/3741/

41 45/ 45 49
FIXBOUNDARIES INPUT=LINES /1 61
*

CGROUP 1 CONTACT2

CONTACTSURFACE 1 INPUT=LINE / 8 5

CONTACTSURFACE 2 INPUT=LINE ADDZONE=C-REGION / 1 61
CONTACTPAIR 1 TARGET=2 CONTACTOR=1

*

LOADSDISPLACEMENT / 4931/50 31 /1004 31to 1017 31
*

*

i-.".EADING '1000er FILM GEGEN AFM-SPITZE E=20kPa C2=10

32 918 O

33 1224 -648

A4 1224 0

35 0 -1000 to
41 1224 -1000

42 24480 -1000
43 24480 -648

44 24480 O

LINE STRAIGHT 31 32 EL=3

LINE STRAIGHT 32 34  EL=3

LINE STRAIGHT 27 35  EL=2

LINE STRAIGHT 3541  EL=6

LINE STRAIGHT 27 33 EL=12

LINE STRAIGHT 31 33 EL=3

LINE STRAIGHT 3334  EL=3

LINE STRAIGHT 33 41  EL=2

LINE STRAIGHT 41 42  ratio=4 EL=50

GSURFACE 28 31 32 30 NODES=4
GSURFACE 27 35 41 33 NODES=4
GSURFACE 31 33 34 32 NODES-4
GSURFACE 33 41 42 43 NODES=4
GSURFACE 33 43 44 34 NODES=4
FIXBOUNDARIES 2 INPUT=LINES /56/ 6 9/ 9 11/ 11 22/ 22 27/ 27 35

LOADSDISPLACEMENT / 3531 TO 41 31/ 4231/ 782 31083031

*

*

i-.".EADING '648er FILM GEGEN AFM-SPITZE ~ E=20kPa  C2=10

26 680 O

27 0 -648 to
34 714 -648

35 714 -576

36 714 O

37 1000 -648
38 1000 O
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39 24480 -648
40 24480 O

LINE STRAIGHT 22 27 EL=1

LINE STRAIGHT 22 35 EL=21

LINE STRAIGHT 27 34  EL=7

LINE STRAIGHT 24 26 EL=16

LINE STRAIGHT 3536  EL=8

LINE STRAIGHT 34 36 EL=9

LINE STRAIGHT 34 37 ratio=2 EL=2
LINE STRAIGHT 37 38  EL=3

LINE STRAIGHT 37 39  ratio=4 EL=50

GSURFACE 19 23 24 25 NODES=4
GSURFACE 27 34 35 22 NODES=4
GSURFACE 24 35 36 26 NODES=4
GSURFACE 34 37 38 36 NODES=4
GSURFACE 37 39 40 38 NODES=4
FIXBOUNDARIES 2 INPUT=LINES /56/ 6 9/ 9 11/ 11 22/ 22 27

LOADS DISPLACEMENT
2731 TO 34 31/ 76531/ 37 31 / 768 31t0 816 31 / 39 31

*

*

HEADING '540er FILM GEGEN AFM-SPITZE ~ E=20kPa  C2=10

2 0 -540
23 680 -540
24 680 -396
25 680 O

26 770 -540
2r 770 O

28 24480 -540
29 24480 O

LINE STRAIGHT 16 21 EL=1

LINE STRAIGHT 11 22 EL=4

LINE STRAIGHT 22 23 EL=20

LINE STRAIGHT 19 21 EL=11

LINE STRAIGHT 23 25 EL=15

LINE STRAIGHT 21 25 EL=5

LINE STRAIGHT 26 27  EL=5

LINE STRAIGHT 26 28 ratio=5 EL=50

GSURFACE 20 21 16 15 NODES=4
GSURFACE 22 23 24 11 NODES=4
GSURFACE 25 21 19 24 NODES-4
GSURFACE 23 26 27 25 NODES=4
GSURFACE 26 28 29 27 NODES=4
FIXBOUNDARIES 2 INPUT=LINES /56/ 6 9/ 9 11/ 11 22

LOADS DISPLACEMENT
2231/72131 TO 739 31/ 2331/ 2631 / 761 31t0 809 31 / 28 31

*

*

HEADING '432er FILM GEGEN AFM-SPITZE ~ E=20kPa  C2=10

2 0 -432
23 680 -432
24 680 -396
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25 680 O

26 770 -432
2r 770 O

28 24480 -432
29 24480 O

LINE STRAIGHT 16 21  EL=1

LINE STRAIGHT 11 22 EL=1

LINE STRAIGHT 22 23 EL=20

LINE STRAIGHT 19 21 EL=11

LINE STRAIGHT 23 25 EL=12

LINE STRAIGHT 21 25 EL=5

LINE STRAIGHT 26 27 EL=4

LINE STRAIGHT 26 28 ratio=5 EL=50

GSURFACE 20 21 16 15 NODES-4
GSURFACE 22 23 24 11 NODES=4
GSURFACE 25 21 19 24 NODES=4
GSURFACE 23 26 27 25 NODES=4
GSURFACE 26 28 29 27 NODES=4
FIXBOUNDARIES 2 INPUT=LINES /56/ 6 9/ 9 11/ 11 22

LOADS DISPLACEMENT
2231/71831 TO 736 31/ 2331/ 2631 / 754 31t0 802 31 / 28 31

*

*

i—I|I.EADING ‘324er FILM GEGEN AFM-SPITZE E=20kPa  C2=10

10 408 -270
1 O -324
12 408 -324
13 476 -324
14 476 -270
15 476 -252
16 4716 O
19 510 -324
20 510 -252
21 510 O
22 680 -324
23 680 O
24 7710 -324
25 70 O

26 24480 -324
27 24480 O

LINE STRAIGHT 6 9 EL=1
LINESTRAIGHT 9 10 EL=24
LINESTRAIGHT 9 11 EL=3
LINESTRAIGHT 11 12 EL=12
LINESTRAIGHT 12 13 EL=2
LINESTRAIGHT 10 14 EL=4
LINESTRAIGHT 7 15 EL=4
LINESTRAIGHT 10 12 EL=3
LINESTRAIGHT 14 15 EL=1
LINE STRAIGHT 15 16 EL=14
LINESTRAIGHT 8 16 EL=4
LINE STRAIGHT 1319 EL=1
LINE STRAIGHT 19 20 EL=2
LINE STRAIGHT 20 21  EL=7
LINE STRAIGHT 1315 EL=4
LINE STRAIGHT 13 16 EL=18
LINE STRAIGHT 16 21  EL=1
LINE STRAIGHT 1921  EL=9
LINE STRAIGHT 19 22  EL=5
LINE STRAIGHT 2325 EL=1
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LINE STRAIGHT 24 25  EL=3
LINE STRAIGHT 24 26 ratio=5 EL=50

GSURFACE 16 8 7 15 NODES=4

GSURFACE 21 16 13 19 NODES=4

GSURFACE 23 21 19 22 NODES=4

GSURFACE 22 24 25 23 NODES=4

GSURFACE 24 26 27 25 NODES=4
FIXBOUNDARIES 2 INPUT=LINES /56/ 6 9 / 9 11
LOADS DISPLACEMENT

1131/659 31 TO 669 31/1231 /67031/ 1331/ 1931/
704 31to 707 31/ 2231/ 2431/71031 TO 758 31/ 2631

*

*

HEADING '250er FILM GEGEN AFM-SPITZE ~~ E=20kPa  C2=10

TIMEFUNCTION 1/ 0. 0./ 4000 1000

5 0 0

6 0 -250

7 408 -250

8 408 O

9 550 -250
10 550 O

11 1000 -250
12 1000 O
13 24480 -250
14 24480 O

EGROUP 1 PLANEAXISYMMETRIC M=1
LINE STRAIGHT 5 6 RATIO=3 EL=32
LINE STRAIGHT 8 5 RATIO=0.0015 EL=48
LINE STRAIGHT 6 7 EL=48

LINE STRAIGHT 7 8 EL=16

LINE STRAIGHT 7 9 RATIO=3 EL=5
LINESTRAIGHT 9 10 EL=8
LINESTRAIGHT 9 11 RATIO=3 EL=5
LINESTRAIGHT 11 12 EL=4
LINESTRAIGHT 11 13 ratio=5 EL=50

GSURFACE 5 6 7 8 NODES=4 ADDZONE=C-REGION
GSURFACE 7 9 10 8 NODES=4

GSURFACE 9 11 12 10 NODES=4

GSURFACE 14 12 11 13 NODES=4
FIXBOUNDARIES 2 INPUT=LINES /5 6

LOADS DISPLACEMENT

631/57831TO624 31/731/64031to64331/9 31/
651 31to 654 31/ 11 31/658 31 TO 706 31/ 1331

*

*

HEADING '190er FILM GEGEN AFM-SPITZE ~ E=20kPa  C2=10

TIMEFUNCTION 1/ 0. 0./ 16000 2000

5 0 0
6 O -190
7 320 -190
8 320 O
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9 540 -190

10 540 O

11 1000 -190
12 1000 O
13 24480 -190
14 24480 O

EGROUP 1 PLANEAXISYMMETRIC M=1
LINE STRAIGHT 5 6 RATIO=3 EL=32
LINE STRAIGHT 8 5 RATIO=0.0015 EL=42
LINE STRAIGHT 7 8 EL=16

LINE STRAIGHT 6 7 RATIO=12 EL=42
LINE STRAIGHT 7 9 RATIO=3 EL=7
LINESTRAIGHT 9 11 RATIO=3 EL=5
LINESTRAIGHT 11 13 ratio=5 EL=40
LINESTRAIGHT 9 10 EL=8
LINESTRAIGHT 11 12 EL=4

GSURFACE 5 6 7 8 NODES=4 ADDZONE=C-REGION
GSURFACE 7 9 10 8 NODES=4

GSURFACE 9 11 1210 NODES=4

GSURFACE 14 12 11 13 NODES=4
FIXBOUNDARIES 2 INPUT=LINES /5 6

LOADS DISPLACEMENT
631/ 731/ 931/ 1131/ 1331/587 31 TO 676 3 1

*

*

* POST-file von HALBRAUM GEGEN AFM-SPITZE

ZONE DATENPUNKTE =N
12 92 5 41 45 49 50 48 44

*

* 1000er FILM GEGEN AFM-SPITZE

ZONE DATENPUNKTE I=N
12 62 5 22 35 42 43 44 34

*

* 648er FILM GEGEN AFM-SPITZE

ZONE DATENPUNKTE =N
12 62 5 11 27 39 40 38

*

*540er FILM GEGEN AFM-SPITZE

ZONE DATENPUNKTE I=N
12 62 5 922 28 29 27

*

*432er FILM GEGEN AFM-SPITZE

ZONE DATENPUNKTE I=N
12 62 5 922 28 29 27
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*

*324er FILM GEGEN AFM-SPITZE

ZONE DATENPUNKTE I=N
12 62 5 6 11 26 27 25

*

*250er FILM GEGEN AFM-SPITZE

ZONE DATENPUNKTE I=N
12 62 5 613 14 12

*

* 190er FILM GEGEN AFM-SPITZE

ZONE DATENPUNKTE I=N
12 62 5 6913 14 12 600 650

Variation des Kugelradius

*

HEADING '540er FILM GEGEN AFM-SPITZE  40nm Radius

SYSTEM 1 CYLINDRIC Z=40
COORDINATES SYSTEM=1
ENTRIES NODE R THETA
1 40 -90
2 40 -3831
LINE INTERPOLATED N1=1 N2=2 EL=400 SYSTEM=1
*

SYSTEM 2
COORDINATES SYSTEM=2
ENTRIES NODE Y Z

61 34743 4152

*

i-.II.EADING '540er FILM GEGEN AFM-SPITZE ~ 60nm Radius

SYSTEM 1 CYLINDRIC Z=60
COORDINATES SYSTEM=1
ENTRIES NODE R THETA
1 60 -90
2 60 -38.31
LINE INTERPOLATED N1=1 N2=2 EL=400 SYSTEM=1
*

SYSTEM 2
COORDINATES SYSTEM=2
ENTRIES NODE Y Z

61 36312 4228
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Variation der Reibung

Zur Charakterisierung von Reibungseinfliissen zwischen AFM-Spitze und Probe, wurden die
SOLVIA-files des 540nm dicken Films verwendet. Vaiiert wurde dazu lediglich der
Reibungskoeffizient im vollgenden Abschnitt:

CGROUP 1 CONTACT2

CONTACTSURFACE 1 INPUT=LINE / 8 5

CONTACTSURFACE 2 INPUT=LINE ADDZONE=C-REGION / 1 61
CONTACTPAIR 1 TARGET=2 CONTACTOR=1 FRICTIONKOEFF=0.75

Variation der Mooney-Rivlin-Konstanten

Die Variation von C, und C, wurde fir zwei Stempel geometrien durchgefthrt: fur Konuswinkel
von 35° bzw. 80°.

*

HEADING 'HALBRAUM GEGEN 35grad KONUS

SYSTEM 1
COORDINATES SYSTEM=1
ENTRIES NODE Y Z
10 0
2 210.063 300

*

HEADING 'HALBRAUM GEGEN 80grad KONUS

SYSTEM 1

COORDINATES SYSTEM=1

ENTRIES NODE Y Z
10 0
2 567.13 100

Materialvariationen:

*

D/IATERIAL 1 RUBBER C1~1666.67 C2=1666.67 KAPPA=200000000
D/IATERIAL 1 RUBBER C1=2777.78 C2=555.56 KAPPA=200000000
b/IATERIAL 1 RUBBER C1=3000 C2=333.33 KAPPA=200000000
D/IATERIAL 1 RUBBER (C1=3233.33 C2=100 KAPPA=200000000
D/IATERIAL 1 RUBBER (C1=3323.33 C2=10 KAPPA=200000000
D/IATERIAL 1 RUBBER (C1=3333.33 C2=0 KAPPA=200000000
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Inhomogene (geschichtete) Proben

AlsBasisnetz fur die Simulation geschichteter Proben wurde das folgende PRE-file verwendet.
Anschlief3end wurden lediglich die Materialparameter der Schichten variiert.

*

i-.".EADING '810er HOMOGENE PROBE GEGEN AFM-SPITZE  E=1.1'

TIMEFUNCTION 1/ 0. 0./ 4000 2000

5 0 0

6 O -252

7 408 -252

8 408 O

9 0 -270

10 408 -270
11 800 -270
12 800 O

13 24480 -270
14 24480 O

15 0 -405

16 408 -405
17 800 -405
18 24480 -405
19 0 -540

20 408 -540
21 800 -540
22 24480 -540
23 0 -810

24 408 -810
25 800 -810
26 24480 -810

*

LINE STRAIGHT N1=2 N2=61 EL=200
LINE COMBINED N1=1 N2=61 11=2
*

MATERIAL 1
MATERIAL 2
MATERIAL 3
MATERIAL 4
*

RUBBER
RUBBER
RUBBER
RUBBER

C1=3323.33 C2=10
C1=3323.33 C2=10
C1=3323.33 C2=10
C1=3323.33 C2=10

KAPPA=200000000
KAPPA=200000000
KAPPA=200000000
KAPPA=200000000

EGROUP 1 PLANEAXISYMMETRIC M=1

LINE STRAIGHT 5 6 RATIO=3

EL=28

LINE STRAIGHT 8 5 RATIO=0.0015 EL=48
LINE STRAIGHT 6 7 EL=48

LINE STRAIGHT 7 8 EL=14

LINE STRAIGHT 6 9 EL=1
LINESTRAIGHT 9 10 EL=24
LINESTRAIGHT 8 10 EL=15
LINESTRAIGHT 10 11 RATIO=2 EL=4
LINESTRAIGHT 11 12 EL=5

LINESTRAIGHT 11 13
*

RATIO=15 EL=20

GSURFACE 5 6 7 8 NODES=4 ADDZONE=C-REGION
GSURFACE 6 9 10 7 NODES=4
GSURFACE 10 11 128 NODES-4
GSURFACE 14 12 11 13 NODES=4
*

EGROUP 2 PLANEAXISYMMETRIC M=2
LINESTRAIGHT 9 15 EL=4
LINESTRAIGHT 15 16 EL=12
LINESTRAIGHT 10 16 EL=4
LINESTRAIGHT 16 17 RATIO=2 EL=4
LINESTRAIGHT 11 17 EL=2

LINESTRAIGHT 17 18

RATIO=15 EL=20
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LINESTRAIGHT 13 18 EL=2
*

GSURFACE 9 15 16 10 NODES=4
GSURFACE 10 16 17 11 NODES-4
GSURFACE 11 17 18 13 NODES=4
*

EGROUP 3 PLANEAXISYMMETRIC M=3
LINESTRAIGHT 15 19 EL=4
LINESTRAIGHT 19 20 EL=6
LINESTRAIGHT 20 16 EL=4
LINESTRAIGHT 20 21 RATIO=2 EL=4
LINESTRAIGHT 21 17 EL=2
LINESTRAIGHT 21 22 RATIO=15 EL=20
LINESTRAIGHT 22 18 EL=2

GSURFACE 15 19 20 16 NODES=4
GSURFACE 16 20 21 17 NODES=4
GSURFACE 18 17 21 22 NODES=4

*

EGROUP 4 PLANEAXISYMMETRIC M=4
LINESTRAIGHT 19 23 EL=4
LINESTRAIGHT 20 24 EL=4
LINESTRAIGHT 21 25 EL=2
LINESTRAIGHT 22 26 EL=2
LINESTRAIGHT 23 24 EL=3
LINESTRAIGHT 24 25 RATIO=2 EL=4
LINESTRAIGHT 25 26 RATIO=15 EL=20
*

GSURFACE 19 23 24 20 NODES=4
GSURFACE 20 24 25 21 NODES=4
GSURFACE 21 25 26 22 NODES=4
*

FIXBOUNDARIES 2 INPUT=LINES /56/ 6 9/ 915/1519/ 19 23
FIXBOUNDARIES INPUT=LINES /1 61
*

CGROUP 1 CONTACT2

CONTACTSURFACE 1 INPUT=LINE / 8 5

CONTACTSURFACE 2 INPUT=LINE ADDZONE=C-REGION / 1 61
CONTACTPAIR 1 TARGET=2 CONTACTOR=1

*

LOADSDISPLACEMENT
2331 /24317 2531 / 26 31 / 2637 31to 2660 31

*

*

i-.II.EADING '810er MULTILAYER GEGEN AFM-SPITZE  E=1:2'

MATERIAL 1 RUBBER C1=3323.33 C2=10 KAPPA=200000000
MATERIAL 2 RUBBER C1=3323.33 C2=10 KAPPA=200000000
MATERIAL 3 RUBBER C1=6646.67 C2=20 KAPPA=400000000
MATERIAL 4 RUBBER C1=6646.67 C2=20 KAPPA=400000000

*

*

i-.II.EADING '810er MULTILAYER GEGEN AFM-SPITZE E=124"

MATERIAL 1 RUBBER C1=3323.33 C2=10 KAPPA=200000000
MATERIAL 2 RUBBER C1=6646.67 C2=20 KAPPA=400000000
MATERIAL 3 RUBBER C1=6646.67 C2=20 KAPPA=400000000
MATERIAL 4 RUBBER C1=13293.32 C2=40 KAPPA=800000000

*
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*

i-.".EADING '810er MULTILAYER GEGEN AFM-SPITZE E=1:4:10"

MATERIAL 1 RUBBER
MATERIAL 2 RUBBER
MATERIAL 3 RUBBER
MATERIAL 4 RUBBER

*

*

C1=3323.33 C2=10 KAPPA=200000000

C1=13293.32 C2=40 KAPPA=800000000
C1=13293.32 C2=40 KAPPA=800000000
C1=33233.3 C2=100 KAPPA=2000000000

i-.".EADING '810er MULTILAYER GEGEN AFM-SPITZE E=4:11"

MATERIAL 1 RUBBER
MATERIAL 2 RUBBER
MATERIAL 3 RUBBER
MATERIAL 4 RUBBER

*

C1=13293.32 C2=40 KAPPA=800000000
C1=3323.33 C2=10 KAPPA=200000000
C1=3323.33 C2=10 KAPPA=200000000
C1=3323.33 C2=10 KAPPA=200000000

die auszulesenden Punkte im POST-file waren die folgenden

*HEADING '810er MULTILAYER GEGEN AFM-SPITZE

ZONE DATENPUNKTE I=N

12 591519 23 25 26
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