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1 EINLEITUNG 11

1 Einleitung

Oberflachen spielen eine grof3e Rolle fir die Interaktion von Lebewesen mit der Umwelt.
Ahnlich der Epidermis bei Pflanzen und Tieren besitzen auch Mikroorganismen eine Hiuille
(Zellwand), die sie vor Umwelteinflissen schiitzt. Neben dem Schutz des Organismus, ist
die Wechselwirkung mit der Umwelt eine weitere wichtige Funktion der Zellwand. Uber
die Zellwand kénnen Nahrstoffe aufgenommen, Stoffwechselprodukte abgegeben und Um-
weltfaktoren analysiert werden. Fur all diese Prozesse sind Proteine verantwortlich. Je nach
spezifischer Funktion kénnen diese Proteine entweder in die Zellwand eingebettet sein, ihr
aufliegen oder sie durchspanngh [1]. Proteine gehen Uber ein Schliissel-Schlof3-Prinzip eine
Wechselwirkung mit ihnrer Umgebung, sowohl innerhalb der Zelle wie auch mit der Aul3en-
welt, ein. Ein Wechselwirkungspartner (Schliissel) bindet sich an einen spezifischen Bin-
dungsort (Doméane) des Proteins (Schloss) und aktiviert dadurch eine Reaktion des Proteins.
In den Lebenswissenschaften sowie in der klinischen Diagnostik sind die Interaktionen der
Wechselwirkungspartner auf der molekularen Ebene von grof3em Interesse. Viele Medika-
mente beinhalten Wirkstoffe, die solche Wechselwirkungspartner simulieren und auf diese
Weise die Funktion von Proteinen blockieren oder aber verstarken kénnen. Einige Antibioti-
ka zum Beispiel wirken auf Proteine oder andere Bestandteile der bakteriellen Zellwand. Um
geeignete Medikamente zu verabreichen, ist eine schnelle und fehlerfreie Bestimmung der
Bakterien notwendig [2]. Die grof3e Vielfalt an Grof3en und Formen von Bakterien macht Be-
stimmungsmethoden komplex und zeitintensiv. Bakterien sind in der Regehilgsol3. Die
Variationen reichen jedoch von einigen hundert Nanometern bis hin zu1®is zur voll-
standigen Bestimmung eines Bakterienstammes mit herkdmmlichen Methoden kdnnen Tage
oder sogar Wochen vergehen. Es ist daher wiinschenswert eine Methode einzusetzen, bei der
ein einzelnes Bakterium ausreicht, eine vollstandige Charakterisierung durchzuftihren und
schnellstmoglich eine Behandlung anzusetzen. Nicht nur im Inneren der Zelle befinden sich
stammspezifische Molekile, sondern auch in der Zellwand kommen Komponenten vor, die

eine Zuordnung erlauben. So ist etwa die Gram-Farbung, benannt nach dem danischen Arzt
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Hans Christian Gram, eine schnelle Mdglichkeit, anhand der Zellwandstruktur zwischen den
zwei groRen Gruppen der Gram-positiven und der Gram-negativen Bakterien zu unterschei-
den. Mit dieser Methode kann jedoch nur zwischen diesen Gruppen unterschieden werden,
eine Bestimmung einzelner Stdmme ist nicht méglich. Um ganze Stdmme oder einzelne Spe-
zies zu bestimmen, kdnnen charakteristische Proteine eine grol3e Rolle spielen. Dies gilt fur
Proteine in der Zelle und ebenso fur Oberflachen-Proteine. Globulére Proteine innerhalb der
Zelle haben hydrophilen Charakter und lassen sich ohne gro3en Aufwand aus der Zelle ex-
trahieren und spektroskopisch unter nativen Bedingungen untersuchen.

Dazu ist es notwendig zuvor charakteristische Proteine zu identifizieren und dann in ausrei-
chender Menge zu produzieren, um als Referenzsubstanzen zu dienen. Dies bedeutet einen
betrachtlichen Arbeitsaufwand.

Membranstandige Proteine auf der Oberflache von Bakterien haben einen stark hydropho-
ben Charakter im Bereich ihrer Helices. Bei der Extraktion aus der Membran oder der
Peptidoglycan-Schicht verlieren diese Proteine ihre Tertidrstruktur oder denaturieren ganz-
lich. Eine Untersuchung unter nativen Bedingungen ist dann nicht mehr mdglich. Um mem-
branstandige Proteine in nativer Umgebung spektroskopisch zu untersuchen, muss daher das
gesamte Bakterium betrachtet werden. Dazu muss das Protein jedoch auf der Oberflache der
Zelle lokalisiert werden. Eine Mdglichkeit besteht darin, das Protein mit einem Farbstoff zu
markieren und mittels Fluoreszenz-Spektroskopie zu detektieren. Diese Art der Markierung
setzt jedoch eine intensive Vorbereitung voraus und lasst nur eine grobe Zuordnung auf der
Oberflache zu. Auch hierbei ist es jedoch nicht moglich, zwischen mehreren verschiedenen
Proteinen zu unterscheiden.

Einen Ansatz zur Untersuchung verschiedener Materialeigenschaften mit einer hohen Orts-
auflosung bieten die Rastersonden-Verfahren. Ausgehend von der Rastertunnel-Mikroskopie
(STM, scanning tunneling microscopy)| [3, 4] bei der tUber die Messung von Tunnelstro-
men die Topographie und die Materialeigenschaften leitender und halbleitender Proben un-
tersucht werden, wurde fir nicht leitende Proben die Rasterkraft-Mikroskopie (AFM, ato-
mic force microscopy) [5] entwickelt. Das Prinzip der Rasterkraft-Mikroskopie basiert auf
der Messung der Krafte zwischen der eingesetzten Spitze und der Probe. Im Wesentlichen

wird diese Technik dazu verwendet, Topographien von Oberflachen zu erstellen. Neben der
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Aufnahme von Topographien biologischgf [6] wie auch nicht biologischer Proben|([7, 8, 9]
stellt die Kraftspektroskopie eine weitere Einsatzmoglichkeit des Rasterkraft-Mikroskops
dar. Hierbei werden die Krafte, die zwischen der Spitze und der Probe auftreten, als Funk-
tion des Abstandes gemessen. Die typische Erscheinungsform fir eine solche Messung ist
die Kraft-Abstands-Kurve (force-distance-curve). Die Kraftspektroskopie kann in ihrer klas-
sischen Anwendung Aussagen Uber die physikalischen Eigenschaften einer Probe liefern
[10,/11]. Sie kann Aussagen Uber die Harte der Probe oder die Adhéasion [12, 13] treffen.
Durch die Funktionalisierung einer AFM-Spitze ist es auch mdglich, chemische Eigenschaf-
ten auch von biologischen Proben zu untersuchen [14]. Funktionalisieren bedeutet in diesem
Fall, dass ein Molekul auf der Spitze verankert wird. Durch das Aufbringen einer Amino-
Gruppe auf die Spitze kann ein einzelnes Protein gebunden werden. Durch Ziehen an der
Spitze ist es somit moglich dieses Protein zu entfalten und anhand der Auswertung von
Kraft-Distanz-Kurven Aussagen Uber die Haufigkeit und Lange einzelner Sekundarstruktur-
elemente (Helix, Faltblatt, Loop) zu treffen |15, 16]. Eine andere Mdglichkeit, die Oberflache
von Zellen[17] oder Bakterien [18] auf bestimmte Proteine [19] zu untersuchen, ist die Funk-
tionalisierung der Spitze mit einem bekannten Liganden. Uber kinetische Analysen kénnen
auf diese Art und Weise einzelne Proteine [20]ausfindig gemacht werden. Mit dieser Technik
kénnen auch einzelne Bindungslangen biologischer Systeme untersucht werden([211, 22, 23].
Eine direkte molekullspezifische Charakterisierung ist mit der Kraftspektroskopie jedoch
nicht moglich. Hierzu bedarf es weitergehender statistischer Auswertungsverfahren. Oft sind
es nur kleinste Unterschiede in den Kraft-Distanz-Kurven, die dafir sorgen, dass sich zwei
Molekule unterscheiden lassen. Um solche komplexen Datenn auszuwerten, bedarf es be-
sonderer Methoden. In der Mathematik stehen hierfir verschiedene Verfahren [24] zur Ver-
figung, wie zum Beispiel die Hauptkomponentenanalyse (PCA, principal component ana-
lysis) |25], die Faktor- und Clusteranalyse [26] und die Partial Least Square Regression
(PLS). Alle genannten Methoden lassen sich unter dem Begriff Multivariate Datenanalyse
zusammenfassen [27,128, 29]. Kernaufgabe der multivariaten Datenanalyse ist es, wichtige
Informationen aus komplexen Datensatzen herauszufiltern, ohne dabei die Messwerte selbst
zu verandern. Einsatz finden solche Methoden zum Beispiel in der Qualitatskontrolle groRer

Unternehmen [30]. Hier kbnnen viele Daten erhoben werden, etwa tiber schadhafte Produk-
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te, Zulieferer und Prozessablaufe. Mit Hilfe der Hauptkomponentenanalyse ist es mdglich,
Korrelationen zwischen schadhaften Produkten und dem Zulieferer bestimmter Teile herzu-
stellen. Solche Aussagen kdnnen oft nicht anhand der Rohdaten ausgemacht werden. Auch
in die Wissenschaft haben multivariate Datenanalysemethoden Einzug gefunden. Vor allem
in den Bereichen der Infrarot- und der Nah-Infrarot-Spektroskopie [31, 32] kbnnen mit der
Hauptkomponentenanalyse oder verschiedener Clusterverfahren komplexe Spektren auf ein-
zelne Molekile untersucht und deren Vorkommen mit anderen Molekulen korreliert wer-
den. Einsatz finden diese Methoden dann, wenn die klassische Bandenzuordnung nicht mehr
maoglich ist. Wichtig bei all diesen Methoden ist es, die Daten zu reduzieren, aber keine In-
formationen zu verlieren.

Ein weiterer Ansatz fir molekulspezifische Untersuchungen mit hoher Ortsauflésung sind
optische Verfahren. Besonders ist hier die Entwicklung nahfeld-optischer Methoden (SNOM,
scanning near-field optical microscopy) [33] zu nennen. In der klassischen beugungsbegrenz-
ten Mikroskopie hangt die Auflésung von der Wellenlange des einfallenden Lichts ab. Theo-
retisch kénnen so nur Objekte abgebildet werden, die groRer als 200 bis 300 Nanometer sind.
Mithilfe der Nahfeld-Mikroskopie kann das Abbe-Limit umgangen werden und Strukturen
kleiner als 100 Nanometer kdnnen aufgeldst werden. Fir diese Art der Mikroskopie werden
submikroskopische Lichtquellen benutzt, die nahe an die Probe herangebracht werden. Meist
handelt es sich dabei um Spitzen mit einer kleinen Offnung (Apertur), durch die das Licht
geleitet wird. Es ist jedoch auch moglich, eine Spitze ohne Apertur einzusetzen. Dises als
Streu-SNOM (sSNOM, scattering near-fiel optical microscopy) [34] bezeichnete Methode
erlaubt eine noch héhere Auflésung.

Mit nahfeld-optischen Methoden kénnen Oberflachen jetzt mit einer hohen Ortsauflésung
untersucht werden. Es besteht jedoch zunéchst noch keine Moglichkeit, molekilspezifische
Charakteristika zu detektieren. Dazu bieten sich spektroskopische Methoden wie etwa die
Raman-Streuung an. Ein Nachteil der Raman-Spektroskopie ist das schwache Signal des
emittierten Lichts. Eine Mdglichkeit, das Raman-Signal zu verstarken, wurde 1974 von
Fleischmann entdeckt [35]. Die Intensitdten der Raman-Signale von Pyridin waren dann
stark erhéht, wenn die Molekule auf einer rauen Silberelektrode aufgebracht waren. Erst spa-

ter konnten die Grunde fir die Verstarkung genau geklart werdén [36, 37]. In der Folge wurde
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dieses Phdnomen als oberflachenverstarkte Raman-Streuung (SERS, surface enhanced Ra-
man scattering) bezeichnet. Grol3e Erfolge konnten mit Silberinselfiimen erzielt werden, bei
der kleine Silberpartikel auf einer Oberflache verstreut vorliegen und somit eine Vielzahl
aktiver Bereiche darstellen [38,39]. Mit dieser Kombination aus Nahfeldoptik und oberfla-
chenverstarkter Raman-Streuung wurden in der Folge viele unterschiedliche Molektle wie
etwa Kohlenstoff-Nanorohren sowie DNA-Basen|[40, |41, 42], Peptide und Bakterienzellen
untersucht. Als grof3er Nachteil der Methode stellte sich die uneinheitliche Verstarkung der
SERS-aktiven Bereiche auf der Oberflache heraus. Griinde hierfiir waren hauptsachlich die
zu hohe Anzahl an Partikeln und deren unterschiedliche Gro3en.

Wessel machte den Vorschlag, die aktiven Partikel auf die Spitze eines Rastersonden-Mi-
kroskops zu bringen [43]. Dieser Idee folgend konnten erste Untersuchungen mit dieser
als spitzenverstarkter Raman-Streuung (TERS, tip-enhanced Raman scattering) bezeichne-
ten Methode an Brillant-Kresyl-Blau und Buckminsterfullereneg,Y@ezeigt werder [44].

Durch Beschichtung der Spitze mit Silber konnten Partikel mit einem Durchmesser klei-
ner als 100 nm erreicht werden. Als limitierend fur die Auflésung wirkt sich hier nur die
Grofe der Spitze aus. In dieser Methode vereinen sich mehrere Vorteile der Nahfeloptik,
der oberflachenverstarkten Raman-Streuung und der Rastersonden-Verfahren. Gleichzeitig
kénnen sowohl optische wie auch topographische Signale mit einer hohen Auflésung ge-
messen werden. Das schwache Raman-Signal wird zusatzlich von dem Silberpartikel ver-
starkt. Im Folgenden konnten mit TERS weitere Molekule wie etwa Malachit-Griin [45, 46],
Kohlenstoff-Nanoroéhrer [47] oder auch Nukleotid-Basen sowie RNA-Strangé [48, 49] un-
tersucht werden. Doch nicht nur einzelne Molekile, sondern auch ganze Zellen, Bakterien
[50,/51, 52] oder Viren lassen sich untersuchen.

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, die Oberflachen von biologischen Proben mit rasterkraft-
mikroskopischen Methoden zu untersuchen und charakteristische physikalische und chemi-
sche Eigenschaften zu finden. Zwei Methoden stehen hierbei im Vordergrund. Zum einem
wird eine Methode entwickelt, die auf der Kraftspektroskopie basiert und diese mit verschie-
denen multivariaten Datenanalysemethoden kombiniert [53]. Es soll gezeigt werden, dass es
moglich ist, chemische und physikalische Eigenschaften aus Kraft-Distanz-Kurven zu extra-

hieren und somit Unterschiede zwischen verschiedenen Materialien herauszufinden. Durch
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die Entwicklung eines geeigneten Modellsystems soll gezeigt werden, dass zwei Materialien
mit unterschiedlichen Eigenschaften durch Clusteranalsyse und Hauptkomponentenanalyse
voneinander getrennt werden kénnen. Die Methode soll dann an einem komplexeren System
mit mehreren Komponenten verifiziert werden.

In einem zweiten Ansatz wird die spitzenverstarkte Raman-Streuung als eine alternative Me-
thode zur Oberflachenanalyse herangezogen. Die Untersuchungen sollen an Bakterienzellen
von Staphylococcus epidermidisid an Fragmenten der Zellmembran \dalobacterium
salinarumvorgenommen werden. B&taphylococcus epidermidist die Zusammenset-

zung der Zellwand wie auch charakteristische Proteine auf der Oberflache von Interesse.
Die Membran vorHalobacterium salinarunenthalt verschiedene Bereiche, die von unter-
schiedlichen Proteinen besetzt sind. Von Interesse ist hierbei die raumliche Verteilung der

Membranbereiche.
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2 Theorie

In dieser Arbeit wurden eine Vielzahl verschiedener Methoden verwendet, die oft nicht in
direktem Zusammenhang zueinander stehen. Um einen genauen Uberblick zu geben, werden

die Verfahren im Folgenden besprochen.

2.1 Rasterkraft-Mikroskopie

Die Entwicklung der Rastertunnel-Mikroskopie (STM, scanning tunneling microscopy) durch
Gerd Binnig und Heinrich Rohrer im Jahre 1981/1982 [3] legte den Grundstein zu einer
Vielzahl von Rastersondenverfahren zur Analyse von Oberflachen auf der Nanometerskala.
Waren bei der Rastertunnel-Mikroskopie leitfahige Materialien notwendig, um eine Abbil-
dung der Oberflache zu erhalten, &nderte sich dieses mit der Entwicklung des Rasterkraft-
Mikroskops (AFM, atomic force microscope) im Jahre 1986 [5]. Die Messung von Kréften
anstatt von Tunnelstromen zwischen einer Spitze und der Probe ermdglichte auch die Unter-
suchung von halbleitenden und sogar isolierenden Proben. Wie bei allen Rastersondenver-
fahren ist auch bei der Rasterkraft-Mikroskopie die Beschaffenheit der eingesetzten Spitze
von Bedeutung. Vorwiegend werden Spitzen aus Silizium oder Siliziumnitrid eingesetzt. Die

Grol3e der Spitze liegt meist unter 4.

AFM-Spitze

gemessene Topographie

B

reale Topographie

H
d

Abb. 1: Die AFM-Spitze wird iiber den Offnungswinkel und den Durchmesser definiert (a). Je kleiner beide
Werte sind, desto genauer kénnen Topographien aufgenommen werden. Bei Spitzen mit groRem Durchmesser
und groRem Offnungswinkel treten Artefakte auf. Die gemessene Topographie weicht von der realen Topogra-
phie ab (b).

Definiert wird die Spitze tiber den Offnungswinkelund den Durchmessdr(vgl. Ab-
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bildung[1 a). Beide Werte miissen mdglichst klein sein, um Artefakte wéhrend der Messung
zu unterbinden. Abbildung| 1 b zeigt schematisch den Einfluss des Winkels und des Radius
der Spitze auf die topographische Messung. Deutlich ist zu erkennen, dass sich die gemesse-
ne Topographie von der realen Topographie unterscheidet. Je kleiner nun der Radius und der
Winkel sind, desto genauer kann die Topographie aufgenommen werden. Die Spitzen sind
auf einem Federbalken, dem sogenannten Cantilever, montiert, der durch eine Kraftkonstante
(k) charakterisiert ist. Die Annaherung der Spitze an die Probe und die Nachfihrung wahrend
der Messungen geschehen tber einen Regelkreis (feedback-loop). Hierzu wird der Cantilever
auf einem Piezoelement fixiert. Der Regelkreis, der meist Uber einen Proportional-Integral-
Regler betrieben wird, halt die Spitze in einem definierten Abstand tber der Probe. Fir die
Aufnahme von Topographien stehen bei der Rasterkraft-Mikroskopie verschieden Modi zur
Verfluigung. Die Spitze kann sowohl in direktem Kontakt mit der Probe (Contact-Modus), nie

in Kontakt mit der Probe (Attractive-force-Modus) gebracht werden oder aber soweit ange-
nahert werden, dass sie nur kurzen Kontakt mit der Probe hat (Intermittent-Contact-Modus/

Non-Contact)[[54].

Statische Verfahren
Im Kontakt-Modus wird die Spitze in direkten Kontakt mit der Probe gebracht. Sie wird
elastisch auf die Probe gedrickt und es treten mechanische Wechselwirkungen auf. Hier-
bei wird der Cantilever, entsprechend der Topographie der Probe, vertikal ausgelenkt. Diese
Auslenkung wird dann mit Hilfe des Lichtzeigerprinzips detektiert. Bei diesem Prinzip wird
ein Laserstrahl so auf die Rickseite des Cantilevers justiert, dass der Strahl in das Zentrum

einer Vier-Quadranten-Photodiode gelenkt wird (vgl. Abbilduhg 2).

Das Messsignal ist hierbei der Photostrom der Difglg,;.. Die Differenz zwischen den
beiden oberen Quadranten (A und B) und den unteren Quadranten (C und D) ist proportional

zum Verfahrweg des Piezoelementes.

([A+[b)—([C+ID):U‘Z (21)

o entspricht der Proportionalitatskonstante. Aus messtechnischen Grinden wird der Strom



2.1 RASTERKRAFTMIKROSKOPIE 19

Abb. 2: Eine Vier-Quadranten-Diode wird dazu verwendet, die lateralen und vertikalen Auslenkungen des
Cantilevers wahrend der Messung zu detektieren. Die Veranderungen in den gemessenen Strémen kénnen
dann in Krafte umgerechnet werden (siehe Text).

durch einen Strom-Spannungs-Wandler in eine Spannung tberfuhrt:
U=¢-1 (2.2)

¢ entspricht hierbei einer Geratekonstante. Fur die auf den Cantilever wirkende Kraft folgt
dann:

U (2.3)

k
FLever = U_Qb :
Hierbei istk die Kraftkonstante des Cantilevers. Der Vorteil einer Vier-Segment-Diode liegt
darin, dass nicht nur die vertikalen Bewegungen detektiert, sondern gleichzeitig auch laterale
Bewegungen dargestellt werden kdnnen. Laterale Bewegungen geben Auskunft Giber auftre-
tende Reibungskréfte zwischen Spitze und Probe (Friction Force). Diese kdnnen Hinweise
Uber chemische Unterschiede der Probe bei sonst gleicher Topographie liefern.

Die Aufnahme der Topographie kann auf zwei Arten geschehen. Bei der Messung mit kon-
stanter Hohe (constant height) wird die Biegung des Cantilevers und damit auftretende Krafte

gemessen. Bei der der am haufigsten verwendeten Messung mit konstanter Kraft (constant
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force) dagegen wird der Cantilever mit Hilfe eines Piezoelement so tber der Probe gehalten,
dass mdoglichst eine konstante Kraft zwischen Probe und Spitze herrscht. Erreicht wird dies
dadurch, dass das Auslenkungssignal des Cantilevers in den Regelkreis mit einflie3t. Meist
handelt es sich um einen Proportional/Integral-Regler (P/I-Regler), bei dem die Regelung
des Abstands zwischen Probe und Spitze zum einen von einer Zeitkonstante fur den inte-
gralen Wert, zum anderen von einem Wert flr den proportionalen Teil abhangt. Beide Werte
zusammen bestimmen die Schnelligkeit und die ,Intensitat* der Antwort des Piezoelements
und damit der Spitze auf die topographischen Gegebenheiten der Oberflache und richten sich

nach den speziellen Anforderungen von Probe und Spitze.

Dynamische Verfahren
Einen anderen Ansatz verfolgen die sogenannten ,Non-Contact” und ,Intermittent-Contact*
Modi. Sie gehoren zu den dynamischen Verfahren, bei denen anstelle einer statischen Aus-
lenkung des Cantilevers die Anderung erzwungener Oszillationen iber der Probe gemessen
wird. Hierzu wird der Cantilever durch ein Piezoelement mit einer Frequenz nahe seiner

Resonanzfrequenz zur Schwingung angeregt.

A
o
Istwert Freie Schwingung

3 Sollwert |
2 Schwingung bei Beriihrun
= Istwert | i gung g
S
< I |

11

(L

>
| I Frequenz / kHz

Resonanzfrequenz

beobachtete Frequenz

Abb. 3: Bei den dynamischen Verfahren werden die Cantilever zur Oszillation angeregt. Nahe der Resonanz-
frequenz wird die Verdnderung Amplitude bei Anndherung an die Probe beobachtet. Durch Wechselwirkungen
wird die Amplitude gedampft und die Resonanzfrequenz zu héheren Frequenzen verschoben (rot). Der Istwert
ist dann geringer als der Sollwert (griin) und die Spitze wird so weit zurlickgezogen, dass der Istwert wieder
Uber dem Sollwert liegt.

Die Resonanzfrequenz wird dann genutzt, um einen Sollwert (,Set-Point*) (vgl. Ab-

bildung[3 griin) festzulegen, der die Dampfung der Spitze bestimmt. Anders als im stati-
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schen Modus wir hier die Anderung der Amplitude bei einer festen Frequenz beobachtet.
In der Praxis wird jedoch eine Frequenz unterhalb der Resonanzfrequenz (vgl. Abbildung
gewahlt. Zu Beginn der Messung schwingt der Cantilever frei. Wird die Spitze der Probe
angenahert, treten Wechselwirkung zwischen Probe und Spitze auf und die Amplitude der
Schwingung wird gedampft. Hierbei verschiebt sich die Resonanzfrequenz des Cantilevers
hin zu héheren Frequenzen (rote Kurve in Abbildlihg 3). Der Wert der fur die Amplitude an
der beobachteten Frequenz (Istwert) ist nun geringer als der vorgegebene Sollwert. Um den
Ausgangszustand wieder herzustellen, wird die Spitze tUber das Piezoelement zuriickgezo-

gen, bis der Istwert wieder Gber dem Sollwert liegt.

Krafte
Die auftretenden Krafte zwischen der Spitze und der Probe lassen sich in zwei Gruppen
einteilen: anziehende (attraktive) und abstoRende (repulsive) Krafte. Nahert sich die Spitze
der Probe an, kdnnen in einer Entfernung von einigen Mikrometern zur Probe elektrostati-
sche Krafte auftreten. In Entfernungen von einigen Nanometern bis hin zu Atomabstanden
werden die elektrostatischen Krafte durch Van-der-Waals-Wechselwirkungen, Kapillarkrafte
und chemische Potenziale erganzt. Wahrend des Kontaktes der Spitze mit der Probe treten
hauptsachlich abstoRende Krafte auf. Diese entstehen, wenn die Elektronenwolken von Spit-
ze und Probe beginnen, sich zu tberlagern. Wird die Spitze von der Probe zurtickgezogen,

treten starke Adhasionskrafte auf, die den Cantilever auf der Probe zu halten versuchen.

2.2 Kraftspektroskopie

Neben der topographischen Information kénnen mit Hilfe der Rasterkraft-Mikroskopie auch
weitere Informationen Uber die physikalischen Eigenschaften der Probe gewonnen werden.
Die Kraftspektroskopie nutzt dabei die Mdglichkeit, mit der kleinen Spitze auch kleinste
Krafte bis hin zu einigen Piko-Newton zu messen. Bei jedem kraftspektroskopischen Ex-
periment entsteht durch Annaherung und Rickzug der Spitze eine Kraft-Abstands-Kurve,
die die auftretenden Krafte in Abhangigkeit von der Entfernung zur Probe darstellt. Das
Aussehen dieser Kurve ist bei jedem Experiment im Grundaufbau gleich, erfahrt jedoch, je

nach Art und Zusammensetzung der Probe, kleine Abweichungen, die zur Bestimmung der
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physikalischen Eigenschaften herangezogen werden kdnnen.
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Abb. 4: Kraft-Distanz-Kurven haben eine typische Form, die durch die Wechselwirkung von Spitze und Probe
auftreten. Zu Beginn der Messung befindet sich die Spitze Uber der Probe (1). Hierbei treten keine Kréafte auf.
Bei der Annédherung an die Probe springt die Spitze, bedingt durch starke anziehende Kréafte, auf die Probe
(2). Die Spitze wird nun weiter auf die Probe gedriickt, wobei starke abstoRende Krafte wirken (3). Beim
Zuruckziehen der Spitze wird diese im Kontakt mit der Probe gehalten, da die anziehenden Kréafte starker sind
als die Kraft mit der am Cantilver gezogen wird (4). Wird die Zugkraft grof3er als die anziehenden Krafte,
|6st sich die Spitze von der Probe und schnellt zurtick (5). Zum Ende der Kraft-Distanz-Kurve befindet sich

der Cantilever wieder in der Ausgangsposition (6). Sowohl die Steigualg auch die Adhéasion stellen
Materialeigenschaften dar.

Zu Beginn des Experimentes befindet sich die Spitze in ausreichender Distanz tber der
Probe (vgl. Abbildung}4.1). Die Kréfte, die auf den Cantilever einwirken, sind in dieser Ho-
he nicht mehr messbar. Wahrend der Annaherung treten attraktive Kréafte auf, die die Spitze
in Richtung der Probe ziehen. Werden die attraktiven Krafte so grol3, dass der Cantilever sie
messen kann, wird die Auslenkung so grol3, dass die Spitze in Kontakt mit der Oberflache
kommt (Abbildung] 4.2). Der Cantilever wird dabei stark gebogen. Dieser Punkt wird als
~onap-In“- oder Einschnapp-Punkt bezeichnet. Zur Messung der repulsiven Krafte wird der
Cantilever weiter auf die Probe zu bewegt.

Die repulsiven Kréfte treten durch Uberlagerung der Elektronenwolken von Spitze und Pro-
be auf. Durch diese Abstol3ung wird der Cantilever von der Probe weg gebogen (Abbildung
[4.3). Beim Zuruckziehen der Spitze (Abbildung 4.4) nehmen die repulsiven Kréfte so weit

ab, dass der Cantilever keine Biegung mehr erfahrt. Bei weiterem Zuriickziehen nehmen
die attraktiven Kréafte zu und biegen den Cantilever entgegen der Rickzugsrichtung. Wird

die Kraft mit der der Cantilever zuriickgezogen wird starker als die attraktiven Krafte zwi-
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schen Probe und Spitze, springt der Cantilever von der Probe zurlick (AbHildung 4.5). Dieser
als ,Snap-Off*- oder Abreif3-Punkt bezeichnete Bereich markiert die Stelle der Kurve, an der
keine Krafte mehr auf die Spitze wirken (Abbildung 4.6). Die beiden charakteristischen Wer-
te von Kraft-Distanz-Kurven sind die Steigurgind die Adhasiom. Diese Werte werden

berechnet und kénnen als Karten dargestellt werden.

2.3 Raman-Spektroskopie

Der Inder Chandrasekhara Venkata Raman veréffentlichte im Jahre 1928 seine Entdeckung
Uber die modifizierte Streustrahlung an Molekulen in L6sung und begriindete so die Raman-

Spektroskopie. Diese beruht im Wesentlichen auf dem sogenannten Raman-Effekt.

4 a b C
o virtuelles Energieniveau
>
: l
c
w
—_— — angeregtes Vibrationsniveau
A 4 Grundzustand
Rayleigh Stokes Anti-Stokes

Abb. 5: Schematische Darstellung des Raman-Effektes. Frequenz und Energie des eingestrahlten Photons
(griin) werden auf das Molekil Gbertragen. Das gestreute Photon kann dann dieselbe Energie und Frequenz
(a) haben, eine geringere Energie und Frequenz (b) oder eine héhere Energie und Frequenz (c) haben. Bleibt
die Energie gleich, wird dies als Rayleigh-Streuung bezeichnet. Ist die Energie geringer, findet eine Rotver-
schiebung statt und die Streuung wird als Stokes-Streuung bezeichnet. Bei einer hoheren Energie findet eine
Blauverschiebung statt. Dies wird als Anti-Stokes bezeichnet.

Abbildung[5 skizziert den Raman-Effekt. Wird Licht als Strom von Photonen betrachtet
und auf eine Probe gelenkt, so stol3en die Photonen mit den Molekllen zusammen. Dabei
kénnen drei Streu-Arten beobachtet werden, die entsprechend der Wellenlange des emittier-
ten Lichts unterschieden werden.

Handelt es sich dabei um einen elastischen Stol3, wird die Energie nicht veréndert. Dieser
Prozess wird als Rayleigh-Streuung bezeichnet. Durch die Energie eines eingestrahlten Pho-
tons wird das Molekdl in einen virtuellen Energiezustand tberfihrt. Durch Abgabe der ge-
samten aufgenommenen Energie Uber das gestreute Photon, fallt das Molekil zuriick in den
energetischen Grundzustand. Die Energie des gestreuten Photons ist somit gleich der Energie

des eingestrahlten Photons (vgl. Abbildurig 5 a). Bei einer Kollision zwischen Photon und
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Molekul besteht eine geringe Wahrscheinlichkeit, dass eine Energielibertragung stattfindet.
Es handelt sich dann um eine inelastische Streuung, die als Raman-Effekt bezeichnet wird.
Hierbei gibt es zwei Mdglichkeiten: Stokes- und Anti-Stokes-Streuung. Durch die Ener-
gie eines eingestrahlten Photons wird das Molekil wieder in ein virtuelles Energieniveau
Uberfuhrt. Fallt das Molekul auf ein angeregtes Vibrationsniveau zurtick ist die Energie des
abgestrahlten Photons geringer. Diese Art des Energieliberganges wird als Stokes-Streuung
bezeichnet (Abbildung|5 b). Befindet sich ein Molekdil in einem thermisch angeregten Vibra-
tionsniveau und wird durch ein Photon angeregt, kann das Molekul vom virtuellen Zustand
in den Grundzustand uberfiihrt werden. Die Energie des gestreuten Photons ist dann hdher
als die des eingestrahlten Photons. Dieser Prozess wird als Anti-Stokes-Streuung bezeichnet
(Abbildung[5 c). Sowohl bei der Stokes- als auch bei der Anti-Stokes-Streuung finden, be-
dingt durch die Energie&dnderungen, Verschiebungen in den Frequenzen der Photonen statt.
stokes-gestreute Photonen haben eine geringere, anti-stokes-gestreute Photonen haben eine
hoher Frequenz.

In der klassischen Sichtweise wird ein Molekl mit einem elektromagnetischerFFedi

einer Frequenz angeregt:

E = Eysin 27wt (2.4)

Dieses Feld induziert im Molekul ein Dipolmomeit

i =k = aEysin 2mut (2.5)

Hierbei ista die Polarisierbarkeit des Molekils. Der Dipol schwingt mit der Frequenz
und emittiert Licht derselben Frequenz, die Rayleigh-Streuung. Schwingt der Dipol mit der
Frequenzy, einer seiner Normal-Moden, so verschiebt sich die Elektronenwolke um das

Atom periodisch und andert somit die Polarisierbarkeit:

a = ag + (sin 27yt (2.6)

mit dem statischen Diolmoment, und der Polarisierbarkeit. Fir das induzierte Dipolmo-
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ment folgt dann:

i = (i + Bsin 2mwu,t)Ey sin 2wt (2.7)

Durch Umforman ergeben sich drei Therme:

. 1 -
i = agEgsin 2nut —§6E0 Cos 2r(v + v, )t — €OS 211 (v — v, )t (2.8)
%’_J g / (S —~ J
Rayleigh Anti—Stokes Stokes

Der induzierte Dipoli emittiert also drei Arten von Strahlung. Im ersten Term, der den
Teil der Rayleigh-Streuung beschreibt, ist die Energie gegeniiber dem eingestrahlten Licht
unverandert. Der zweite Term beschreibt die Anti-Stokes-Streuung. Hier sind Energie und
Frequenz erhdht. Der dritte Term beschreibt die Stokes-Streuung, bei der Energie und Fre-
guenz des emittierten Lichts geringer sind als beim eingestrahlten Licht. Fir den Fall, dass
die Polarisierbarkeit des Molekdls gleich Null ist, tritt keine Raman-Streuung auf.

Die klassische Raman-Theorie erklart zwar die Berechnung des induzierten Dipols, jedoch
nicht die Intensitat der emittierten Strahlung. Hierzu ist eine quntenmechanische Betrach-
tung notwendig. Die Intensitat der Raman-Streuung ist abhangig von der Intdpanéd

der Wellenlange* des anregenden Lasers sowie vom Polarisierbarkeitsteﬂémfes Mo-

lekls.

[Raman = [0 V4 |Of|2 (29)

wobei der Streutensor mittels Streuungstheorie zweiter Ordnung beschriebei,wicH

definiert als:

I, = EE* (2.10)

Hierbei istE' E* das quadrierte elektrische Feld.
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2.4 Oberflachenverstarkte Raman-Streuung

Im Vergleich zur Rayleigh-Streuung oder Fluoreszenz, ist die Wahrscheinlichkeit des Auf-
tretens eines Raman-Photons gering. Um unter normalen Bedingungen ein Raman-Spektrum
aufnehmen zu kénnen, wird eine Lichtquelle (Laser), ein empfindlicher Detektor und eine
grol3e Zahl streuender Molekiile bendtigt. Gerade die Anzahl streuender Molektile macht die
Raman-Spektroskopie im Bereich der Oberflachenanalytik und der biologischen Analyse zu
einer nur schwer nutzbaren Technik. In den genannten Bereichen liegen meist nur geringe
Mengen an Probenmaterial vor, was die Raman-Spektroskopie zuséatzlich erschwert.

Vor etwa dreissig Jahren beobachteten zuerst Fleischrnann [35], dann auch Van/Duyne [37]
und Creighton/[36] hohe Raman-Intensitaten bei Proben, die auf einer rauen Silberelektrode
adsorbiert worden waren. Van Duyne folgerte, dass die Verstarkung des Raman-Signals mit
der Kontaktflache von Molekil und Silber abhéngt. Diese seitdem als oberflachenverstarkte
Raman-Streuung (SERS, surface-enhanced Raman scattering) bezeichnete Technik wurde in
den darauffolgenden Jahren immer weiter verbessert. Als Hauptfaktoren fur die Verstarkung
des Signals stellten sich der Grad der Rauigkeit der Oberflache und die Wahl des verstarken-
den Materials heraus. Je nach gewahlter Anregungswellenlange zeigten Silber, Gold oder
Kupfer ausreichend grol3e Verstarkungsfaktoren.

Heutzutage ist bekannt, dass die Verstarkung des Raman-Signals auf zwei verschiedenen
Mechanismen beruht: der elektromagnetischen und der chemischen Verstarkung. In Summe
konnen durch beide Mechanismen Verstarkungsfaktoren 9his 10® oder hoher erreicht
werden. Diese werden bendtigt, um das schwache Raman-Signal von Proben niedriger Kon-

zentration messen zu kdnnen.

Verstarkungsmechanismen
Bei der Betrachtung der Berechnung der Raman-Intensitaten bestehen zwei Méglichkeiten,
die Intensitaten zu verstérken. Einerseits durch die Verstarkung des elektromagnetischen Fel-

des (a) oder durch verstarken des Polarisierbarkeits-Tensors (b) (vgl. Kapitel 2.3).
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a) Elektromagnetische Verstéarkung
Der elektromagnetische Effekt beruht auf der Induktion von sogenannten lokalisierten Plas-
monen auf der Oberflache eines rauen Metalls [38]. Mit Plasmonen wird die Menge an
kollektiver Oszillation freier Elektronen gegen die positiv geladenen Kerne eines Metalls
bei Frequenzen im optischen Spektrum bezeichnet. Die Oberflachen-Plasmonen beschreiben
somit die Fluktuationen der Elektronenwolke an der Metall-Umgebungsgrenze. Bei glatten
Oberflachen breitet sich das elektrische Feld parallel zum Metall aus und strahlt deshalb
nicht. Wird die Oberflache jedoch aufgeraut, sind die Plasmonen nicht mehr nur auf eine
Ausbreitungsrichtung festgelegt, sondern sie kdnnen auch senkrecht zur Oberflache verlau-
fen. Aufgrund des resonanten Charakters der lokalisierten Plasmonen tritt eine Polarisierung
und eine VergrolRerung des elektrischen Feldes ein. Metalle wie Gold, Silber und Kupfer ha-
ben Plasmonen-Resonanzen im Bereich des sichtbaren bzw. ultravioletten Lichts und eignen
sich daher besonders fiur die Verstarkung. Nicht nur die Art des Metalls hat einen Einfluss auf
die Verstarkung des Raman-Signals. Fur die lokalisierten Plasmonen spielen hauptséachlich
GroRRe und Form der Partikel ein Rolle. Die Verstarkungsfaktoren fir oberflachen-verstarkte
Raman-Streuung liegen, je nach Metall und Beschaffenheit der Oberflache, zwischen 3 und
15 GroRRenordnungen hoher als bei Messungen mit konventionellem Raman [55].
Die Reichweite des verstarkenden Feldes (E) nimmt mit der Distanz d zum Partikel (Radius

des Partikels r) ab [56]:

r
Evers aer 12- 211
taerkt X (7, —l—d) ( )

Fir eine Monolage Molekile gilt [39]:

r
Everstaerkt X (7" n d)lO’ (212)

Neben der Distanzabhangigkeit zeigen die Formeln auch, dass je grol3er ein Partikel ist, die

Reichweite erhoht wird. Die Verstarkung wird dagegen nicht weiter erhoht.
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(b) Chemische Verstarkung
Der Mechanismus der chemischen Verstarkung beruht auf kurzreichweitigen Wechselwir-
kungen zwischen Probe und Oberflache. Durch die Art der Chemisorption des Molekiils an
die Oberflache kann die Polarisierbarkeit erhoht werden. Die Erhéhung der Polarisierbarkeit
ist vermutlich auf ,charge-transfer“-Effekte zurtickzufiihren. Da diese Verstarkung von der
Bindung zwischen Molekul und Oberflache abhangt, wird nur die erste Lage von Molekdilen,

die auf dem verstarkenden Partikel adsorbiert ist, einbezogén [39].

2.5 Nahfeld-Optik

Wahrend seiner Forschungen tber die Bildentstehung im Mikroskop und das mikroskopische
Auflésungsvermdgen beschrieb Ernst Abbe 1873, dass es eine Auflosungsgrenze gibt, das
Beugungslimit d. Dieses hangt von der Wellenlangkes genutzten Lichts, der Brechzahl

des Mediums und dem Offnungswinkeldes Objektivs al [57].

B A
~ 2nsina

(2.13)

Fir das sichtbare Licht bedeutet dies eine maximale Auflésung von etwa:20WUnter
idealen Bedingungen kann so zum Beispiel fir ein Objektiv mit einer numerischen Aper-
tur von 0,9 und einer Wellenlange von 500: eine Auflésung von 28@m angenommen

werden.

= 278nm (2.14)

Rayleigh entwickelte aufbauend auf der Theorie von Abbe eine weitere Theorie. Demnach
lassen sich zwei Punkt-Streuer dann noch voneinander unterscheiden, wenn im Beugungs-
bild das Minimum des einen Streuers auf das Maximum des zweiten Streuers§ fallt [58].

Dieses so genannte Rayleigh-Kriterium wird definiert als:

sinfp = 1,222 (2.15)
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Dies bedeutet fur die Auflésung:

A

d=1,22—
’ sinfp

(2.16)

Dabei ist) die Wellenlange des benutzten Lichts undn 6 die numerische Apertur der ver-
wendeten Linse. Das Rayleigh-Kriterium gilt dann, wenn Beugung auftritt. Dies geschieht,
wenn der Abstand zwischen der Linse und der Probe wesentlich gré3er ist als die Wellen-

lange. Das Limit der Auflosung liegt dann bei etgva

Die klassische Beugungstheorie gilt dann nicht mehr, wenn der Beobachtungsabstand
zu den Objekten im Bereich der Wellenlange des genutzten Lichts liegt. Das Rayleigh-

Kriterium wird somit umgangen und es kann eine Auflésung kleine$ @&seicht werden.

Nahfeldmikroskopie
Aufgrund des Beugungslimits und der damit verbundenen Begrenzung der Aufldsung, konn-
ten mit herkdmmlichen Mikroskopen kleinere Strukturen nicht mehr beobachtet werden.
Im Jahre 1928 postulierte Synge zum ersten Mal, dass es moglich ist, mit einer kleinen
Apertur und geringer Distanz zur Probe, das Beugungslimit zu umggehen [33]. Zu jener Zeit
standen fur eine Realisierung jedoch keine Methoden zur Verfigung. Alternative Methoden
wie die Rasterelektronen-Mikroskopie, die Rastertunnel-Mikroskopie oder die Rasterkraft-
Mikroskopie stellten in der Folgezeit Methoden zur Verfugung, Strukturen unterhalb des
Beugungslimits sichtbar zu machen. Fiur organische Proben wurde jedoch der Ruf nach einer
optischen Methode laut, da die rasternden Techniken hierfur nur bedingt geeignet waren. Die
Kombination aus optischem Nahfeld und rasternden Verfahren fuhrte zur Entwicklung der
optischen Nahfeld-Mikrsokopie (SNOM, scanning near-field optical microscopy). Hierzu
wird, wie bei allen rasternden Verfahren, eine kurzreichweitige Wechselwirkung zwischen
Probe und Spitze ausgenutzt, die als optisches Nahfeld bezeichnet wird. Um eine solche
Wechselwirkung auszubilden, ist ein sogenanntes evaneszentes Feld notwendig. Ein solches
evaneszentes Feld tritt dann auf, wenn eine die Apertur der submikroskopische Lichtquelle
kleiner ist als die Wellenlange des anregenden Lichts. Klassischerweise handelt es sich bei

einer solchen Lichtquelle um eine angespitzte Faser mit einer Offnung, die kleiner ist als
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die Wellenlange des eingestrahlten Lichts. Wird diese Spitze nun in die Nahe der Probe ge-
bracht, so bewirkt sie eine Stérung im optischen Nahfeld. Dies hat zur Folge, dass von der
der Spitze gegenuberliegenden Seite Licht emittiert wird. Dieses Licht kann nun detektiert
werden. Die Auflosung wird bei der SNOM nicht durch die Wellenlange begrenzt, sondern
durch die Geometrie, insbesondere durch die GroRe der Offnung an der Spitze. Die Auflo-
sung konnte mit dieser Methode bis @%f\/erbessert werde@GO].

Bei den submikroskopischen Lichtquellen wird zwischen zwei Typen unterschieden: aper-

turbasierte SNOM und Streu-SNOM (sSNOM, scattering SNOM).
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4

=0 0@ X

=0 e® ¥

Abb. 6: Evaneszente Felder kdnnen mit zwei Arten von submikroskopischen Lichtquellen erreicht werden. Die
Apertur-SNOM besteht aus einer Spitze mit einer Apertur von 30+4@0(a). Alternativ hierzu kann eine
Spitze ohne Apertur verwendet werden. Hierbei wird die Spitze von einer normalen Lichtquelle beleuchtet.
Das evaneszente Feld entsteht dann an der kleinen (eanl®etallspitze (b).

Apertur-SNOM
Bei der aperturbasierten SNOM wird eine optische Faser an inrem Ende durch Atzen oder
Ziehen so verandert, dass eine Spitze von nur wenigen Nanometern Durchmesser entsteht.
Diese Spitze wird mit einem Mantel aus Metall verspiegelt, wobei eine Offnung (Apertur)
von etwa 20-30@:m am Apex der Spitze verbleibt. Wird nun monochromatisches Licht (La-

ser), dessen Wellenlange grof3er ist als der Aperturdurchmesser, in diese Faser eingekoppelt,
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zeigt das Licht nach Durchtritt durch die Apertur die gewiinschten Nahfeldeigenschaften
(vgl. Abbildung[6 a). Innerhalb der Faser bricht die Lichtleitungseigenschaft zusammen, so-
bald die Wellenlange des Lichts den Durchmesser tUberschreitet. In einem solchen Fall wiirde
das Licht aus der Faser herausstreuen. Dies wird jedoch durch den Metallmantel verhindert.
Nur ein geringer Teil des Lichts tritt durch die Offnung, der Rest wird als Warme abgegeben

oder reflektiert.

Streu-SNOM (sSNOM)
Die Streu-SNOM beruht dagegen auf einem anderen Prinzip. Anstelle einer Faser kdnnen
metallbedampfte AFM-Spitzen wie auch Spitzen aus massivem Metalldraht (Silber, Gold)
verwendet werden. Diese Art der Spitzen bietet die Moglichkeit, eine sehr kleine Lichtquel-
le herzustellen, wenn sie von aufen beleuchtet werden (vgl. Abbi[dung 6 b). Wahrend die
Auflésung bei der Apertur-SNOM durch die Apertur begrenzt wird, ist bei der sSSNOM in er-
ster Naherung die Gro3e der Spitze (cani@) der limitierende Faktor. Hier werden durch
stark begrenzte Felder héhere Auflosungen erreicht. Nachteil dieser Methode ist das ho-
he Untergrundsignal in den Spektren, verursacht durch die Beleuchtung der gesamten Probe.

Die Intensitat des emittierten Lichts bei der sSSNOM ist hoher als bei aperturbasierter SNOM.

2.6 Spitzenverstarkte Raman-Streuung

Die oberflachenverstarkte Raman-Streuung kann die schwachen Signale verstarken, indem
die Probenmolekile auf einen Silberinselfilm aufgebracht werden. Es konnte jedoch beob-
achtet werden, dass nicht alle Silberpartikel SERS-aktiv, d.h. verstarkend, wirken. Auf der
Oberflache sind sogenannte ,Hot-Spots* zu beobachten, an denen die Verstarkung besonders
hoch ist. Wessel entwickelte die Idee, den Silberpartikel in die Néahe der Probe zu bringen
[43]. Zu diesem Zeitpunkt war aber keine Technik vorhanden dies zu realisiseren. Spater
entstand die Idee, den aktiven Silberpartikel Uber eine Rastersondenspitze auf die Probe zu
bringen. Im Jahre 2000 konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, auf diese Weise die
schwachen Raman-Signale von Brilliant-Kresyl-Blau ung @it einem auf der Spitze eines

Rasterkraft-Mikroskops lokalisierten Silberpartikels zu verstarken [44]. In der Folge wurde
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diese Technik als spitzenverstarkte Raman-Streuung (TERS, tip-enhanced Raman scattering)
bezeichnet [61, 62, 63]. Ahnlich wie bei der Herstellung von Silberinselfilmen wird auch
beim TERS die Silberschicht auf die Spitze aufgedampft oder gesputtert. Zum Einsatz kom-
men hauptsachlich kommerzielle AFM-Spitzen aus Silizium. Es ist jedoch auch mdoglich,
geatzte oder gezogene Glasspitzen oder massive Metallspitzen zu verwenden. Wichtig bei
der Wahl der Spitze ist die GroRe. Sowohl der Durchmesser als auch der Offnungswinkel
sollte klein sein, um einen kleinen Silberpartikel zu bilden. Gewdhnlich werden Spitzen mit
einem Durchmesser zwischen 10 und&0 verwendet. Gegenliber der oberflachenverstark-

ten Raman-Streuung bietet TERS einige Vorteile. Die Lokalisierung des aktiven Partikels auf
einer AFM-Spitze bietet die Méglichkeit, die Verstarkung gezielt auf die Probe zu bringen.
Der durch die Grof3e der Spitze limitierte Silberpartikel bietet weiterhin eine héhere Auflo-
sung. Da TERS mit einem Rastersonden-Verfahren kombiniert ist, kann mit der spektralen
Information gleichzeitig auch die Topographie der Probe aufgenommen werden.

Betrieben wird TERS vornehmlich im intermittent-contact“-Modus des Rasterkraft-Mi-
kroskops (vgl. Kapitgl 2]1). Dies hat den Vorteil, dass die Spitze in einen optimalen Abstand
zur Probe gebracht werden kann, ohne das Silberpartikel zu zerstéren oder zu entfernen. Die
Oszillation der Spitze bewegt sich bei diesem Verfahren in einem Bereich von einigen Nano-
metern, sodass eine Abschwéachung der Verstarkung um einen Faktor 100 bis 1000 mdglich

ist [64,/65]. Dies hat zur Folge, dass nur eine gemittelte Verstarkung angegeben werden kann.

2.7 Multivariate Datenanalyse

Fir einen Menschen ist es schwierig, in einer grol3en Menge von Zahlenwerten, Muster zu
erkennen|[66]. Werden diese Zahlenwerte jedoch graphisch dargestellt, wird es wesentlich
einfacher. Ein Hilfsmittel diese komplizierten Zusammenhange einfacher darzustellen, bietet
die Multivariate Datenanalyse. Unter diesem Oberbegriff wird eine Vielzahl von Methoden

zur Auswertung zusammengefasst. Allen Methoden ist gemeinsam, aus einer grof3en An-
zahl von Daten die relevanten Informationen herauszufiltern und Zusammenhénge zwischen
verschiedenen Variablen herzustellen. Gangige Methoden der multivariaten Datenanalyse
sind z.B. die Hauptkomponentenanalyse (PCA, principal component analysis), Clusterana-

lyse oder die Partial Least Square Regression (FLS) [67, 27].
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Im Folgenden soll in die fur diese Arbeit hauptsachlich verwendeten multivariaten Metho-
den, Hauptkomponentenanalyse, hierarchisches Clustern und K-Means-Clustern, eingefihrt

werden.

2.7.1 Hauptkomponentenanalyse

Im Jahre 1901 formulierte der Statistiker Karl Pearson zum ersten Mal eine Theorie zur
Hauptkomponentenanalyse [24]. War diese Methode zunachst hauptsachlich im Bereich der
Psychoanalyse anzutreffen, wurde sie ab den 1960er Jahren in der Biologie und der Chemie
eingefuhrt. Die zunehmende Verbreitung, auch in den anderen Naturwissenschaften, gelang
dann mit der steigenden Verflugbarkeit von Computern. Vor allem in der Spektroskopie ist
die Hauptkomponentenanalyse nicht zu entbehren.

Das Prinzip der Hauptkomponentenanalyse beruht darauf, eirtémensionalen Daten-

raum auf einemn-dimensionalen Raum zu reduzieren bei derkleiner ist alsn ist. Durch

die Reduktion der Daten soll erreicht werden, dass flr eine groRe Datenmenge ein Uberschau-
bares Modell erstellt wird, das die Daten jedoch mdglichst gut beschreibt. Einfacher gesagt:
Aus einem unibersichtlichen Datensatz mit versteckter Information entsteht ein Datensatz
der die wichtigsten Information tbersichtlich darstellt, ohne dabei relevante Informationen
durch die Datenreduktion zu verlieren.

Die Reduktion der Daten erfolgt durch die Zusammenfassung stark miteinander korrelierter
Variablen. Variablen, die korreliert sind fihren zu weitgehend identischen Ergebnissen. Bei
der Hauptkomponentenanalyse wird davon ausgegangen, dass sich hinter stark korrelierten
Messgrof3en eine dritte, nicht messbare Grol3e versteckt. Diese im Hintergrund stehenden
GrolRen werden als Hauptkomponenten (PC, principal components) bezeichnet. Sie beinhal-
ten die grof3te Varianz, die Hauptverdnderungen der Daten, die ein Mal3 fir den Informati-

onsgehalt darstellt.

Die Hauptkomponentenanalyse arbeitet mit Daten, die als Punktwolke in eirdim
mensionalen Koordinatensystem vorliegen (Abbild{ing 7 a). In diese Punktwolke werden
neue Koordinatenachsen gelegt und so rotiert, dass die erste Achse in Richtung der gré3ten

Varianz zeigt. Die zweite Achse ist orthogonal zur ersten und beschreibt die Richtung der
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Abb. 7: In einem 3-dimensionalen Raum liegen verschiedene Daten als Punktwolke vor (a). Bei der Hauptkom-
ponentenanalyse werden in diese Punktwolke neue Koordinatenachsen entlang der gréf3ten Varianzen gelegt
(b). Werden diese Achsen (Hauptkomponenten, principal components, pc) als neue Koordinatenachsen ver-
wendet (c) kdbnnen Gruppen oder Strukturen leichter erkannt werden (d). Die Auftragung der ersten gegen die
zweite (PC 1 gegen PC 2) wird als ,Scores-Plot" bezeichnet.

zweitgrof3ten Varianz (Abbildurid 7). Fir einerdimensionalen Raum ergeben sich somit
Achsen, die alle senkrecht aufeinander stehen.

Ein Mal} fur die Gute der Beschreibung der Daten ist die erklarte Varianz. Sie beschreibt die
Anzahl der Datenpunkte, die mit einer Hauptkomponente erklart werden. Die ersten funf bis
zehn Hauptkomponenten enthalten normalerweise die Informationen, wahrend die folgen-
den Hauptkomponenten hauptsachlich Rauschen enthalten.

Die gangigste Darstellung einer Hauptkomponentenanalyse ist der ,Scores-Plot“. Hier wer-
den die Hauptkomponenten gegeneinander aufgetragen und Korrelationen von Datenpunkten

kénnen schnell sichtbar gemacht werden (Abbildung 7 c und d).

2.7.2 Clusteranalyse

Die Clusteranalyse verfolgt gegeniber der Hauptkomponentenanalyse einen anderen Ansatz.

Hier werden die Daten aufgrund ihrer Distanz in der Datenwolke zusammengefasst [26]. Aus
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einer Datenwolke mit einer unibersichtlichen Anzahl an Datenpunkten werden einige weni-
ge Cluster gebildet, die die Daten optimal beschreiben .

Bei der Clusteranalyse wird zwischen hierarchischen und partitionierenden Verfahren unter-
schieden. Die hierarchischen Verfahren kdnnen dartber hinaus agglomerierend (Zusammen-
fassen einzelner Cluster zu gréf3eren Einheiten) oder unterteilend (Unterteilung eines grof3en
Clusters in kleinere) sein. Des Weiteren wird zwischen tiberwachten und untiberwachten Ver-
fahren unterschieden.

Im folgenden Abschnitt sollen nur die fur diese Arbeit genutzten Verfahren des hierarchi-

schen Clusterns [68, 69] und des K-Means-Clusterns [70] beleuchtet werden.

Hierarchische Clusteranalyse

Die hierarchische Clusteranalyse wird in drei Schritten durchgefuhrt: Im ersten Schritt
wird eine Abstandsfunktion gewahlt und die Distanzen der einzelnen Datenpunkte (Objek-
te) zueinander ausgerechnet. Gangige Abstandsfunktionen sind die euklidische Distanz, die
Mahalanobis-Distanz [71] oder die Minkowski-Metrik [72]. Das Ergebnis ist eine Matrix mit
den Distanzen aller Objekte zueinander.
Der zweite Schritt erstellt das Dendrogramm, die Baumstruktur. Hierzu werden die Objek-
te mit Hilfe eines Algorhitmus nach ihrer Nahe zueinander zusammengefasst. Oft genutzte
Methoden fiur diesen als ,Linkage* bezeichneten Schritt sind das ,single linkage clustering®,
mit der kleinsten Distanz zwischen den Objekten als Kriterium, das ,complete linkage clu-
stering”, das die grofte Distanz der Daten nutzt, und die Methode nach Ward, bei der eine
Aufsummierung der Varianzen geschieht. Das Ergebnis des ,Linkage" ist ein Dendrogramm,
dessen X-Achse die Nummer des Clusters (Datenpunktes) und dessen Y-Achse die kophene-
tische Distarﬁ enthalten und die Entfernung der einzelnen Cluster zueinander zeigt. Diese
Art der Darstellung ist hilfreich, um eine sinnvolle Anzahl an Clustern fir den dritten Schritt
zu finden.
Im dritten Schritt wird entschieden, an welcher Stelle im Dendrogramm ein Schnitt gemacht

werden soll. Mathematisch heifl3t dies, unterhalb welcher kophenetischen Distanz die Daten-

1Die kophenetische Distanz zweier Objekte ist ein MafR dafiir, wie dhnlich sich diese beiden Objekte sein
mussen, um in den selben Cluster eingeordnet zu werden.
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punkte zusammengefasst werden. Hierbei kann zwischen zwei Verfahren gewahlt werden.
Die naturliche Gruppierung sucht selbstandig nach Strukturen innerhalb des Dendrogramms
und ordnet die Objekte diesen Clustern zu. Das Vorgeben einer Anzahl von Clustern, die
anhand des Dendrogramms ermittelt wurden, ist die zweite Méglichkeit, die Objekte zusam-

menzufassen.

K-Means Clusteranalyse
Das K-Means-Verfahren beruht, anders als das hierarchische Clustern, nicht auf der Be-
rechnung einer Baumstruktur, sondern auf der Partitionierung der Daten in eine Anzahl von
k vorgegebenen Clustern [70]. Es wird hierbei nicht die Gruppierung innerhalb der Daten
beschrieben, sondern eine einzige Ebene von Clustern erzeugt. Der K-Means-Algorithmus
bendotigt ebenfalls eine Abstandsfunktion sowie eine maximale Anzahl von Clustern, die vor-
gegeben wird. Der Algorithmus lauft in vier Schritten ab.
Zunachst werdert: zuféllige Clusterzentren in den Daten ausgewahlt (Schritt 1). Die an-
schlieRende Berechnung der Distanzen der Daten zu den Clusterzentren fuhrt zu einer Zu-
ordnung zum néachstgelegenen Cluster (Schritt 2). Fir jeden neu entstandenen Cluster wird
das Clusterzentrum neu berechnet (Schritt 3). Verandern sich bei dieser Neuberechnung die
Abstande zum Zentrum nicht, ist das Clustern beendet. Andern sich die Abstande jedoch,
wird mit Schritt 2 weiterverfahren (Schritt 4). Die Neuzuordnung der Datenpunkte zu den
Clusterzentren erfolgt so lange, bis keine Verdnderung mehr auftritt. Das Ergebnis ist eine
kompakte Clusterzuordnung mit der bestmoglichen Separation der Daten.
Da es sich beim K-Means-Algorithmus um eine uniiberwachte Methode handelt, birgt die
zufallige Wahl der Startzentren, wie in Schritt 1 beschrieben, einige Risiken. Dies kann dazu
fuhren, dass die Ergebnisse zweier Laufe mit identischen Parametern deutlich voneinander

abweichen. Fiir einen schnellen Uberblick kénnen dennoch gute Ergebnisse erzielt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Beschreibung der Experimente

Die Ergebnisse in dieser Arbeit beschreiben zwei verschiedene Experimente, bei denen un-
terschiedliche Methoden zur Analyse von Oberflachen verwendet wurden. Der erste Teil
beschreibt die Entwicklung einer Methode, mit deren Hilfe eine spezifische Unterscheidung
von Oberflachenkomponenten auf der Nanometer-Skala erméglicht werden soll. Durch die
Anwendung von multivariaten Verfahren auf Kraft-Distanz-Kurven soll ein chemischer Kon-
trast ermittelt werden. Im zweiten Teil wird die spitzenverstarkte Raman-Streuung auf Bakte-
rienzellen angewendet, um auch hier chemische Kontraste unterschiedlicher Zellwandkom-

ponenten zu beobachten.

3.1.1 Kraftspektroskopie

Das Zwei-Komponenten Modellsystem

Um die Anwendung multivariater Datenanalyse-Methoden auf Kraft-Distanz-Kurven zu un-
tersuchen ist, ein einfaches aber aussagekraftiges Modell-System notwendig. Hierbei ist es
wichtig, dass sich die verwendeten Materialien in ihren chemischen und physikalischen Ei-
genschaften stark voneinander unterscheiden. Zu Beginn sollte das System madglichst einfach
gehalten werden, daher wird ein Zwei-Komponenten-System gewahlt. Da die Eignung der
Methode flr biologische Problemstellungen untersucht werden soll, wurde ein System, be-
stehend aus einer biologischen und einer nicht-biologischen Komponente, ausgewahlt.

Fur die nicht-biologische Komponente wurde Glimmer, ein atomar-flaches Schichtsilikat,
ausgewahlt. Auf diese Oberflache wurde dann die biologische Komponente, das Protein Cy-
tochrom C (siehe Abbildurid 8), das in den Mitochondrien der Zellen bei der oxidativen Phos-

phorylierung (Energiegewinnung) eine Rolle als Elektronentransporter spielt, aufgebracht.

Diese Komponenten bieten verschiedene Oberflachentypen, von einer negativ geladenen,

harten Oberflache beim Glimmer bis hin zu einer neutralen, weichen Oberflache durch das
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Abb. 8: 3D-Darstellung eines Cytochrom C-Molekdils. In dieser Darstellung zeigen die Oberflachen den Radius
der Elektronenwolken. Im Inneren des Molekiils befindet sich der Ligand, ein Him-Molekdil.

Cytochrom C.

Das Drei-Komponenten-System
Nachdem mit dem Zwei-Komponenten-System gezeigt werden konnte, dass mit Hilfe mul-
tivariater Datenanalyse-Methoden versteckte Information aus grof3en und untbersichtlichen
Datensatzen dargestellt werden konnen, soll an einem komplexeren System aus mehreren
Komponenten die Funktion der Methode bestétigt werden. In Vorversuchen stellte sich her-
aus, dass eine Unterscheidung von Glas und Gold mdglich ist. Um ein System aus drei Kom-
ponenten zu erstellen, wurde eine Probe mit Avidin-Molekilen auf einer Oberflache aus
Gold und Glas hergestellt. Eine prazise Platzierung der Avidin-Molekule in der Nahe der
Glas-Gold-Grenze war mit der bisher verwendeten Methode nicht moglich. Durch das Auf-
bringen einer Proteinldsung und der anschlieRenden Trocknung unter Argon, konnte keine
kontrollierte Verteilung der Proteine auf der Oberflache erreicht werden. Es wurde deshalb
auf ein System von Inseln aus Avidin-Molekulen, die mithilfe des ,Microcontact Printing“
aufgebracht wurden, zurlickgegriffen. Aufgrund der GroRRe der Avidin-Inseln (quadratisch,
Kantenlange 2@mn) und der regelméaRigen Verteilung der Inseln auf dem verwendeten Stem-

pel war es moglich, die Avidin-Molekile gezielt in der Nahe der Glas/Gold-Grenze zu posi-

tionieren (vgl. Kapite] 3.2]1).
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3.1.2 Spitzenverstarkte Raman-Streuung

Spitzenverstarkte Raman-Streuung an Bakterienzellen

Einen anderen direkteren Ansatz zur Untersuchung der chemischen Zusammensetzung von
Oberflachen biologischer Systeme auf der Nanometer-Skale bietet die spitzenverstarkte Ramar
Streuung (TERS). Diese Kombination aus Raman-Spektroskopie und Rasterkraft-Mikroskopie
verbindet die Vorteile beider Techniken. Gleichzeitig zur Topographie kann durch eine spe-
zielle Behandlung derselben Spitze auch die chemische Zusammensetzung der Probe durch
die Raman-Spektroskopie ermittelt werden. Beide Informationen sind vor allem im Bereich
der Oberflachenanalyse in den Materialwissenschaften von Interesse. In den letzten Jahren
wurde diese Technik verstarkt auch in der Chemie und den Lebenswissenschaften eingesetzt.
Gerade im Bereich der Biologie spielen sich viele Prozesse in der Zellmembran ab. Aufgrund
der Schwierigkeiten, die daran beteiligten membranstandigen Proteine zu extrahieren, konn-
ten viele der in der Membran stattfindenden Mechanismen noch nicht vollstandig aufgeklart
werden. Darunter fallen Proteine, die eine wesentliche Rolle bei der Signalweiterleitung, der
Energiegewinnung und dem Stofftransport in die Zelle spielen. Da diese Proteine die Schlis-
sel zu den Zellen darstellen, sind sie auch in der pharmazeutischen Industrie von grof3em
Interesse. Wichtig ist es, ihre Funktionsweise besser zu verstehen, um zum Beispiel Bin-
dungsaffinitaten von Antibiotika an entsprechende Rezeptoren zu untersuchen-@&ute
Untersuchung kann helfen, die Vorgange in der Membran zu klaren und Wechselwirkungen
zwischen Liganden und Rezeptoren auf der molekularen Ebene zu klaren.

Mit der spitzenverstarkten Raman-Streuung steht ein Instrument zur Verfigung, ortsabhan-
gige Messungen im Bereich einzelner Molektle zu ermdglichen. Beobachtungen von Prote-
inen in ihrer natrlichen Umgebung sind ebenso moglich, wie die Beobachtung von dynami-
schen Vorgangen innerhalb der Zellmembran.

Die spitzenverstarkte Raman-Streuung konnte bisher erfolgreich an verschiedenen Modell-
Systemen und Einzelmolekilen gezeigt werden. Neben Rhodamin 6G |73, 62], Malachit-
Grin-Isothio-zyanat [46] und Kohlenstoff-Nanoréhren wurden auch Messungen an den Nu-
kleotidbasen Guanin, Cytosin, Tymin und Adenin der DNA durchgefiihit [41], um anhand

von Markerbanden etwa eine Sequenzierung von DNA-Strangen zu erméglichen.
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In dieser Arbeit werden Messungen mit spitzenverstarkter Raman-Streuung an der Zello-
berflache des Gram-positiven BakteriuBtaphylococcus epidermidd§ CC 35984 gezeigt.
Des Weiteren wird eine Zuordnung der Banden vorgenommen, die einzelne Bestandteile der

Zellwand charakterisieren.

3.2 Kraftspektroskopie

3.2.1 Probenpraparation

Cytochrom C auf Glimmer

Eine millimolare Cytochrom C-Ldsung (Pferdeherz, Sigma, Deutschland) in bi-destilliertem
Wasser wurde hergestelltubdieser Losung wurden auf ein Stiick frisch gespaltenen Glim-
mer aufgebracht. Nach einer kurzen Trocknungsphase unter einem Argon-Strom im Exsik-
kator wurde das uberschissige Cytochrom C in zwei Waschgangen entfernt. Hierzu wurden
100! bi-destilliertes Wasser aufgebracht, sodass ein grof3er Tropfen entstand. Dieser Trop-
fen wurde dann wieder abgenommen und verworfen. Anschlie3end wurde die Probe unter

einem standigen Argon-Strom im Exsikkator vollstéandig aufgetrocknet.

Gold-Glas-Avidin
Deckglaser der GroRe 18x18 rarwurden in einer Losung aus drei Teilen Salpetersaure
(HNO;) und einem Teil Wasserstoffperoxi@{O,) fur zwei bis drei Stunden gereinigt. An-
schlie3end wurde funf bis acht mal mit bi-destilliertem Wasser gesplilt.
Die so vorbereiteten Deckglaser wurden anschliel3end unter Argon mit eimen 3@arken
Lage Gold halbseitig besputtert. Zur Abschattung wurde ein halbiertes Deckglas verwendet.
Die halbseitig mit Gold besputterten Deckglaser wurden Plasma-aktiviert (1 mbar, 100 W,
1 Minute) und anschliel3end mit Hilfe des ,,Microcontanct Printing“-Verfahreisi) qua-
dratische Inseln aus Avidin mit einer Kantenlange von.20aufgebracht (siehe Bernard et
al. [74,/7%]). Hierzu wurde ein Poly(Dimethylsiloxan)-Stempel (PDMS, Sylgard 184, Dow
Corning) durch Kopieren eines SU-8 Masters hergestellt, der 45 min bl dAushéartete.
Die so erstellte Oberflache wurde dann fur 30 min migb@er Avidin-Losung (10Qwg/m L

in 1 x PBS) benetzt. Der Stempel wurde anschlie3end mit 4 x 1 mL PBS und destilliertem
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Wasser gewaschen und unter einem Stickstoff-Strom getrocknet.

3.2.2 Messung der Kraft-Distanz-Kurven

Die Kraft-Distanz-Kurven wurden mit einem Rasterkraft-Mikroskop des Typs NanoWizard

| (JPK AG, Berlin) gemessen. Fir alle kraftspektroskopischen Experimente wurden pyra-
midale Kontakt-Spitzen aus Silizium-Nitrit mit einer Kraftkonstanten von 0,5 N/m (MLCT-
AUHW, Microscopes, USA) verwendet. Die Lange der triangularen Federarme (Cantilever)
betrug etwa 85:m. Die Spitzen wurden montiert und mit der Probe in Kontakt gebracht.
Nach Aufnahme der Topographie wurde ein Gitter mit 32x32 bzw. 40x40 Punkten Uber die

Topographie gelegt (vgl. Abbildurig 9).

Abb. 9: Fir die Messung der Kraft-Distanz-Kurven wird ein Raster Uiber die zuvor aufgenommene Topographie
gelegt. Je nach Anzahl der Messpunkte ist die Orstauflésung nur gering, so dass Details nicht immer aufgenom-
men werden. Bei der gezeigten Topographie handelt es sich um eine Anh&ufung von Cytochrom C-Molekilen
auf einer Glimmeroberflache.

Die Kraft-Distanz-Kurven wurden im sogenannten ,Absolute“-Modus aufgenommen.
Hierbei wird ein Punkt ,Z-Scan-End" definiert, der die Position der Spitze beschreibt, wenn
sie die Probe beruhrt. Des Weiteren wird eine Lange ,Z-Length“ definiert, die den Bereich

der Piezobewegung beschreibt. Im ,Absolute“-Modus startet der Piezo an der Position ,Z-

Length“+“Z-Scan-End“ und néhert sich der Probe bis zum Punkt ,Z-Scan-End* an, bevor er
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wieder zurtickgezogen wird. Zu Beginn der Messung befindet sich die Spitze auf der Probe
und wird dann in die Position ,Z-Length“+“Z-Scan-End“ bewegt, um die Kraft-Distanz-
Kurve aufzunehmen. Die Messungen wurden mit der ,Closed-Loop“-Option durchgefuhrt.
Dies hat eine Korrektur der Nichtlinearitat und der Hysterese des Z-Piezos zur Folge.

Die Kraft-Distanz-Kurven werden an den im Gitter festgelegten Punkten aufgenommen und
die Adhasion und die Steigung gemessen. Die gesamte Messung wird jeweils in einer ASCII-
Datei abgespeichert. Diese Datei enthélt Informationen tber die Position der einzelnen Punk-

te sowie sdmtliche Parameter der Messung. Ein Beispiel kann im Anhang betrachtet werden.

3.2.3 Statistische Auswertung

Fur die Hauptkomponentenanalyse und das Clustern wurden das ,Statistics“-Paket innerhalb
der Matlab-Umgebung (Mathworks, USA, Version 6) sowie das Programmpaket ,Unscra-
bler” (Camo, Norwegen, Version 9.6) benutzt. Zur Analyse der Kraft-Distanz-Kurven wurde
ferner das Programm ,IGOR" (Wavemetrics, USA, Version 4) verwendet.

Das Einladen der Daten in die Matlab-Umgebung geschah mit einem von Dr. Peter Lampen
verfassten Programm. Es wurden sowohl die eigentlichen Daten (H6he und Auslenkung des
Cantilevers) wie auch die Positionsdaten der einzelnen Punkte eingelesen. In einem nachsten
Schritt wurden die Kraft-Distanz-Kurven héhenbereinigt, da sie von der Topographie domi-
niert wurden. In einem Zwei-Schritt-Prozess wurde zunachst das Minimum jeder einzelnen
Kurve ermittelt und der Median der Positionen der Minima berechnet. Anschlie3end wur-
de jede Kraft-Distanz-Kurve mit ihrem jeweiligen Minimum in Richtung des gemeinsamen
Minimums, also in Z-Richtung, verschoben. Abbild{ing 10 zeigt verschiedene Kraft-Distanz-
Kurven derselben Probe (a). Der erste Schritt der Vorverarbeitung der Daten kann auf zwei
Arten durchgeftihrt werden. Entweder wird der Abreil3-Punkt (b) oder der Einschnapp-Punkt
(c) (vergl. Abbildund #.2 un{l]4.5) als gemeinsame Referenz bestimmt. Die durch die Ver-

schiebung der Kurven auftretenden Leerrdume werden entfernt.

Als zweite Regulierung wurde der Median der Kréfiein einem Bereich der Kraft-
Distanz-Kurven, wo kein Kontakt mit der Probe besteht, ermittelt und als ,Null* definiert.
Hierbei werden die Kurven in der F-Richtung verschoben.

Diese Art der Vorverarbeitung hat mehrere Grinde. Zum einen werden somit nicht brauch-
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Abb. 10: Schematische Darstellung der Datenvorverarbeitung. Die gemessenen Kraft-Distanz-Kurven kon-
nen sehr unterschiedliche Positionen fiir die Einschnapp- und Abrei3-Punkte aufweisen (a). Es besteht nun
die Mdglichkeit den Abrei3-Punkt als Referenzpunkt zu wahlen (b). Eine weitere Wahlméglichkeit ist der
Einschnapp-Punkt (c).

bare Datenpunkte in den Start- und Endbereichen der Kurven eliminiert, die Datenmenge
also reduziert, ohne dabei wichtige Informationen zu verlieren. Zum anderen wird die topo-
graphieabhangige Hoheninformation herausgefiltert, sodass in den nachfolgenden Rechen-
schritten die topographiebereinigten Daten zur Verfiigung stehen. Dies hat den Vorteil, dass
nur noch chemische und physikalische Eigenschaften der untersuchten Materialien in die

Berechnungen eingehen.

Ein gutes Beispiel fur die Notwendigkeit einer sinvollen Vorverarbeitung der Daten zeigt
Abbildung[I1. Hier werden Kraft-Distanz-Kurven auf verschiedenen Stellen der Glimmer-
oberflache miteinander verglichen. Die Kraft-Distanz-Kurven wurden an Punkten im unteren
(rot und griin) sowie im oberen Bereich der Probe (schwarz und blau) aufgenommen. Es zeigt
sich, dass an verschiedenen Stellen derselben Oberflache die Kurven nahezu identisch sind.
Sowohl die Steigung als auch die Adhasion liegen bei allen Kurven in ahnlichen Gré3enord-

nungen. Der gro3te Unterschied in den Kurven ist die Lage der Kurve tber der Probe. Die in
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Abb. 11: Kraft-Distanz-Kurven auf Glimmer an verschiedenen Punkten.._Die hier dargestellten Rohdaten ohne
Vorverarbeitung zeigen an verschiedenen Punkten der Probe grof3e Ahnlichkeiten. Die Unterschiede in der
Lage der Einschnapp-Punkte entstehen durch die Messmethode (vgl. Text).

diesem Fall angewendete Methode der Datenaufnahme stiitzt sich auf die in der Topographie
gemessenen Hohe der Probe. Dies bedeutet, dass zwar die LAnge der Fahrwege bei jeder
Kurve gleich sind, Start- und Endwert der Messung fur jeden Punkt von der gemessenen
Hohe abhéangen. Die rote und grine Kurve liegen im unteren Drittel der Probe und sind von
der Lage her ndher beieinander als die schwarze und die blaue Kurve. Diese befinden sich
im oberen Drittel der Probe und liegen im Kurvenbild sehr dicht beieinander. Dies deutet
auf eine Verkippung der Probe hin. Im unteren Bereich scheint die Probe hdher zu liegen als
im oberen Bereich. Auch hier zeigt sich die Notwendigkeit der Datenvorverarbeitung. Um
maoglichst vergleichbare Daten zu erhalten, kdnnen durch eine sinnvolle Vorverarbeitung Ar-
tefakte und Verkippungen der Probe ausgeglichen werden.

Die Auswahl der Parameter fir die Vorverarbeitung der Daten ist wichtig, da die Ergebnisse
malfdgeblich hiervon beeinflusst werden. Im Folgenden werden die Vorgehensweise der Da-
tenvorverarbeitung und die moéglichen Probleme aufgezeigt.

In der vorliegenden Arbeit wurde als Referenzpukt der Einschnapp-Punkt als gemeinsames
Minimum definiert (siehe Abbildung]4 in Kapitel 2.2). Begriindet werden kann dies damit,
dass hier der einzige Punkt der Kurve liegt, bei dem die Wechselwirkung zwischen Spitze

und Probe am wenigsten von Artefakten oder der Probenbeschaffenheit beeinflusst werden.
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An diesem Punkt fuhlt die Spitze zum ersten Mal die chemischen und physikalischen Ei-
genschaften der Probe. Zur Nivellierung auf einen gemeinsamen Null-Punkt wird zunachst
der Median der Kréafte aller Kurven in einem Bereich bestimmt, in dem die Spitze keinen
Kontakt zur Probe hat. AnschlieRend wird dieser Median von allen Kurven subtrahiert. Die-
ser Schritt ist nicht unbedingt notwendig, da die Kurven in diesem Bereich immer auf der
Nulllinie liegen sollten. Zur Sicherheit kdnnen so eventuell auftretende Artefakte beseitigt
werden.

Neben dem Einschnapp-Punkt als Referenz kénnte auch der Abrei3-Punkt genutzt werden.
Dies fuhrte im Vergleich jedoch zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen, weshalb hiervon ab-
geraten werden sollte. Abbildufg]10 zeigt in a das Ergebnis der hierarchischen Clusterana-
lyse mit der Verschiebung in Richtung des Abrei3-Punktes, wahrend b die gleiche Analyse

mit der Verschiebung in Richtung des Einschnapp-Punktes beschreibt.

P N e

Abb. 12: Je nach Wahl des Referenzpunktes fir die Vorverarbeitung der Daten kdnnen unterschiedliche Ergeb-
nisse erziehlt werden. Beide Darstellungen zeigen die erste Hauptkomponente einer Messung von Cytochrom
C auf Glimmer. Hierbei wurden der Abreif3-Punkt (a) und der Einschnapp-Punkt (b) als Referenzpunkte fir die
Vorverarbeitung der Daten verwendet. Deutlich ist ein Unterschied der beiden Bilder zu erkennen.

Die Unterschiede sind schon auf den ersten Blick ersichtlich. Bei der Verschiebung in
Richtung des Abreil3-Punktes wird die Proteinoberflache nur unzureichend beschrieben. Die
Diskrepanz zwischen beiden Punkten liegt vor allem in der gré3eren Flexibilitat des Abreil3-
Punktes. Wahrend der Einschnapp-Punkt aufgrund der Annéherung an die Probe in den mei-
sten Féallen an derselben Stelle liegt, ist der Abreil3-Punkt durch die chemischen und phy-
sikalischen Eigenschaften der Probenoberflache weitaus flexibler. Das Abreil3en der Spitze

kann, je nach Untergrund, friilher oder spater erfolgen. Dies bedeutet fir eine Verschiebung
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in Richtung des Abreil3-Punktes, dass einige der Kraft-Kurven sehr stark geschoben werden
missen. Dies kann zu einem Verlust relevanter Datenpunkte im Bereich der Steigung fuhren.
Die Datenreduktion hatte dann negative Begleiterscheinungen, die das Ergebnis verfalschen
wurden.

Der Einschnapp-Punkt als Minimum ist somit die bessere Wahl. Fir jeden Bereich der Kraft-
Distanz-Kurve (Anndherungsweg, Steigungsast) werden so etwa gleich viele Datenpunkte
pro Kurve bereitgestellt.

Die Hauptkomponentenanalyse wurde mit dem Programm ,princomp* durchgefihrt. Als
Datensatz wurden die vorverarbeiteten Daten tUbergeben. Die Clusteranalyse wurde mit den
in Matlab implementierten Programmen ,pdist®, ,linkage*, ,dendrogram* und ,cluster” fir

die hierarchische Clusteranalyse und ,kmeans* fur die Analyse mit dem K-Means-Algorhitmus

durchgefuhrt (vgl. Anhang B.2).

3.3 TERS

3.3.1 Probenpraparation

Eine Kolonie vonStaphylococcus epidermidmurde mit einer Impfose aufgenommen und

in 1 ml H,0O suspendiert. Anschliel3end wurden 10D der Suspension abgenommen und
auf 1 ml aufgefullt und gut resuspendiert. 20. dieser Bakteriensuspension wurden auf
ein gereinigtes Deckglas mit einem Durchmesser von 10 mm aufgebracht und im Vakuum
getrocknet. Das Deckglas wurde in einer L6sung aus drei Teilen Salpeter&&aire;j und

einem Teil Wasserstoffperoxid#O,), wie oben beschrieben, gereinigt.

3.3.2 Spitzen

Fir die TERS-Messungen wurden kommerzielle AFM-Spitzen (NSG-10, NT-MDT, Russ-
land) verwendet. Diese Non-Contact-Spitzen haben eine pyramidale Form und sind am En-
de der Spitze etwa 10m grol3. Die Resonanzfrequenz des Cantilevers liegt bei etwa 255
kHz. Die Kraftkonstante der Spitze ist typischerweise 11,5 N/m. Die Spitzen wurden mit ei-
ner 20nm Silberschicht bedampft (BALTEC, Liechtenstein). Zum Schutz vor Oxidation und

Verschmutzung wurden die Spitzen unter Reinst-Argon (Argon 6.0, AirLiquide) aufbewabhrt.
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3.3.3 Aufbau und Messung

Fur die TERS-Messungen wurde ein kombiniertes System, bestehend aus einem Rasterkraft-
Mikroskop (NanoWizard I, JPK AG, Berlin) montiert auf einem inversen Mikroskop (1X71,
Olympus, Japan) und einem Raman-Spektrometer (LabRam HR, JobinYvon, Frankreich)

verwendet. Abbildung 13 zeigt den schematischen Aufbau des Systems in Anlehnung an

Rasterkraftmikroskop H

Probentisch

Objektiv

XY-Probentisch Piezo

Z-Verschiebung

Photodiode

Laser 530,9 nm Kanten-
Filter

Interferenz-
Filter
Spektrometer
und
CCD-Kamera

Abb. 13: Die schematische Darstellung eines TERS-Aufbaus zeigt die wichtigen Komponenten sowie den Weg
des einstrahlenden und emittierten Laserlichts. Der Messkopf des AFM steht auf einer Dreipunktlagerung.
Die Probe kann Uber eine Grobjustierung und eine Feinjustierung tiber Piezoelemente unter der Spitze bewegt
werden. Der Laserstrahl wird tGiber eine Faser in das Spektrometer eingekoppelt und tiber ein Mikoskopobjektiv
auf die Spitze fokussiert. Das emittierte Licht wird durch dasselbe Objektiv gesammelt und durch einen Filter
in das Spektrometer gefuhrt.

Der AFM-Messkopf steht mit einer Dreipunktlagerung auf dem Verfahrtisch des Mi-
kroskops, um eine grobe Justierung (Genauigkeit 1Q+2( der Spitze Uber der Probe zu

erlauben. Die Probe wird auf einem Probenhalter platziert, bestehend aus einer Kombination
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von grobem XY-Verfahrtisch und XY-Piezotisch. Der Strahl des anregenden Lasers (Inno-
va 300c, Krypton-lonen, Coherent, Wellenlange 539 USA) wird von unten durch ein
Olimmersionsobjektiv (60fache VergréRerung, numerische Apertur (NA) 1,45, Olympus, Ja-
pan), welches auf einem in Z-Richtung verschiebbaren Piezo (PIFOC, Physik Instrumente
GmbH & Co. KG, Deutschland) montiert ist, auf die AFM-Spitze fokussiert. Das emittierte
Licht wird Uber dasselbe Objektiv gesammelt und Uber einen Filter in das Spektrometer ge-
leitet. Dort werden die Spektren von einer stickstoffgekihlten CCD-Kamera detektiert und
am Computer ausgewertet.

Nach der Montage der AFM-Spitze, wird diese mit der Grobjustierung des Rasterkraft-
Mikroskops in die Nahe des Laserfokus gebracht. Nach der Justierung des Lichtzeigersy-
stems wird die Resonanzfrequenz der Spitze bestimmt. Uber die Resonanzfrequenz wird
dann der ,Set-Point* festgelegt und anschliel3end die Spitze der Probe angenadhert. Nach-
dem die Spitze im Regelkreis ist, wird der Laser auf die Spitze fokussiert und eine Messung
durchgefuhrt. Wahrend dieser Messung wird Uber einen Seitenausgang des Mikroskops das
von der Spitze reflektierte Licht des Lasers von einer Photodiode detektiert (vgl. Abbildung
[13). Der gemessene Strom der Photodiode wird anschlieBend umgerechnet und dann als
Hell-Dunkel-Bild dargestellt. Theoretisch befindet sich die Spitze am Ort der héchsten Re-
flexion, da sie sich dann optimal im Fokus des Lasers befindet. Die Position der Spitze wird
auf dem Bildschirm markiert und anschlieRend das System so umgestellt, dass nicht mehr
die Spitze Uber der Probe, sondern vielmehr die Probe unter der Spitze bewegt wird. Dies hat
den Vorteil, dass die Spitze optimal im Fokus des Lasers verbleibt, gleichzeitig aber auch die
Aufnahme einer Topographie mdglich ist, bzw. der gesamte Arbeitsbereich des Rasterkraft-
Mikroskops zur Verfiigung steht.

Nachdem die Probenoberflache abgerastert und eine geeignete Stelle auf der Probe gefunden
wurde, wird die Spitze auf die gewlinschte Position gebracht und ein Raman-Spektrum auf-
genommen.

Die Auswertung der Spektren wurde mit ,IGOR" (Wavemetrics, USA, Version 4) durchge-

fahrt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Zwei-Komponenten Modellsystem - Cytochrom C auf Glimmer
4.1.1 Topographie

Fur die Untersuchung der Kraft-Distanz-Kurven ist es notwendig, Vergleichsdaten der Pro-
benoberflache bereitzustellen. Eine Moglichkeit bietet die Aufnahme der Proben-Topographie.
Abbildung[14 zeigt einen linienkorrigierten Ausschnitt von etwa 450 mal 450nm der

Probe. Bei der Linienkorrektur wird ein Polynom fiir jede einzelne Linie berechnet und un-
abhangig von der Umgebung die Schraglage der Probe abgezogen. Dies hat zur Folge, dass

kleine Objekte starker hervorgehoben werden kénnen.

9 nm

100 nm BYLL

Abb. 14: Die linienkorrigierte Topographie zeigt eine runde Strktur mit einer Hohe von etwa@d einem
Durchmesser von 9@m. Wird die GroRRe eines einzelnen Cytochrom C-Molekils(8) einbezogen, so
handelt es sich bei der Struktur um eine Akkumulation von Molekilen auf der Glimmer-Oberfléche.

Auf der homogenen und glatten Oberflache ist eine elliptische Erh6hung in der Mitte zu

beobachten. Da sich auf der Probe nur Cytochrom-C-Molekiile befinden, handelt es sich bei

der elliptischen Struktur um Cytochrom-C-Molekiile. Bei einer Grol3e der Struktur von etwa
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100nm mal 70nm und einer Hohe von etwa ®&n muss es sich um eine Anh&aufung von
Proteinen handeln. Da ein einzelnes Cytochrom-C-Molekil einen Durchmesser von etwa 3-
4 nm hat, liegen auch mehrere Lagen von Proteinen tGbereinander vor.

Dies ist bei der Auswertung der Daten zu beachten, da zwischen einem System aus Spitze-
Cytochrom C-Glimmer und einem System Spitze-Cytochrom C-Cytochrom C-Glimmer Un-

terschiede bestehen kdnnen.

4.1.2 Kartierung

Fur die der Kraft-Distanz-Kurven wurde ein Gitter von 32 mal 32 Punkten Uber die Topo-
graphie gelegt. Die Dichte an Punkten ist geringer als etwa bei der Aufnahme der Topogra-
phie (512 mal 512 Pixel). Dies fuihrt dazu, dass nicht die gesamte, sondern nur etwa 25 %
der Oberflache (Annahme bei einer Spitzengrol3e von etwa50mit den Kraft-Distanz-
Kurven abgedeckt wird. Griinde fur die geringere Dichte der Kraft-Distanz-Kurven finden
sich im bereitgestellten Messprogramm. Die Speicherung der Daten im ,ASCII“-Format
fordert einen hohen Bedarf an Speicherplatz. Bei einer Anzahl von 32x32 Kraft-Distanz-
Kurven mit je 4096 Datenpunkten und einer Bit-Zahl von 16 pro Datenpunkt ergibt sich eine

SpeichergréRe von:

16bit - 4096Datenpunkte 1024Messpunkte 5Spalten 0, 125Bits/Byte = 41 Mbyte (4.1)

Eine Erh6hung der Anzahl der Datenpunkte in den Bereich der Topographie (512 mal 512)
vergrof3ert die Dateien derart, dass sie schwer zu handhaben sind (bis zu 10 GByte). Ein
weiterer Grund fir diese geringe Punkteanzahl ist die Erhéhung der Anzahl an Datenpunkten
pro Kurve. Da wahrend der Vorverarbeitung der Daten die Anzahl der Datenpunkte bei der
Verschiebung in Z-Richtung reduziert wird, ist eine moglichst hohe Zahl an Datenpunkten
fur eine qualitativ hochwertige Kurve notwendig. Es muss also ein Kompromiss zwischen
der Qualitat der Daten und der durch Kraft-Distanz-Kurven abgedeckten Probenoberflache
gefunden werden. Fur ein Modell-System ist eine hohe Qualitat der Daten wichtig, da nicht

absehbar ist, wie sich die Daten wahrend der folgenden Analyseschritte verhalten.
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4.1.3 Adhéasion und Steigung

Wahrend der Messung werden zwei Kenngrol3en fur Kraft-Distanz-Kurven an den einzelnen
Gitterpunkten gezeigt. Es handelt sich hierbei um die Steigung im repulsiven Teil der Kurve

und die Adhasion (siehe Kapifel 2.2).

Abb. 15: Adhasion (a) und Steigung (b) der Kraft-Distanz-Kurven. Die Adhasion (a) zeigt eine der Topogra-
phie vergleichbare Strukturierung. Es handelt sich hierbei um die Rohdaten, bei der die Hoheninformationen
dominieren. Im Gegensatz zur Adh&sion zeigt die Steigung (b) keinerlei Hinweise auf unterschiedliche Kom-
ponenten auf der Probe.

Abbildung[I5 zeigt Adhasion (a) und Steigung (b) der Kraft-Distanz-Kurven, so wie sie
vom Messprogramm gespeichert werden. Die Adhéasion wird dabei als Distanz zwischen
dem absoluten Minimum der Kurve und dem letzten gemessenen Wert der Kurve definiert.
Die Steigung wird ebenfalls zwischen dem absoluten Minimum und dem Punkt ,Z-Scan-
End“ der Kurve berechnet. Die Adh&sion zeigt wegen des verwendeten Algorithmus eine
gute Ubereinstimmung mit der Topographie. Die Steigungen geben keine signifikante Aus-

sage Uber die Probe ab.

Neben den vom Messprogramm vorgegebenen Werten, wurden Steigung und Adhasion
auch von den vorverarbeiteten Daten berechnet. Abbilffluhg 16 zeigt die Adhasion (a) und
die Steigung (b) nach dieser Berechnung. Im Gegensatz zu den vom Messprogramm bereit-
gestellten Daten finden sich hier keine Hoheninformationen mehr. Auch bei der Adhésion
ist hier keine Unterscheidung zwischen Glimmer und Cytochrom C mdglich. Durch die Vor-
verarbeitung der Daten und die anschliel3ende Berechnung von Steigung und Adhasion fuhrt
zu einem Verlust der topographischen Informationen. Es stehen nun nur noch chemische In-

formationen zur Verfligung. Diese sind scheinbar so gering, dass eine einfache Berechnung
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Abb. 16: Adhasion (a) und Steigung (b) der Kraft-Distanz-Kurven. In dieser Darstellung sind die Héhenin-
formationen durch die Vorverarbeitung der Daten eliminiert worden. Sowohl die Adhésion (a) als auch die
Steigung (b) zeigen keine Hinweise auf oberflachliche Strukturen.

dieser Parameter nicht ausreicht, Unterschiede sichtbar zu machen.

Die gute Ubereinstimmung der gemessenen Adhasion mit der Topographie weisen darauf
hin, dass hier die topographischen Informationen eine grol3e Rolle spielen und die chemi-
schen Informationen Uberlagern. Die Steigung in den Kraft-Distanz-Kurven zeigt bei den
gemessenen Werten ein homogenes Bild. Es ist nicht zwischen Glimmer und Cytochrom C
zu unterscheiden. Nach der Vorverarbeitung der Daten entfallen die Hoheninformationen,
sodass die Adhasion keine Unterscheidung mehr zwischen den untersuchten Materialien zu-
lasst. Sie zeigt eine ebenso homogene Verteilung wie die Steigung. Anhand der vorliegenden
Daten kdénnen Cytochrom C und Glimmer nicht aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften

voneinander unterschieden werden.

4.1.4 Kraft-Distanz-Kurven

Kraft-Distanz-Kurven von verschiedenen Materialien haben oft ein sehr ahnliches Ausse-
hen. Abbildung 17 zeigt Kraft-Distanz-Kurven, die sowohl auf Glimmer (blau) als auch auf

Cytochrom C (rot) aufgenommen wurden.

Die blaue Kurve zeigt einen typischen Kurvenverlauf mit dem Einschnapp-Punkt bei et-
wa 1,41,m. Der ,Z-Scan-End“-Punkt wurde fur diese Messungen bei Ly35gesetzt. Bei
einer Hohe Uber der Probe von 1,4/ werden die Krafte, mit denen an der Spitze gezo-
gen wird, grof3er als die adhasiven Krafte des Glimmer, sodass die Spitze den Kontakt zur
Probe verliert. Die Kurve gemessen auf dem Cytochrom C hat im Vergleich dazu einen spa-

teren ,Einschnapp-Punkt“. Der ,Abreil3-Punkt* ist dafir etwas friher. Auffallig ist, dass sich
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Abb. 17: Kraft-Distanz-Kurven, die auf Glimmer (blau) und Cytochrom C (rot) gemessen wurden zeigen of-
fensichtliche Unterschiede in der Lage des Einschnapp-Punktes, der Steigung und der Adhésion.

die Steigungen der beiden Materialien nur wenig unterscheiden, die Adhasion aber deutlich
verschieden ist. Anhand dieser beiden Kurven und den Unterschieden in der Adhé&sion ist
zu sehen, dass Kraft-Distanz-Kurven Informationen tber die unterschiedlichen chemischen

Eigenschaften der untersuchten Materialien liefern.

Die in Abbildung[18 dargestellten Kraft-Distanz-Kurven, sind an verschiedenen Punkte
auf der Anhaufung von Cytochrom C gemessen worden (Punkte 338 (rot), 429 (grun), 492
(blau) und 532 (schwarz)). Alle vier Kurven zeigen einen nahezu identischen Verlauf. So-
wohl in der Steigung als auch in der Adhasion sind nur geringe Unterschiede auszumachen.
Es ist jedoch zu erkennen, dass auch tber die kurze Distanz eine Verkippung der Probe zu
beobachten ist.

Eine Beurteilung der Kurven auf eventuelle Unterschiede ist mit den Rohdaten kaum mdg-
lich. Es ist hierbei nicht klar ersichtlich, ob die Einschnapp-Punkte, die Steigungen oder die
Adhasion wirklich von Kurve zu Kurve verschieden sind, oder ob die in den oben gezeigten
Daten vorhandenen Hoheninformationen Einfluss auf die Interpretation der Daten nehmen.

Nach der Vorverarbeitung der Daten ergibt sich eine andere Sichtweise auf die Daten.

Abbildung[19 zeigt dieselben Kraft-Distanz-Kurven wie Abbildiing 11 jedoch nach der

Vorverarbeitung. Die Vorverarbeitung bedeutet in diesem Fall eine Verschiebung aller Kraft-
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Abb. 18: Kraft-Distanz-Kurven der Akkumulation von Cytochrom C-Molekilen. Kurven an verschiedenen
Stellen des Cytochrom C gleichen einander sehr stark.

Distanz-Kurven hin zu einem gemeinsamen Einschnapp-Punkt. Aufgrund dieses Vorganges
wird die Hoheninformation aus den Daten entfernt, sodass diese sich nicht mehr dominierend
auf die weiteren Berechnungen auswirken kénnen. Des Weiteren wurden die Daten auch in
F-Richtung verschoben. Hierzu wurde der Median von den Bereichen der Kurve berechnet,
an denen kein Kontakt mit der Probe besteht. Dieser Wert wurde dann auf Null gesetzt und
somit ein konstanter Wert von allen Kurven subtrahiert. An den Abreif3-Punkten der schwar-
zen und roten Kurven sind auch Werte oberhalb der Null-Linie zu beobachten. Dieses kénnen
Uberschwinger sein, die durch das Zuriickschnellen des Schwingungsarms entstanden sind.

Diese Werte beeinflussen das Ergebnis jedoch nicht.

4.1.5 Hauptkomponentenanalyse

Die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse werden klassischerweise in Form der soge-
nannten Scores-Plots dargestellt. Hierbei werden die einzelnen Hauptkomponenten gegen-
einander aufgetragen, sodass eventuelle Korrelationen einfach zu beobachten sind. Abbil-
dung[20 zeigt den Scores-Plot der Hauptkomponente 1 (PC 1) gegen Hauptkomponente 2
(PC2).

Im Bereich des Nullpunktes zeigt sich die gréf3te Ansammlung von Datenpunkten. Nur
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Abb. 19: Kraft-Distanz-Kurven auf Glimmer und Cytochrom C nach der Vorverarbeitung. Hier wurde der
Einschnapp-Punkt als Referenz gewahlt.

wenige Datenpunkte liegen weiter vom Ursprung entfernt. Es kdnnen mit dieser Darstellung

zwei Bereiche unterschieden werden, auch wenn keine deutlich sichtbare Trennung auftritt.

Abbildung[2] a zeigt die Hauptkomponente 1 mit der farblichen Zuordnung wie oben
gezeigt. In Abbildung 21 b zeigt die Hauptkomponente 2. Fir diese Darstellungen werden
den Werten der Hauptkomponenten einzelne Farben zugeordnet. Die erste Hauptkomponente
zeigt eine deutliche Ubereinstimmung mit der Topographie (vgl. Abbil@g 14). In Blaut6-
nen ist die Glimmeroberflache , in Orange- und Rottonen ist die Ansammlung von Cyto-
chrom C zu sehen. Mithilfe dieser Informationen ist es nun mdglich, den Scores-Plot zu
interpretieren. Die Datenpunkte im Bereich des Koordinatenursprungs sind der Glimmer-
oberflache zuzuordnen, wahrend die Ansammlung an Datenpunkten im rechten Randbereich
dem Cytochrom C zugeordnet werden kann. Die Punkte zwischen diesen beiden gro3eren
Ansammlungen stellen die Randbereiche des Cytochrom C dar und kdnnen sowohl der Glim-
meroberflache als auch dem Cytochrom C zugeordnet werden, was darauf hindeutet, dass
sich hier beide Materialien vermischt sind. Die zweite Hauptkomponente zeigt zwar ein &hn-
liches Bild, es kann jedoch nicht zwischen der Glimmeroberflache und dem Cytochrom C
unterschieden werden. Dies bestatigt auch der Scores-Plot. Die zweite Hauptkomponente

zeigt keine Zweiteilung. In der zweiten Hauptkomponente sind die Randbereiche der Cy-



56 4.1 ZAVEI-KOMPONENTENMODELLSYSTEM- CYTOCHROM C AUF GLIMMER

PC 2

PC 1

0
B |

Abb. 20: Scores-Plot des Zwei-Komponenten-Systems. Hauptkomponente 1 (PC 1) und Hauptkomponente
2 (PC 2) werden gegeneinander aufgetragen und zeigen zwei Bereiche mit hoher Punktdichte, sowie einen
Zwischenbereich mit einer geringeren Anzahl an Datenpunkten.

Abb. 21: Die Umsetzung Hauptkomponentenanalyse mit einer Farbkodierung in Bezug auf die Lage im ver-
messenen Bereich. Die Hauptkomponenten 1 (a) und 2 (b) zeigen Unterschiede zwischen dem Cytochrom C

und der Glimmeroberflache.

tochrom C-Akkumulation &hnlichen Farben zugeordnet wie den Glimmer-Oberflachen im
unteren und oberen Drittel der Probe. Es ist mdglich, dass hier eine diinne Lage von Cyto-
chrom C-Molekulen vorliegt, die die gesamte Oberflache bedeckt. Somit sind in der zweiten
Hauptkomponente Informationen tUber Mischungen der beiden Materialien abgelegt.
Werden nun die weiteren Hauptkomponenten im Scores-Plot gegeneinander aufgetragen
(Abbildung[22), so zeigt sich, dass bei der Auftragung von Hauptkomponente zwei gegen
Hauptkomponente drei (Abbildurig |22 a) und Hauptkomponente drei gegen Hauptkompo-

nente vier (Abbildung 22 b) durchaus Gruppen beobachtet werden kénnen.

Die Scores-Plots von Hauptkomponente 5 gegen Hauptkomponente 6 (AbBildung 22 c)
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Abb. 22: Die Scores-Plots von verschieden Hauptkomponenten zeigen Informationen in den Hauptkomponen-
ten 2, 3und 4 (a und b), wahrend die Hauptkomponenten 5, 6, 9 und 10 hauptsachlich Rauschen beinhalten.
und Hauptkomponente 9 gegen Hauptkomponente 10 zeigen nur einige wenige verstreut
liegende Punkte auRerhalb des Koordinatenursprunges. Hier zeigt sich, dass in den hdhe-
ren Hauptkomponenten hauptsachlich das Rauschen dargestellt wird, also keine Information
vorhanden ist.

Abbildung[23 zeigt die Hauptkomponenten 1-8 in der farblichen Zuordnung. Es zeigt sich,
dass die Hauptkomponente 1 in erster Linie zwischen Glimmer und Cytochrom C unter-
scheidet. Die zweite Hauptkomponente dagegen zielt auf den Unterschied zwischen Glim-
mer und dem Glimmer in direkter Umgebung des Cytochrom C. Die Hauptkomponten 3
und 4 beschreiben die kleineren Spots in den Randbereichen des Cytochrom C, wahrend die
Hauptkomponenten 5 und 6 die Randbereiche des Cytochrom C selbst beschreiben. In den

Hauptkomponenten 7 und 8 stecken offensichtlich keine Informationen mehr.

Ein weiteres Kriterium zur Kontrolle der Daten bei der Hauptkomponentenanalyse ist die
Beschreibung der erklarten Varianzen jeder einzelnen Hauptkomponente. Hierbei handelt es
sich um einen Prozentsatz, der beschreibt, wie viel Varianz mit der Hauptkomponente erklart
werden kann. Fir die Hauptkomponenten 1 bis 8 ergeben sich die in Tabelle 1 aufgezeigten

Verteilungen.
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Abb. 23: Die Hauptkomponenten 1-8 (PC 1-8) beinhalten unterschiedliche Informationen Uber den vermesse-
nen Bereich. Die meisten Informationen tber die Probe stecken in den Hauptkomponenten 1 bis 3.

Dies bedeutet, dass mit der ersten Hauptkomponente 40,8% der Varianz in den Daten
erklart wird. Die zweite Hauptkomponente erklart einen weiteren Anteil von 24,8% der Va-
rianz. Auch die dritte Hauptkomponente ist mit einem Anteil von 10% noch stark an der Be-
schreibung der Daten beteiligt. Ab der vierten Hauptkomponente werden die Beteiligungen
zur Beschreibung der Varianzen weniger. Dies bedeutet, dass in diesen Hauptkomponenten
nur noch wenige Informationen stecken. Wie auch in Abbildurjg 23 zu sehen ist, stellen die

Hauptkomponenten 7 und 8 nur noch Rauschen in den Daten dar.



4.1 ZWEI-KOMPONENTENMODELLSYSTEM- CYTOCHROM C AUF GLIMMER 59

Tabelle 1: Prozentuale Anteile der einzelnen Hauptkomponenten sowie Gesamtvarianz der
erklarten Daten.

Hauptkomponente erklarte Varianz (%) Gesamtvarianz (%)

1 40,8 40,8
2 24,8 65,6
3 10,0 75,6
4 4,7 80,3
5 3,5 83,8
6 2,1 85,9
7 1,8 87,7
8 1,6 89,3

4.1.6 Hierarchische Clusteranalyse

Bei der hierarchischen Clusteranalyse kénnen, wie oben beschrieben (vgl. Kapitel 2.7.2),
verschiedene Verfahren angewendet werden. In einem ersten Schritt werden die Distanzen
zwischen den einzelnen Punkten in der Datenwolke berechnet. Hierbei kann auf die unter-
schiedlichsten Funktionen zurtickgegriffen werden. Als standardmaflige Funktionen haben
sich die euklidische Distanz, die Mahalanobis-Distanz und verschiedene Metriken etabliert.
Die hierarchischen Cluster-Verfahren in dieser Arbeit wurden mit euklidischen Distanzen
gerechnet. Ein Versuch mit Mahalanobis-Distanzen schlug fehl, da die in dieser Berechnung
notwendige Transformation der Datenmatrix aufgrund der zu homogenen Daten nicht ein-
wandfrei funktionierten.

Nach der Berechnung der euklidischen Distanzen der einzelnen Datenpunkte zueinander,
werden diese mithilfe eines weiteren Algorhitmus in Clustern zusammengefasst. Hierzu gibt
es wieder verschiedene Mdglichkeiten (vgl. Kagitel 2.7.2). In dieser Studie wurde die Ward-
Methode verwendet. Das Ergebnis ist ein sogenanntes Dendrogramm, eine baumahliche

Struktur, die Beziehungen der einzelnen Cluster zueinander grafisch darstellt.

Abbildung[24 zeigt das vollstandige Dendrogramm nach Berechnung der euklidischen
Distanzen und der Clustereinteilung nach der Ward-Methode. Hier sind die Beziehungen
aller 1024 Datenpunkte zueinander aufgefuhrt. Die X-Achse reprasentiert die einzelnen Da-
tenpunkte in einer Reihenfolge, die vom Programm so gewéhlt wird, dass die Cluster ent-
sprechend ihren Verwandtschaftsverhaltnissen zueinander passen. Auf der Y-Achse sind die

kophenetischen Distanzen aufgetragen. Diese beschreiben die Beziehung zweier Punkte zu-
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Abb. 24: Das Dendrogramm einer hierarchischen Clusteranalyse zeigt den Grad der Ahnlichkeit zwischen
jedem einzelnen Datenpunkt.

einander und werden durch die Lange der Striche dargestellt. Je langer ein solcher Strich
ist, desto weiter sind die Punkte voneinander entfernt. Auf den ersten Blick sieht man in
Abbildung eine Baumstruktur, die sich in zwei groRe Aste teilt. Bis zu einer kopheneti-
schen Distanz von 25 sind einzelne Aste noch gut voneinander zu unterscheiden. Darunter
ist nicht mehr eindeutig zu erkennen, welche Beziehungen zwischen einzelnen Punkten be-
stehen. Aus diesem Grund sollte das Dendrogramm dahingehend verandert werden, dass
eine Auswabhl der Cluster einfacher wird. Eine reduzierte Anzahl von 30 Clustern, wie sie
vom Programm vorgeschlagen wird, ist in den meisten Féllen ausreichend und l&sst genug
Interpretationsmoglichkeiten, ohne zu sehr in die Entscheidungen des Wissenschatftlers ein-

zugreifen.

Abbildung[2% zeigt daher nicht die Beziehung einzelner Datenpunkte zueinander, son-
dern vielmehr die Beziehung von drei3ig Clustern, welche die Datenpunkte enthalten. An-
hand dieser Darstellung ist es nun mdglich, eine Mindestanzahl an Clustern zu bestimmen,
die fur die Beschreibung der Daten erforderlich ist. Hierbei sollten nicht nur die Anzahl der
untersuchten Materialien, sondern auch Cluster fur das Rauschen und Artefakte mit in die

Uberlegungen einbezogen werden. Das Dendrogramm in Abbi[dyng 25 legt eine Einteilung
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Abb. 25: Die Darstellung von einer geringeren Anzahl von Clustern in Dendrogrammform erleichtert die Suche
nach einer optimalen Anzahl von Clustern fiir die endgultige Einteilung.
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Abb. 26: Eine Einteilung in neun Cluster erscheint fir die vorliegenden Daten sinnvoll. Das Dendrogramm
(a) gibt Hinweise auf eine Zweiteilung der Daten. Erst die ,Ubersetzung” in eine Farbkodierung zeigt eine
eindeutige Identifizierung der unterschiedlichen Materialien (b).

In Abbildung[26 a ist zu erkennen, dass sich das Dendrogramm sehr schnell in zwei
groRe Aste aufteilt. Der linke Ast enthalt etwa 94% der Datenpunkte (957 von 1024), wah-
rend der rechte Ast lediglich 67 Datenpunkte reprasentiert. Der linke Ast teilt sich in zwel
weitere Aste, so dass drei Cluster (A, B und C) entstehen, die etwa gleich weit voneinander
entfernt sind. Werden nun den Datenpunkten der einzelnen Cluster Farben zugeordnet und
diese Werte in das Gitter Ubertragen, ergibt sich das in Abbilflung 26 b gezeigte Bild. Die

Farben Blau bis Cyan werden Cluster A zugeordnet. Die Datenpunkte hier reprasentieren
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die Oberflache direkt in der Nahe des Cytochrom C. Griin und Gelb werden Cluster B zuge-
ordnet. Diese Datenpunkte liegen vor allem im oberen und unteren Drittel der Probe, sowie
in den Randbereichen des Cytochrom C. Cluster C (orange und rot) beinhaltet Datenpunkte
des Cytochrom C. Diese Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass in den blau eingefarbten
Bereichen eine Monolage von Cytochrom vorliegt, wéahrend die orange und rot gefarbten
Bereiche auf eine mehrere Lagen von Cytochrom C-Molekllen beschreiben. Die gelb ge-
farbten Bereiche schliel3lich reprasentieren die Glimmeroberflache. Der Farbgebung folgend
ist die Anhaufung an Cytochrom C weitaus gro3er als die Topographie vermuten lasst. Auch

die Flache neben der sichtbaren Anhaufung scheint Cytochrom C-Molektile zu enthalten.

4.1.7 K-Means Clustering

Eine weitere Clusteranalysemethode stellt der K-Means-Algorithmus dar. Hier handelt es
sich um eine uniiberwachte Clustermethode (vgl. Kapitel[2.7.2). Als Vorgabe dient lediglich
die Anzahl der maximal mdglichen Cluster.

Wegen der Anzahl der auf der Probe vorhandenen Materialien, sollten zwei Cluster fur eine
Beschreibung der Daten ausreichend sein. Durch die Datenvorverarbeitung und die damit
verbundene Entfernung der Hoheninformationen sollte fur die beiden Materialien nur noch
die chemischen Information vorliegen. Aufgrund der dominierenden Adhasion in den Kraft-
Distanz-Kurven, die sich stark unterscheiden, sollte die Anzahl von zwei Clustern ausrei-
chend sein, die Materialien mit dieser Methode zu trennen. Abbiluhg 27 a zeigt, dass bei
einer Einteilung der Daten in zwei Cluster durchaus zwischen Cytochrom C (violett) und

dem Glimmer (braun) unterschieden werden kann.

Mdglich ist die Identifizierung in dieser Abbildung jedoch nur mit Kenntnis der Topo-
graphie. Anhand der Zuordung der Datenpunkte zu einzelnen Clustern ist zu erkennen, dass
Bereiche im oberen wie auch im unteren Drittel der Probe in demselben Cluster zugeord-
net werden wie das Cytochrom C. Fir eine genauere Beschreibung der Daten reichen zwel
Cluster demnach nicht aus. Es gibt in den Daten keinerlei Hinweise, warum auch Bereiche
aulRerhalb des Cytochroms diesem Cluster zugeordnet werden. Wie schon bei der hierarchi-
schen Clusteranalyse miussen daher weitere Cluster berlcksichtigt werden, die sowohl die

Randbereiche des Cytochrom C wie auch weitere Artefakte einbeziehen. Eine Anzahl von
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Abb. 27: Eine Analyse der Daten mit dem K-Means-Algorithmus zeigt bei zwei vorgegebenen Clustern (a) kei-
ne eindeutige Unterscheidung zwischen den verwendeten Materialien. Erst mit vier Clustern (b) ist es mdglich,
Cytochrom C (gelb) und Glimmer (braun-blau) zu unterscheiden.

vier Clustern scheint hier ausreichend zu sein. Die Zuordnung der einzelnen Kraft-Distanz-
Kurven in vier vorgegebene Cluster zeigt ein detaillierteres Bild der Probe (Abbildiing 27 b).
Zum einen kann zwischen Cytochrom C (gelb) und Glimmer (blau) unterschieden werden.
Die Kraft-Distanz-Kurven im Randbereich des Cytochrom C (braun) haben Ahnlichkeit mit
Bereichen auf dem Glimmer. Ebenso deutlich ist die direkte Umgebung des Cytochrom C
(violett) zu erkennen.

Die Einteilung der Daten in Cluster mit dem K-Means Algorithmus zeigt recht gute Ergeb-
nisse. Eine Unterscheidung zwischen Cytochrom C und Glimmer ist ebenso mdglich, wie die
Bestimmung der Randbereiche des Proteins oder die mdgliche Protein-Monolage im oberen
und unteren Drittel der Probe. Fir eine schnelle Beurteilung der Daten ist dieser Algorithmus

durchaus geeignet, ein simples System zu beschreiben.

4.1.8 Vergleich der Techniken untereinander

Das Modellsystem mit zwei verschiedenen Komponenten kann mit allen drei verwendeten
multivariaten Analysemethoden hinreichend gut beschrieben werden. Die Hauptkomponen-
tenanalyse kommt mit einem geringen Aufwand an Rechenleistung und Vorarbeiten zu ei-
nem Ergebnis, mit dessen Hilfe die Unterscheidung zwischen zwei verschiedenen Materia-
lien moglich ist. Hierbei ist jedoch die Interpretation der Daten nur dann maoglich, wenn sie

grafisch umgesetzt werden. Trotz der geringen erklarten Varianzen in den ersten drei Haupt-

komponenten (75%) ist es mdglich, die Hauptinformationen aus den Daten herauszufiltern.
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Das hierarchische Clustern erfordert einen hoheren Rechenaufwand. Eine sorgfaltige Aus-
wahl der Distanzfunktionen wie auch der Cluster-Algorithmen ist essenziell, da sonst sehr
unterschiedliche und damit schwer interpretierbare Ergebnisse erzielt werden. Oftmals reicht
es nicht aus, nur die Standardwerte fur die Abstandsfunktion und den Algorithmus zu nut-
zen. Ein zweiter wichtiger Punkt in diesem Zusammenhang ist die Wahl der Clusteranzahl.
Nur anhand eines Ubersichtsdendrogramms ist es moglich, eine optimale Anzahl von Clu-
stern fur das System zu finden. Die Zahl von neun Clustern in diesem Beispiel bietet ausrei-
chend Maglichkeiten, eventuelles Rauschen in den Daten zu berlcksichtigen. Das Ergebnis
des hierarchischen Clusterns beschreibt die Daten praziser als die Hauptkomponentenana-
lyse. Besonders die Randbereiche des Cytochrom C werden beim hierarchischen Clustern
einheitlicher dargestellt, wahrend bei der Hauptkomponentenanalyse die Unterschiede ein-
zelner Punkte in diesem Bereich deutlicher herausgestellt werden.

Der K-Means Algorithmus gibt, obwohl uniiberwacht, ein zufrieden stellendes Ergebnis. Die
einzelnen Komponenten werden ebenso herausgearbeitet wie die Randbereiche des Cyto-
chrom C. Die Ergebnisse sind mit denen des hierarchischen Clusterns vergleichbar, obwohl
der Aufwand an Vorarbeiten wesentlich geringer ist. Auch im Hinblick auf die in Kapitel
[3.2.3 gewonnenen Erkenntnisse lber den Einfluss der Datenvorverarbeitung auf die Art der
Ergebnisse bei diesem Algorithmus, scheint das K-Means Clustern nur bedingt einsetzbar
zu sein. Fir einen schnellen Uberblick tiber die Daten ist diese Methode jedoch durchaus
hilfreich.

Allen vorgestellten Methoden ist gemeinsam, dass sie eine mdgliche Unterscheidung von
Einfach- und Mehrfach-Lagen an Protein aufzeigen. In allen drei Verfahren werden die Be-

reiche um die Cytochrom C-Anhaufung ahnlich dargestellt und sind somit identifizierbar.

4.2 Das Drei-Komponenten-System - Gold, Glas, Avidin

4.2.1 Topographie

Wie schon bei dem Zwei-Komponenten-System wurde auch hier zunachst die Topographie
der Probe aufgenommen, um ein Vergleichsmuster fir die anschlielienden Berechnungen

bereitzustellen. Abbildurig 28 zeigt einen 10@ mal 100.m grof3en Auschnitt der Probe.
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Abb. 28: Linienkorrigierte Topographie des Systems mit drei verschiedenen Komponenten. Die Avidin-
Molkdle liegen als inselférmige Strukturen mit einer Kantenlange von etwan2@or. Die Grenze von Glas
und Gold ist in dieser Darstellung nicht sichtbar.

Diese linienkorrigierte Abbildung zeigt deutlich die einzelnen Avidin-Inseln auf der Ober-
flache. Die Kantenlange der Inseln betragt etwa 20 Die Inseln scheinen jedoch keine ho-
mogene Flache zu bilden, sondern zeigen Bereiche mit unterschiedlich grol3er Proteindichte.
Dies ist vermutlich auf den verwendeten Stempel zurtickzufihren, oder aber die Avidin-
Molekile konnten aufgrund der Oberflachenbeschaffenheit an einigen Stellen besser haften
als an anderen.

In dieser Darstellung ist kein Unterschied zwischen der Gold- und der Glasoberflache zu be-
obachten. Der hier gewahlte Ausschnitt der Probe ist mit einer Kantenlange vomi1€€hr

grol3 und umfasst den gesamten Bereich, den der X-Y-Piezo des AFM abdecken kann. Auf
einer so grofRen Probe spielt die Verkippung eine nicht zu vernachlassigende Rolle. Bei einer
Linienkorrektur werden fur jede aufgenommene Linie die Verkippung berechnet und von den
Daten abgezogen. Befinden sich auf der Linie hohe Strukturen, werden diese hervorgehoben,
wahrend niedrigere Strukturen verschwinden. Da es sich bei der Grenze zwischen Gold und
Glas um eine Stufe von 20m handelt, teilweise aber grofl3ere Objekte vorhanden sind, ist

es moglich, dass die Grenze quasi ,herausgerechnet* wurde. Eine zweite Mdglichkeit flr

das Verschwinden der Grenze auf dieser Abbildung besteht in der Probenvorbereitung. Ver-
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mutlich lag wahrend des Aufbringens der Goldschicht auf die Oberflache die abdeckende
Maske nicht eben auf dem Glastrager. Dies hat zur Folge, dass keine scharfe Kante, sondern
vielmehr eine keilformige Abnahme der Schichtdicke entsteht, da das Gold unter die Maske

wandern kann.

541,2 mV

0mV

Abb. 29: Die seitliche Auslenkung des Schwingungsarms (laterale Deflektion) zeigt im linken Bereich der
Probe eine raue Struktur der Oberflache. Hier ist die Grenze zwischen Gold und Glas sichtbar.

Die Darstellung der lateralen Auslenkung, also der direkt gemessenen Auslenkung des
Cantilevers, wird in Abbildunp 29 gezeigt. Auf der linken Seite der Probe ist eine strukturelle
Veranderung der Oberflache zu beobachten. Dies deutet auf den Bereich hin, auf dem sich

das Gold befindet.

4.2.2 Kartierung

Wie auch im vorherigen System wurde ein Gitter Uber die Oberflache gelegt, an dessen

Punkten Kraft-Distanz-Kurven gemessen wurden. Die Anzahl der Punkte betrug 40 mal 40

(Abbildung[30).

Der Abstand zwischen den einzelnen Punkten betragi:@2,5Dies bedeutet, dass fur
jede der Avidin-Inseln eine maximale Anzahl von 64 Kraft-Distanz-Kurven mdglich ist. Die

geringe Punktdichte hat Einfluss auf die Genauigkeit der spateren Berechnungen. Aufgrund
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Abb. 30: Uber die Topograph!_e des Drei-Komponenten-Systems wird ein Gitter von 40 x 40 Punkten gelegt.
Die Punktdichte lasst einen Uberblick tUber die verschiedenen Bereiche der Probe zu, kann aber nicht alle
Details erfassen.

der Grol3e der entstehenden Datei wurde auf eine Erh6éhung der Anzahl der Punkte auf der
Probe verzichtet. Vielmehr war es wichtig, die Anzahl der Datenpunkte pro Kraft-Distanz-
Kurve zu erhohen. Bei einer Probe dieser Grol3e ist eine Verkippung unter dem Rasterkraft-
Mikroskop von einigen Mikrometern méglich. Der Absolut-Modus bei der Aufnahme der
Kraft-Distanz-Kurven fiihrt dabei zu einer groRen Streuung tUber die Hohenachse. Bei der
Datenvorverarbeitung kénnen aus diesem Grund einige Datenpunkte entfernt werden. Um

diesen Verlust moglichst klein zu halten, ist eine hohe Anzahl von Datenpunkten pro Kurve

notwendig.

4.2.3 Adhéasion und Steigung

Die Abbildung 31 stellt die aus den Rohdaten berechnete Adhésion (a) und Steigung (b) dar.
Die Adhasion zeigt einen einheitlich gelben Hintergrund mit einigen einzelnen roten Berei-

chen. Die Gelbtone sind auf der linken Seite der Abbildung etwas dunkler als auf der rechten
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Seite. In Kenntnis der Topographie und der hier nicht gezeigten mikroskopischen Aufnah-
me ist eine Abgrenzung von Glas und Gold anhand dieser Abbildung méglich. Demnach

entsprachen die roten Bereiche den Avidin-Inseln.

o] 15 \/um

1,61 V/um

Abb. 31: Nach der Vorverarbeitung der Daten zeigen sowohl Adhésion (a) als auch Steigung (b) lediglich
Hinweise auf unterschiedliche Komponenten. Klar erkennbare Strukturen fehlen jedoch.

Die Steigung zeigt ein einheitlich rot eingefarbtes Bild. Hier ist es sehr schwer, Struktu-
ren zuzuordnen. Mit Kenntnis der Topographie ist es jedoch mdglich, auch hier Strukturen
zu erkennen. So zeigen heller rot eingefarbte Bereiche die Positionen der Avidin-Inseln an.
Es ist auch eine Farb&nderung zwischen der linken und der rechten Bildhalfte zu erahnen, die
eine Unterscheidung von Gold und Glas méglich macht. Ohne Kenntnis der topographischen
Information ist eine Identifizierung einzelner Strukturen anhand von Steigung und Adhéasion
in diesem Beispiel nicht moéglich. Lediglich einige Hinweise auf verschiedene Strukturen

kdnnen beobachtet werden.

4.2.4 Kraft-Distanz-Kurven

Die Kraft-Distanz-Kurven auf den unterschiedlichen Materialien zeigen sowohl in der Ad-

hasion als auch in der Steigung keine signifikanten Unterschiede.

Abbildung[32 zeigt drei Kraft-Distanz-Kurven der unterschiedlichen Materialien Glas
(rot), Gold (grin) und der Avidin-Insel (schwarz). In der Steigung der Kurven sind kaum
Unterschiede zu beobachten. Die Adh&sion zeigt geringe Unterschiede in den Kurven von
Avidin und Gold. Deutlicher hebt sich die Adhéasion des Glases (rot) ab. Auffallig bei die-
sen Kurven ist das starke Rauschen im Bereich der Steigungsaste. Bei allen drei Materialien

taucht eine Art Sdgezahnmuster in diesen Bereichen auf. Eine mdégliche Erklarung fur das
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Abb. 32: Kraft-Distanz-Kurven von verschieden Bereichen der Probe.

Auftreten dieser Artefakte konnte die Probenvorbereitung oder die Probe selbst sein. Da die
Probenoberflache wahrend der Vorbereitung mit einer Vielzahl von Chemikalien behandelt
wurde, ist es vorstellbar, dass sich Verunreinigungen auf der Oberflache absetzen konnten,
die durch Wechselwirkungen die Messungen der eigentlichen Materialien verhindern. Denk-
bar ist jedoch auch, dass schon zu Beginn der Messung Material, etwa Avidin, von der Spitze
aufgenommen wurde.

Bei der Berechnung von Steigung und Adhasion spielt das Rauschen in den Daten keine
grol3e Rollen, da hier feste Werte fir die Berechnung herangezogen werden, die nicht in

diesem Bereich liegen.

4.2.5 Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkomponentenanalyse mit den vorverarbeiteten Kraft-Distanz-Kurven zeigt ein eher
uneinheitliches Bild. Der Scores-Plot fir die Hauptkomponenten 1 (PC 1) und 2 (PC 2) in
Abbildung[33 zeigt eine starke Konzentrierung der Datenpunkte im Koordinatenursprung.
Es gibt nur einige wenige Datenpunkte, die weiter entfernt im positiven Bereich lokalisiert

sind.

Die ,Ubersetzung” dieser Daten mithilfe der Farbskala fiihrt zu einem einheitlichen blau-
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PC 2

Abb. 33: Der Scores-Plot der Hauptkomponenten 1 und 2 zeigt keine klare Struktur in der Anordnung der
Datenpunkte.

en Teppich fur die erste Hauptkomponente (Abbildung 34 a). Angedeutet ist eine Unterschei-
dung von Gold und Glas (in verschiedenen Blautonen). Die Avidin-Inseln werden in dieser

Hauptkomponente nicht berticksichtigt.

Abb. 34: Die Farbkodierung der Daten zeigt in der ersten Hauptkomponente (a) Andeutungen fiir eine Teilung

zwischen Glas (rechts) und Gold (links). Die zweite Hauptkomponente (b) zeigt Hinweise auf die Avidin-
Inseln.

Die Varianz im Bereich der zweiten Hauptkomponente (PC 2) ist noch geringer. Jedoch
zeigt sich hier, dass die Avidin-Inseln in dieser Hauptkomponente beschrieben werden. Der
grofite Teil der Datenpunkte bezieht sich auch hier auf die Oberflache aus Gold und Glas
(gelb). Die blauen Bereiche lassen jedoch auf die Avidin-Inseln schlie3en, wenn diese auch

nicht eindeutig identifizierbar sind.
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Im unteren Drittel der Abbildung ist ein Bereich in Grin- und Blauténen zu sehen, der sich
vom restlichen Hintergrund unterscheidet. Der farblichen Zuordnung folgend miuisste es sich
hierbei um Avidin handeln. Im Vergleich mit der Topographie ist jedoch keine Anhaufung

von Avidin-Molekulen zu beobachten. Es konnte sich hierbei um Artefakte handeln, die wah-
rend der Probenvorbereitung oder wahrend der Messung selbst aufgetreten sind.

In Abbildung 3% sind verschiedene Hauptkomponenten gegeneinander aufgetragen. Die Scores
Plots der Hauptkomponenten 2 gegen 3 (a) und 3 gegen 4 (b) zeigen geringe Strukturen, bei
denen man von Gruppen sprechen kann. In diesen Hauptkomponenten sind Informationen

Uber die Beschaffenheit der Probe zu finden.

Abb. 35: Die Scores-Plots der héheren Hauptkomponenten zeigen keine signifikanten Gruppierungen. Ledig-
lich in den Hauptkomponenten 2, 3 und 4 sind Strukturen zu erkennen.

Die Scores-Plots der Hauptkomponenten 5 gegen 6 (c) und 9 gegen 10 (d) zeigen, bis
auf einige Ausnahmen, alle Punkte im Koordinatenursprung. Dies bedeutet, dass in diesen
Hauptkomponenten keine Informationen Uber die Probe mehr zu finden sind. Ab der flnften
Hauptkomponente ist nur noch Rauschen in den Daten zu finden. Dies zeigen auch die Vari-
anzen (vgl. Tabellg|2). Die flinfte Hauptkomponente tragt nur noch 2,5% zur Gesamtvarianz
bei.

Abbildung[36 zeigt die Hauptkomponenten 1-8 fiir diese Probe. Die erste Hauptkomponente
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zeigt, wie oben beschrieben, die Unterscheidung von Gold und Glas, wahrend die zweite
Hauptkomponente die Avidin-Inseln zeigt. PC 3 und PC 4 zeigen ein dhnliches Bild wie PC
2. Auch hier werden Informationen Uber das Avidin bereitgestellt. PC 5 scheint aufgrund
der Farbgebung die Komponente zu sein, die hauptsachlich Informationen tber das Avidin
beinhaltet. Die Hauptkomponenten 6 bis 8 steuern nur noch wenige Informationen zum Ge-

samtbild bei und zeigen vermutlich das Rauschen in den Daten.

Abb. 36: Die Hauptkomponenten 1-8 enthalten jeweils nur wenige Informationen.

Ein @hnliches Bild zeigt sich auch in der Verteilung der erklarten Varianz. Die folgende
Tabelle zeigt die prozentuale Verteilung der Varianz auf die einzelnen Hauptkomponenten.

Mit der ersten Hauptkomponente werden 56,9 % der Varianz erklart. Mit der zweiten
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Tabelle 2: Prozentuale Anteile der einzelnen Hauptkomponenten sowie Gesamtvarianz der
erklarten Daten des Drei-Komponeneten-Systems.

Hauptkomponente erklarte Varianz (%) Gesamtvarianz (%)

1 56,9 56,9
2 20,5 77,4
3 5,5 82,9
4 3,1 86,0
5 2,5 88,5
6 1,4 89,9
7 1,7 91,6
8 0,7 92,3

Hauptkomponente werden der Varianz weitere 20 % hinzugefiigt, sodass Uber 77 % der Va-
rianz allein mit den ersten beiden Hauptkomponenten erklart werden. Die nachfolgenden
Hauptkomponenten steuern nur noch wenig zur Gesamtvarianz bei. Auffallig ist, dass mit
der achten Hauptkomponente nur etwas mehr als 90 % der Gesamtvarianz erklart sind. Na-
hezu 10 % der Varianzen stehen noch fiur weitere Hauptkomponenten zur Verfligung. Dies
bedeutete, dass durchaus noch wesentliche Informationen in den restlichen Hauptkomponen-

ten verborgen sein kbnnen.

4.2.6 Hierarchische Clusteranalyse

Die Clusteranalyse wurde wie beim Zwei-Komponenten-Modellsystem durchgefiihrt. Nach
der Berechnung der euklidischen Distanzen fir die einzelnen Punkte, wurden anschlieRend
mit der Ward-Methode [76] die Cluster erstellt. Zunachst wurde hierbei eine Anzahl von

dreif3ig Clustern gewahilt.

Es ist deutlich eine Zweiteilung des Dendrogramms (vgl. Abbildurig 37) zu beobachten.
Der linke Ast des Dendrogramms teilt sich in dieser Darstellung in zwei weitere grol3ere
Aste, sodass der Eindruck einer Dreiteilung der Daten entsteht. Die Anzahl der Cluster wurde

aufgrund dieses Dendrogramms auf acht festgelegt.

Abbildung38 a zeigt die Einteilung der Daten in acht vorgegebene Cluster. Deutlich istin
dieser Darstellung die Teilung in zwei grol3e Gruppen zu erkennen. Gruppe eins umfasst die
Cluster 1, 7, 8, 2 und 3, wéahrend in Gruppe zwei die Cluster 5, 6, und 4 zusammengefasst

sind. Gruppe eins teilt sich in zwei weitere Cluster. Die kophenetische Distanz zeigt, dass
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Abb. 37: Die Ubersicht tiber die Clusterzuordnung mit 30 Clustern zeigt eine sinnvolle Einteilung in acht
Cluster.
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Abb. 38: Das Dendrogramm fir acht Cluster (a) zeigt eine Dreiteilung der Daten. Mithilfe der Farbkodierung
(b) kann sowohl zwischen Glas (gelb), Gold (griin) und den Avidin-Inseln (rot) unterschieden werden. Im
unteren Drittel der Probe sind Artefakte zu beobachten.
diese nicht sehr eng miteinander verbunden sind. Es entstehen somit drei etwa gleich weit
voneinander entfernte Cluster. Mithilfe der Farbkodierung ist es mdglich, das Dendrogramm
zu Ubersetzen. Abbildurig B8 b zeigt, wie sich die einzelnen Cluster uber die vermessene
Flache verteilen. Es zeigt sich ein unerwartetes Bild. Das hierarchische Clustern unterschei-
det zwar zwischen Glas (gelb), Gold (griin) und Protein (rot), jedoch nicht in der erwarteten
Weise. Der Farbkodierung folgend liegen die Kraft-Distanz-Kurven von Glas und Gold so
dicht beieinander, dass sie eine gemeinsame Gruppe bilden. Diese Gruppe unterscheidet sich
von derjenigen, die die Protein-Inseln beschreibt (rot). Auffallig ist jedoch der in verschiede-
nen Blautbnen eingefarbte Bereich im unteren Viertel des Bildes. Die Kraft-Distanz-Kurven

scheinen sich in diesem Bereich der Probe sehr stark von denen der restlichen Probe zu
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unterscheiden. Im Vergleich mit der Topographie sind in diesem Bereich keine Unregelma-
Bigkeiten zu erkennen. Lediglich in der Darstellung der lateralen Deflektion, sind in diesem
Teil der Probe Strukturen zu erkennen. Worum es sich hierbei handelt kann abschliel3end
nicht geklart werden.

Eine weitere Auffalligkeit in dieser Abbildung ist die geringe Anzahl an Kurven, die dem
Protein zugeordnet werden. Eine mogliche Begrindung liegt in der Verteilung des Proteins
auf der Probe und der Punktdichte an Kraft-Distanz-Kurven in diesen Bereichen. Die To-
pographie zeigt, wie oben beschrieben, eine inhomogene Verteilung des Proteins innerhalb
der Inseln. Es ist zu vermuten, dass sowohl Monolagen als auch Mehrfachlagen von Pro-
teinen vorkommen. Dies filhrt dazu, dass im Fall einer Monolage nicht nur Interaktionen
von Spitze und Protein gemessen werden, sondern auch Interaktionen von Spitze, Protein
und Untergrund auftreten. Auf Monolagen gemessene Kurven &hneln in ihren Eigenschaften
maoglicherweise Kurven, die auf Gold gemessen wurden. Bei der Clusteranalyse wiirden die-
se Kurven in einem Cluster zusammengefasst und bekdmen bei der bildlichen Darstellung
dieselbe Farbe. Dies wiirde die grinen Flachen im rechten Bilddrittel von Abbildiing 38 b
erklaren. Die Kraft-Distanz-Kurven auf Mehrfachlagen von Proteinen dagegen wirden nur
die Wechselwirkungen von Spitze und Protein beschreiben. Bei der Clusteranalyse werden
diese Kurven in einem eigenen Cluster zusammengefasst, dass sich von anderen Clustern

mit Proteinbeteiligung unterscheidet.

4.2.7 K-Means Clustering

Ebenso wie das Zwei-Komponenten-System wurde auch das Drei-Komponenten-System mit
dem K-Means-Algorithmus untersucht. Nachdem das Zwei-Komponenten-System mit die-
sem Algorithmus nur unzureichend beschrieben werden konnte, wurde dennoch nicht auf
diese Cluster-Methode verzichtet. Abbildyng 39 zeigt die Einteilung der Daten in drei Clu-

ster.

Es ist zu sehen, dass zwischen der Gold- und Glas-Oberflache und den Proteininseln
nicht unterschieden werden kann. Zwar ist es mithilfe der Topographie méglich, die rot ein-
gefarbten Bereiche als Protein zu identifizieren, jedoch wirde dies bedeuten, dass nur sehr

wenig Protein in den Inseln zu finden ist und auch Protein auf der gesamten Flache verteilt
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Abb. 39: Bei einer vorgegebenen Anzahl von drei Clustern kann mit dem K-Means-Algorithmus zwar zwischen
der Oberflache und den Avidin-Inseln unterschieden werden, jedoch nicht zwischen Glas und Gold.

wurde. Ebenso ist eine eindeutige Unterscheidung von Glas und Gold nicht moéglich. Ver-
wendet man die Farbgebung und ordnet Gold die Farbe Griin zu, so wirde dies bedeuten,
dass sich nur im unteren Drittel des Bildes und in der oberen linken Ecke Gold befinden
wurde, die restliche Oberflache aus Glas bestehen wirde. Dieses konnte jedoch schon mit

dem hierarchischen Clustern widerlegt werden.

Wird die Anzahl der Cluster auf finf erhoht (vgl. Abbildung 40), so zeigt sich, dass eine
Unterscheidung getroffen wird zwischen Protein (Blauténe), der Probenoberflache (grin)
und den oben genannten Artefakten im unteren Drittel des Bildes (orange). Abbjildung 41

zeigt das Ergebnis nach Einteilung in zehn Cluster.

In dieser Abbildung ist erstmalig eine Unterscheidung zwischen der Goldoberflache (dun-
kelblau) und dem Glas (hellblau) zu sehen. Auch scheinen, insbesondere im Bereich des
Glases, die Proteine eindeutig identifizierbar zu sein (dunkelblau-gelb). Die farbliche Zuord-

nung allerdings wirde bedeuten, dass in diesem Bereich auch Gold zu finden ist.
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Abb. 40: Bei finf vorgegebenen Clustern wird mit dem K-Means-Algorithmus zwischen den Artefakten im
unteren Drittel der Probe (orange), der restlichen Oberflache (griin) und den Avidin-Inseln (blau) unterschieden.

Das K-Means-Clustering ist auch fur dieses System nur wenig erfolgreich. Durch den un-
Uberwachten Charakter ist es nicht moglich herauszufinden, welche Anzahl an Clustern ge-
eignet ist, das System zu beschreiben. Zwar ist es dieser Methode gelungen, zwischen Glas
und Gold zu unterscheiden, jedoch ist eine eindeutige Zuordnung der Proteine nicht mdglich.
Weiterhin ist zu beobachten, dass bei einer Anzahl von zehn Clustern die Darstellung vor al-
lem im Bereich der Goldoberflache untbersichtlich wird. Eine mégliche Erklarung hierfur

ist die Vielfalt an Materialmischungen, die mit der Spitze interagieren. Durch das Auftragen
der Proteine entstehen, je nach Schichtdicke, Mischungen aus Gold und Protein, Gold und
Glas und Gold, Glas und Protein. Da diese jeweils andere Eigenschaften besitzen, werden
bei einer erhéhten Anzahl an Clustern auch diese Feinheiten bertcksichtigt, je nachdem, wie

die Startpunkte der Cluster gesetzt werden.
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Abb. 41: Die Vorgabe von zehn Clustern zeigt ein dhnliches Bild wie die K-Means-Analyse mit flinf Clustern.
Es treten jedoch hier einige weitere Details auf.

4.2.8 Zusammenfassung

Sowohl die Hauptkomponentenanalyse wie auch das hierarchische Clustern fihrt in diesem
komplexen System zu guten Ergebnissen. Mit beiden Methoden ist es moglich, die drei Ma-
terialien auf der Probe zu unterscheiden, obwohl in der Topographie keine Unterscheidung
zwischen Gold und Glas méglich ist. Das hierarchische Clustern zeigt hier das beste Ergeb-
nis. Die Daten werden mit dieser Methode besser strukturiert und zeigen schon im Dendro-
gramm eine beobachtbare Dreiteilung. Das genaue Studium des Dendrogramms ist jedoch
weiterhin notwendig, um die geeignete Anzahl von Clustern zu finden. Eine automatisierte
Suche wiirde hierbei zu einer Vielzahl von Artefakten und einer damit verbundenen Uberin-
terpretation der Daten fuhren.

Die Hauptkomponentenanalyse dagegen zeigt kein eindeutiges Ergebnis. Eine Unterschei-
dung der einzelnen Komponenten entsteht nur durch Kombination mehrerer Hauptkompo-

nenten. So ist eine erklarte Varianz von 77 % in den ersten beiden Hauptkomponenten nur so
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zu interpretieren, dass tber 20 % der Informationen noch nicht erfasst wurden. Diese befin-
den sich also in den weiteren Hauptkomponenten. Werden die Varianzen dieser Hauptkom-
ponenten betrachtet, so fallt auf, dass diese oft nur unter einem Prozent zur Gesamtvarianz
beitragen. Somit werden in den héheren Hauptkomponenten nur einzelne Details der Ober-
flache erfasst. Dies fuhrt dazu, dass vor allem im Bereich des Proteins keine einheitliche
Zuordnung festzustellen ist.

Eine grol3e Unsicherheit bringt die GroRe der Probenoberflache in diese Daten ein. Auf-
grund der komplexen Daten und der Gro3e der Dateien sind auf einer Flache von 100x100
wm nur eine begrenzte Anzahl von Kraft-Distanz-Kurven moglich. Damit verbunden ist eine
uneinheitliche Verteilung der Messpunkte auf die verschiedenen Komponenten. Dies fihrt
dazu, dass Bereiche, wie etwa die Proteininseln, gegenuber der grol3eren Flache des Gla-
ses oder des Goldes mit nur wenigen Daten beschrieben werden. Dass diese Inseln mit den
verwendeten Methoden keine einheitliche Struktur zeigen, weist darauf hin, dass auch die
Probenpréparation optimiert werden muss. Im Bereich des Avidins scheinen unterschied-
lich dicke Lagen von Proteinen aufgebracht worden zu sein, so dass, je nach Schichtdicke,
die Kraft-Distanz-Kurven unterschiedlich aussehen und somit bei der Auswertung eigenen
Clustern zugeteilt werden. Wahrscheinlich ist die Haftfahigkeit der Proteine stark von den

verwendeten Materialien abhangig.

4.3 Realprobe eines komplexen Systems

4.3.1 Artder Probe

Bei der hier untersuchten Probe handelt es sich um eine Realprobe, die freundlicherweise
von Prof. Dr. Friedbacher (TU Wien) zur Verfigung gestellt wurde. Die Probe besteht aus

einer Mischung von Silizium und n-Octadecylsilan (OTS). Entsprechend der Herstellung

sollen beide Materialien in unregelméafiger, aber planer Form vorkommen. In ersten Versu-
chen zeigten sich jedoch kugelférmige Strukturen, die nicht eindeutig zugeordnet werden
konnten. Eine Analyse der chemischen Zusammensetzung dieser Strukturen mithilfe von
Kraftspektroskopie und multivariater Datenanalyse sollte klaren, ob es sich um einen der

verwendeten Stoffe oder um ein vollig anderes Material handelt.
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4.3.2 Topographie

Zur Bestimmung einer geeigneten Position auf der Probe, bei der alle Komponenten sichtbar
sind, wurde zunachst eine topographische Ubersicht erstellt. Die Abbi@ng 42 zeigt drei

kugelférmige Strukturen mit einer Hohe von etwa sieben Nanometern auf einer ebenen Fla-
che. Diese wurden beobachtet, konnten aber mit herkbmmlichen Methoden keiner der beiden

aufgebrachten Substanzen zugeordnet werden.

Abb. 42: Die linienkorrigierte Topographie zeigt unterschiedlich raue Strukturen, sowie die unbekannten ku-
gelférmigen Strukturen. Im oberen Teil der Topographie ist eine Stérung zu erkennen. Diese ist auf eine un-
kontrollierte Bewegung des Rasterkraft-Mikroskopes wahrend der Messung zuriickzufiihren.

In der rechten oberen sowie der rechten unteren Ecke lassen sich weitere, jedoch nied-
rigere Strukturen erkennen. Eine Unterscheidung der beiden aufgebrachten Komponenten
Silizium und n-Octadecylsilan ist also, anhand der unterschiedlichen Rauigkeit der Kompo-
nenten, schon in der Topographie maoglich. Es sind jedoch keine Hinweise auf die Beschaf-
fenheit der kugelférmigen Strukturen zu erkennen.

Im oberen Bereich der Topographie ist eine Stérung zu beobachten, die wahrend der Mes-
sung aufgetreten ist. Hierbei handelt es sich um ein Artefakt, das zum Beispiel durch einen
Luftzug oder eine Erschitterung des Rasterkraft-Mikroskopes hervorgerufen wurde. Dieses

Artefakt hat keinerlei Auswirkungen auf die Messung von Kraft-Distanz-Kurven, da diese
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unabhangig von der Topographie aufgenommen wurden.

4.3.3 Kraft-Distanz-Kurven

Zur weiteren Bestimmung der chemischen Zusammensetzung der unbekannten, kugelférmi-
gen Strukturen wurden Kraft-Distanz-Kurven aufgenommen. Hierzu wurde ein Gitter von

32 x 32 Messpunkten Uber die Topographie gelegt.
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Abb. 43: Anhand der Kraft-Distanz-Kurven der verschiedenen Materialine kann eine Aussage uber die un-
bekannte kugelférmige Struktur getroffen werden. Kraft-Distanz-Kurven auf der sichtbaren Struktur in der

rechten unteren Ecke der Probe (rot) zeigt groRe Ahnlichkeiten mit Kurven, die auf der unbekannten Struktur
gemessen wurden (blau). Unterschiedlich dagegen ist die Kraft-Distanz-Kurve auf dem Substrat (griin).

Abbildung[43 zeigt Kraft-Distanz-Kurven nach der Vorverarbeitung. Die Kurven stam-
men von unterschiedlichen Punkten auf der Probe. Die rote Kurve wurde in der unteren
rechten Ecke aufgenommen, die blaue Kurve reprasentiert einen Punkt auf der linken unbe-
kannten Struktur, wahrend die grine Kurve im linken oberen Bereich der Probe aufgenom-
men wurde, wo keine Struktur zu erkennen ist. Es ist zu sehen, dass rote und blaue Kurve
sowohl in der Steigung wie auch in der Adhasion Ahnlichkeiten aufweisen. Der AbreiR3-
Punkt dieser beiden Kurven liegt im selben Bereich. Die griine Kurve dagegen weist in der
Position des Abreif3-Punktes einen deutlichen Unterschied auf. Ebenso ist im Vergleich mit
den beiden anderen Kurven die Steigung unterschiedlich. Anhand dieser Kurven ist es még-

lich eine Beziehung zwischen der blauen und roten Kurve herzustellen. Dies bedeutet, dass
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die unbekannte Struktur dem Material auf der rechten Seite der Probe zugeordnet werden

konnte.

4.3.4 Hauptkomponentenanalyse

Nachdem die Daten mit der beschriebenen Methode vorverarbeitet wurden, wurde eine Haupt-
komponentenanalyse durchgefiihrt. Abbild{ing 44 zeigt den Scores-Plot, bei dem die erste

Hauptkomponente (PC 1) gegen die zweite Hauptkomponente (PC 2) aufgetragen wurde.
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Abb. 44: Der Scores-Plot der ersten (PC1) und zweiten (PC2) Hauptkomponente deutet eine Zweiteilung der
Daten an.

Die Datenwolke beschreibt einen Bogen mit einer gréf3eren Anzahl Datenpunkte an den
beiden Enden. In der Mitte der Kurve sind nur wenige Datenpunkte verteilt. Es ist keine
deutliche Einteilung in zwei oder mehrere Gruppen zu erkennen. Jedoch kann aufgrund der

Anordnung der Datenpunkte von zwei verschiedenenen Materialien ausgegangen werden.

Die Umrechnung der Datenpunkte auf die vermessene Flache zeigt in der ersten Haupt-
komponente (Abbildung 45 a) eine deutliche Unterscheidung zwischen zwei Bereichen der
Probe. Die farbliche Kodierung weist Material 1 eine blauliche Farbung zu (rechte obere und
rechte untere Ecke), wahrend Material 2 mit rot und gelb markiert wird. Die unbekannten
kugelférmigen Strukturen erhalten blaue Farbtone. Dies lasst die Vermutung zu, dass es sich
bei den kugelférmigen Strukturen um Material 1 handelt. Ahnliches lasst auch die zweite

Hauptkomponente vermuten (Abbildupg| 45 b). Die Dichte an Informationen ist hier zwar
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Abb. 45: Die erste Hauptkomponente (a) zeigt Strukturen vergleichbar der Topographie. Der Farbkodierung zu-
folge sind die unbekannten kugelférmigen Strukturen einem der beiden vorhandenen Materialien zuzuordnen.
Auch die zweite Hauptkomponenten (b) zeigt ein &hnliches Bild.

nicht mehr so hoch, jedoch kénnen auch hier die kugelférmigen Strukturen dem Material 1

zugeordnet werden.

4.3.5 Clusteranalyse

Bei der hierarchischen Clusternanalyse wurde die euklidische Distanz als Distanzfunktion

und die Ward-Methode fir die Einteilung in die einzelnen Cluster verwendet.
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Abb. 46: Die hierarchische Clusteranalyse mit 30 vorgegebenen Clustern zeigt eine Dreiteilung der Probe.

Abbildung[46 zeigt das Dendrogramm mit 30 vorgegebenen Clustern. Aufféllig ist, dass
sich das Dendrogramm in zwei fast identisch lange Aste spaltet, die weit voneinander ent-

fernt sind. Dies deutet darauf hin, dass auf der Probe zwei sehr unterschiedliche Materialien
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vorliegen. Einer der Aste spaltet sich danach in zwei weitere auf. Dies legt das Vorhanden-
sein eines weiteren Materials nahe. Anhand dieses Dendrogramms wurde eine maximale
Clusteranzahl von vier festgelegt, um neben den beiden bekannten Materialien einen Cluster
fur eine eventuelle dritte Komponente und einen vierten Cluster fiir Rauschen in den Daten

bereitzustellen.
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Abb. 47: Die hierarchische Clusteranalyse mit vier Clustern zeigt im Dendrogramm (a) eine Dreiteilung der
Daten. In der farbkodierten Darstellung wir zwischen zwei Materialien (1 (hellblau/gelb) und 2 (dunkelblau/rot)
unterschieden. Die unbekannten Strukturen werden auch hier einem der Materialien (1) zugeordnet.

Diese Einteilung bestatigt auch Abbilduing 47 a. Dieses Dendrogramm zeigt die Auftei-
lung in zwei Bereiche, die sehr weit voneinander entfernt sind. Abbilfluhg 47 b zeigt die
Umsetzung der Clusteranalyse projiziert auf die vermessene Flache. Hier ist zu sehen, dass
zwischen den beiden bekannten Materialien unterschieden werden kann. Material 1 ist haupt-
sachlich im oberen Drittel der Abbildung und in Ansatzen in der rechten unteren Bildecke zu
finden (gelb), wahrend Material 2 (rot) die restliche Flache bedeckt. Das Hauptaugenmerk
ist auf die kugelférmige Struktur gerichtet. Anhand der farblichen Zuordnung und der ko-
phenetischen Distanz handelt es sich bei diesen kugelférmigen Strukturen um Material 1.
Zur Validierung dieses Ergebnisses wurde auch eine Clusteranalyse mit dem K-Means-

Algorithmus durchgefiihrt. Hierzu wurde eine maximale Clusteranzahl von vier gewabhit.

Abbildung[48 zeigt eine Unterscheidung zwischen Material 1 (rot) und Material 2 (gelb).
Die kugelférmigen Strukturen werden bei dieser Cluster-Methode ebenfalls in braun einge-
farbt. Es zeigt sich, dass die unbekannten Strukturen auch mit dem K-Means-Algorithmus

dem Material 1 zugeordnet werden kdnnen.
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Abb. 48: Mit dem K-Means-Algorithmus kann bei einer Anzahl von vier Clustern sowohl zwischen den beiden
Materialien (1 (dunkelblau/braun) und 2 (hellblau/gelb)) unterschieden, als auch die unbekannte Struktur dem
Material 1 zugeordnet werden.

4.3.6 Zusammenfassung

Im Falle dieser Probe konnte die Frage nach der chemischen Zugehdérigkeit der unbekannten
kugelformigen Strukturen mithilfe der Kraftspektroskopie geklart werden. Nach Auswer-
tung der Kraft-Distanz-Kurven mit der Hauptkomponentenanalyse und den verschiedenen
Clusterverfahren konnte die chemische Zusammensetzung eindeutig einem der auf der Pro-
be vorhandenen bekannten Materialien zugeordnet werden. Es handelt sich demnach nicht,
wie zunachst vermutet, um eine Verunreinigung der Probe, sondern vielmehr um einen Ar-
tefakt, der auf ein Problem bei der Probenpréaparation hindeutet.

Dieses Beispiel zeigt die Vorteile der Kraftspektroskopie in Kombination mit Methoden
der multivariaten Datenanalyse gegeniber der Raster-Kraft-Mikroskopie. Wahrend bei der
Raster-Kraft-Mikroskopie lediglich das Auftauchen unbekannter Strukturen beobachtet wer-
den kann, kann mithilfe der Kraftspektroskopie auch die chemische Zusammensetzung un-

tersucht werden. Allerdings fuhrt erst der Einsatz verschiedener multivariater Datenanaly-
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semethoden zu einer eindeutigen Beantwortung der Fragestellung. Eine Auswertung von

Adhasion und Steigung auf den verschiedenen Materialien reicht nicht aus.
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4.4 Spitzenverstarkte Raman-Streuung arStaphylococcus epidermidis

4.4.1 S. epidermidisund der Aufbau seiner Zellwand

Das Gram-positive Bakteriutaphylococcus epidermidiesiedelt vorwiegend die mensch-

liche Haut (Epidermis), ist aber auch auf den Schleimh&uten zu finden. Fir Menschen mit
intaktem Immunsystem stellt dieses Bakterium keinerlei GefahrSlagpidermidigst je-

doch ein Ausloser fur nosokomiale (Krankenhaus-) Infektionen vor allem im Bereich der
Implantationsmedizin.

Im Allgemeinen lassen sich Bakterienstamme in zwei grof3e Gruppen unterteilen, die sich
hauptsachlich im Aufbau ihrer Zellwande unterscheiden. Eine Mdglichkeit fir eine schnel-
le Unterscheidung zwischen beiden Gruppen geht auf ein Farbeverfahren zurtick, welches
der danischen Arzt und Bakteriologe Hans Christian Gram Ende des 19. Jahrhunderts ent-
wickelte. Die Methode beruht auf der Moglichkeit zur Farbung und Entfarbung einer als
Peptidoglycan-Schicht bezeichneten Struktur der Zellwand, die bei den auftretenden Zell-
wandtypen unterschiedlich dick ist. Mit der von Gram entwickelten Methode kann durch
Farbung und anschlieRende Entfarbung zwischen den verschiedenen Typen unterschieden
werden. Durch Behandlung der Bakterien mit einer Losung von Karbol-Gentianaviolett wer-
den beide Typen eingefarbt. Der Farbstoff dringt in die vernetzte Struktur der Peptidoglycan-
Schicht ein. Bei weiterer Behandlung mit Alkohol lassen sich bei Gram-negativen Bakterien
die Farbkomplexe auswaschen, wahrend bei Gram-positiven Bakterien der Alkohol nicht in
die der Zellmembran aufliegende Peptidoglycan-Schicht eindringen kann. Dies hat zur Fol-
ge, dass diese Bakterien gefarbt bleiben. Das Unterscheidungsmerkmal, die Peptidoglycan-
Schicht, hat bei Gram-positiven Bakterien eine Dicke von etwa 20s28Dies entspricht

etwa vierzig Schichten von Peptidoglycanen. Die Peptidoglycan-Schicht umgibt die Plasma-
membran der Zelle und bildet eine Hauptstrukturkomponente der bakteriellen Zellwand.

Die Peptidoglycan-Schicht besteht aus einem Netz miteinander verbundener einzelner Ma-
kromolekile. Hauptséchlich bestehen diese aus einer Vielzahl von Zuckerpolymeren (Gly-
canketten), die durch Oligopeptide, also kurze Aminosauresequenzen, quervernetzt sind. Die
Glycanketten bestehen vorwiegend aus alternierenden Einheiten von N-Acetyl-Glucosamin

(NAG) und N-Acetyl-Muraminsaure (NAM). Eine weitere Quervernetzung dieser Einheiten
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geschieht durch D- und L-Aminosauren, die als Tetrapeptide (kurze Ketten aus vier Ami-
nosauren) an die Muraminsauren kovalent gebunden sind. Eingelagert in die Peptidoglycan-
Schichten finden sich grof3e Mengen an Teichonsduren. Diese kettenartigen Molekile aus
Ribitol-Phosphat- und Glycerol-Phosphat-Polymeren kénnen entweder kovalent an die Pep-
tidoglycane gebunden sein oder aber an Glycolipide der Plasmamembran. In letzterem Fall
werden sie als Lipoteichonsauren bezeichnet. Eingelassen in dieses dichte Netzwerk aus
Peptidoglycan und Teichonsauren sind auch eine Reihe von Oberflachen-Proteinen, die ver-
schiedene Funktionen im Bereich der Zellerkennung und der Bindung von Molekdlen erftil-
len.

Abbildung[49 zeigt die schematische Darstellung einer Zellwand eines Gram-positiven Bak-

teriums mit den wichtigsten Strukturen.
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Abb. 49: Die Zellwand eines Gram-positiven Bakteriums besteht zum gréf3ten Teil aus einer Peptidoglycan-

Schicht, die der Lipid-Doppelmembran aufliegt. In das Netzwerk aus kovalent miteinander verkniipften Zucker-
Ketten sind Proteine, Glycolipide und weitere Zucker eingelagert. (Graphik entnommen aus: [77])

Nach neueren Ergebnissen ist Biepidermidizusatzlich, je nach Wachstumsbedin-
gungen, die Ausbildung eines Biofilms um die Zellen herum zu beobachten. Dieser besteht
hauptséachlich aus Polysaccahriden, Teichonsauren und einer als PIA (Polysaccharid Inter-

cellular Adhésin) bezeichneten Substanz.
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4.4.2 Referenzmessungen

Eine haufig gestellte Frage bei TERS-Messungen ist die nach dem Zustand der Spitze wéh-
rend der Messung. Im Vorfeld und auch wahrend der Messung ist zu klaren, ob das beobach-
tete Raman-Signal von der Probe oder einer méglichen Kontamination der Spitze stammt.
Gerade bei weichen Proben (z. B. Zellen) ist es mdglich, dass Material an der Spitze hangen
bleiben kann. Solche Kontaminationen sind ein nicht zu vernachlassigender Faktor wahrend
einer TERS-Messung. Spektren, die mit einer kontaminierten Spitze aufgenommen wurden,
fuhren zu fehlerhaften Zuordnungen auftretender Banden und damit zu falschen Schlissen
beziglich der Fragestellung. Um eine Fehlinterpretation der Spektren zu verhindern, sind
Kontrollexperimente zwingend notwendig, um auf einfache Art und Weise Kontaminationen
der Spitze auszuschliel3en.

Fur ein solches Kontrollexperiment stehen mehrere Moglichkeiten zur Verfigung. Die ein-
fachste Methode besteht darin, die Spitze nach den TERS-Experimenten im Rasterelektro-
nenmikroskop zu untersuchen. Hier kbnnen Kontaminationen direkt beobachtet werden (vgl.
Anhang/ A). Es ist jedoch unklar, ob hierbei beobachtete Verschmutzungen schon wéahrend
der AFM-Messung oder erst danach aufgetreten sind. Es bedarf also eines Kontrollexperi-
mentes, welches wéhrend der Messung durchgefuhrt werden kann. Eine Mdglichkeit kann
sein, ein Spektrum der Probe aufzunehmen, wenn sich die Spitze nicht in unmittelbarer Nahe
der Probe befindet, das evaneszente Feld also keinen Einfluss auf die Probe an der Oberfla-
che hat. Im Idealfall, also ohne Kontamination, sollte nur bei angenéherter Spitze ein Spek-
trum zu sehen sein. Bei zuriickgezogener Spitze ist die Reichweite des evaneszenten Feldes
nicht grol3 genug, das Raman-Signal an der Oberflache zu verstarken. Sollte jedoch auch bei
zurlckgezogener Spitze ein Spektrum sichtbar sein, so kann von einer Kontamination der
Spitze ausgegangen werden. Diese Spitze ware dann fur weitere Messungen unbrauchbar.
Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass nicht gewahrleistet ist, dass sich die Spitze nach der
Entfernung von der Probe im Fokus des anregenden Lasers befindet. Wirde der Laserfokus
nicht nachjustiert, wirde auch auf einer kontaminierten Spitze kein Spektrum zu beobachten
sein. Ein solches Kontrollexperiment ist nur am Ende eines TERS-Experimentes moglich, da

durch das Zurtickziehen der Spitze eine Dejustierung auftreten kann. Ein erneutes Annahern



90 4.4 PITZENVERSTARKTERAMAN -STREUUNG AN Staphylococcus epidermidis

an die Probe macht eine Neujustierung notwendig, bevor ein TERS-Experiment durchge-
fuhrt werden kann.

Eine weitere einfache Moglichkeit fiir ein Kontrollexperiment ist die Aufnahme eines Referenz-
Spektrums auf einer probefreien Stelle des Substrates. Vorteil dieser Methode ist, dass die
Spitze hierbei standig im Kontakt mit der Probe bleibt. Uber den Regelkreis des Rasterkraft-
Mikroskops wird gewahrleistet, dass sich die Spitze standig optimal im Fokus des Lasers
befindet und der vorgegebene Abstand zur Probe beibehalten wird. Fur alle Spektren gelten

daher identische Bedingungen.

905 nm

Abb. 50: 2D-Darstellung einer Topographie von funf in Reihe angeordSetepidermidisZellen. Der Durch-

messer der Zellen betréagt etwauin, bei einer Hohe von etwa 900n. Die Punkte markieren Orte, an denen

TERS-Spektren sowohl auf der Zelle (b) als auch auf einer Stelle der Umgebung (a) aufgenommen wurden.
Wahrend der TERS-Experimente 8nepidermidisZellen wurden Kontrollexperimente

mit der beschriebenen Methode durchgefuhrt. Exemplarisch soll der Einfluss der Kontamina-

tion auf Spektren vos. epidermidigiezeigt werden. Abbildurjg 50 zeigt eine Reihe von flnf

S. epidermidisZellen auf einem Glas-Substrat. Der Durchmesser der Zellen betragt je etwa

1 um bei einer Hohe von etwa 900n. An den markierten Punkten wurden TERS-Spektren

aufgenommen.

Abbildung[5] zeigt das Referenzspektrum auf dem Substrat (a) und das Zell-Spektrum
(b). In beiden Spektren sind Banden um 1100-!, 1300c¢m ! und 1500cm ! mit ver-
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Abb. 51: Die Spektren wurden an den in Abbilding 50 markierten Punkten aufgenommen. Spektrum a zeigt

erwartete Banden, die Zellwand-Komponenten entsprechen. Spektrum b ist nahezu identisch, obwohl es an
einem Ort ohne Topographie aufgenommen wurde. Dies spricht fUr eine Kontamination der Spitze.

gleichbaren Intensitaten zu beobachten. Dieses Ergebnis tGiberrascht, da an der Position b in
Abbildung[50 auf3er dem Substrat-Spektrum keine anderen Banden erwartet wurden.

Die ahnlichen Spektren lassen zwei mdgliche Erklarungen zu. Zum einen kdnnte auf der
Stelle des Substrates auch ohne direkte topographische Beobachtung Zellmaterial vorhan-
den sein. Dieses koénnte von einer beschadigten Zelle herriihren. Diese Erklarung erscheint
jedoch nicht plausibel, da in der Umgebung keine beschadigten Zellen oder Zelltrimmer zu
finden sind. Eine wahrscheinlichere Erklarung ist die Kontamination der Spitze mit Zellma-
terial. Wann und wo diese Kontamination genau aufgetreten ist, l&sst sich nicht mehr nach-
verfolgen. Sicher ist jedoch, dass alle nachfolgend oder schon vorher gemessenen Spektren
starke Ahnlichkeiten aufweisen. Dies bedeutet, dass diese Spitze fur weiter Experimente
unbrauchbar geworden ist. Da nicht genau benannt werden kann, wann zum ersten Mal wéah-
rend der Messung die Kontamination aufgetreten ist, sind auch alle bis zu diesem Kontroll-
Experiment aufgenommenen Spektren unbrauchbar. Der Wechsel der Spitze ist fur eine er-
folgreiche Durchfuhrung weiterer TERS-Experimente unvermeidlich.

Um die Messungen mit einer kontaminierten Spitze schon im Vorfeld eines Experimentes
zu vermeiden, sollte jede Spitze vorher auf einem sauberen Substrat getestet werden. Treten

schon wahrend dieses Tests Spektren auf, kann von einer Kontamination der Spitze ausge-



92 4.4 PITZENVERSTARKTERAMAN -STREUUNG AN Staphylococcus epidermidis

gangen werden und die Auswechselung der Spitze ist unvermeidlich. Weitere Kontrollen
missen auch wahrend und am Ende jedes TERS-Experimentes auf einer probefreien Stelle

des Substrates durchgefiihrt werden, um eine standige Uberwachung zu gewahrleisten.

4.4.3 Ortsabhéngige TERS-Messungen

Positionierung der Spitze

Bei der oberflachenverstarkten Raman-Streuung werden die zu untersuchenden Molekiile auf
einen Silberinsel-Film aufgebracht. Anschlie3end wird die Probe dann in den Fokus eines
anregenden Laser-Strahls gebracht, um die Molekiile optimal anzuregen.

Bei der spitzenverstarkten Raman-Streuung dagegen, muf3 vor der eigentlichen Messung
die mit Silber bedampfte AFM-Spitze in den Fokus des anregenden Lasers gebracht und
dort festgehalten werden. Hierzu ist es notwendig, die Position der Spitze auf dem Schwin-
gungsarm moglichst genau zu bestimmen, um diese dann optimal im Laserfokus zu halten.
Eine Moglichkeit, die Position der Spitze auf dem Schwingungsarm zu lokalisieren, ist die
Aufnahme eines Reflexionsbildes der Spitze. Uber ein Lichtmikroskop kann die Position
des Schwingungsarms in der Nahe des Laserfokus grob positioniert werden. Wird nun der
Schwingungsarm durch den Laserstrahl bewegt, wird das Licht reflektiert. Uber einen Seiten-
ausgang des Mikroskops wird das reflektierte Licht von einer Photodiode gemessen. Dieses

wird dann in Abhangigkeit von der Position auf der Probe dargestellt.

752 mV

0OmV 0omV

Abb. 52: Zur optimalen Positionierung der Spitze im Laserfokus werden Reflexionsbilder der jeweiligen TERS-
Spitzen aufgenommen. Die dargestellten Reflexionsbilder reprasentieren die Spitzen fir die TERS-Messungen
anS. epidermidig¢a) und der Kontrolimessung fur die Kontaminationen (b). Der hellst Punkt zeigt jeweils die
Position des Silberpartikels an, der am starksten reflektiert und somit die Position der Spitze auf dem Cantilever.

Abbildung[52 zeigt die Reflexionsbilder der bei den beschriebenen TERS-Experimenten

verwendeten Spitzen. Das in Abbildung 52 a gezeigte Reflexionbild spiegelt annahernd die
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Form der verwendeten AFM-Spitze wider. Aufgrund der pyramidalen Form der Spitze sind
sowohl helle als auch dunkle Flanken auszumachen. Dies ist eine Folge der Position der Spit-
ze im Rasterkraft-Mikroskop bzw. eine Folge der Ausrichtung der Spitze tGber der Probe. Ist
die Spitze nicht parallel Gber der Probe positioniert, entstehen durch die Verkippung Interfe-
renzmuster mit hellen und dunklen Streifen. Anhand des Reflexionsbildes kann jedoch recht
gut eingeschatzt werden, an welcher Stelle des Schwingungsarmes sich die Spitze befindet.
Der Durchmesser der Reflexion betragt im Falle der in Abbildung 52 a gezeigten Spitze etwa
500nm. Im Vergleich zur Spitzengrdl3e von etwa At zeigt sich ein grofRer Unterschied.
Dieser Unterschied ist darauf zurtickzufiihren, dass eine Faltung von Laserfokus und Spit-
ze vorliegt. Dies bedeutet, dass sowohl die Grol3e der Spitzerd0Owvie auch die GrélRe

des Laserfokus einen Einfluss auf das Reflexionsbild haben. Da hierbei die Grol3e des Refle-
xionsdurchmessers von der Grol3e des Laserfokus als limitierendem Faktor bestimmt wird,
kann bei einem Spot von 500n von einer guten Aufldésung ausgegangen werden. Das in b
gezeigte Reflexionsbild wurde in einem &hnlichen Mal3stab aufgenommen. Der Durchmesser
hier betragt jedoch annahernd.dn. Der Unterschied in der Grol3e der Refelexionsbereiche
lasst sich mit der unterschiedlichen Fokussierung zwischen beiden Aufnahmen begriinden.
Nach der Suche der Spitze wird der Fokus auf das héchste Raman-Signal optimiert. Je nach
Art der Probe und der Bedeckung sowie der Oszillation der Spitze Uber der Probe, kann die
Fokushdhe von Spitze zu Spitze stark variieren. Mit dieser Methode kann recht schnell und
einfach die Position der Spitze bestimmt werden. Stérend auf die Positionsbestimmung kon-
nen sich grof3e Silberpartikel an den Flanken der Spitzen auswirken. Hierbei kdnnen diese
Reflexionen aufgrund der Partikelgro3e wesentlich starker sein als die Reflexionen direkt auf
der Spitze, auf der sich im Vergleich kleinere Silberpartikel befinden kénnen.

Ist die Position der Spitze im Laserfokus anhand des Reflexionsbildes bestimmt worden,
wird die Spitze an dieser Position fixiert. Fur die Messungen mit spitzenverstarkter Raman-
Streuung wird das System so verandert, dass die Position der Spitze ortsfest bleibt, wahrend
die Probe mithilfe eines Piezo-Tisches (vgl. Abbilding 13) bewegt wird. Des Weiteren wird
das Mikroskop-Objektiv mit der Z-Bewegung des Cantilevers synchronisiert. Durch diese
Umstellungen wird erreicht, dass sich die Spitze zu jedem Zeitpunkt der Messung optimal

im Laserfokus befindet.
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Topographie
Nachdem die Spitze im Laserfokus fixiert ist, wird die Oberflache der Probe auf einzeln
vorliegende Bakterienzellen untersucht. Hierzu steht eine Flache von etwa 10@x100r
Verfligung. Die Art der Probenvorbereitung (vgl. Kapjtel 3/3.1) bedingt eine inhomogene
Verteilung der Bakterien auf der Oberflache. Wahrend des Auftrocknens sammeln sich vie-
le Zellen an den Trocknungsrandern. Nur eine geringe Anzahl Bakterien verbleibt in der

Tropfenmitte und ist fir AFM-Messungen verflgbar.

Abb. 53: An zwei aufeinanderfolgenden Tagen wurden TopographieB vepidermidisZellen aufgenommen.

Die Pseudo-3D-Darstellung zeigt einen Durchmesser der Zellen von ejwa, bei einer Héhe von etwa

850 nm. Zur besseren Ubersicht wurden 2D-Darstellungen der Topographien eingearbeitet. Die mit a und b
gekennzeichten Orte reprasentieren die Positionen, an denen Spektren aufgenommen wurden.

Abbildung[53 zeigt Pseudo-3D-Bilder der Topographien der fir die TERS-Experimente
verwendeten Zellen. Um einen besseren Uberblick zu geben, wurden die 2D-Topographien
als kleine Einschiibe in die Abbildung eingefugt.

In Abbildung[53 a liegen auf einer Flache von 4x4 zwei S. epidermidiZellen als run-

de Strukturen mit einem Durchmesser von je etwanl vor. Die Hohe der Zellen betragt

etwa 850nm. Auf der zweiten Probe befinden sich auf einer vermessenen Flache von etwa
2x2 pm vier Zellen, die dicht beieinander liegen. Auch hier betragt der Durchmesser jeder
einzelnen Zelle etwa &m. Auffallig in dieser Topographie ist jedoch die Hohe der Zellen.

Im Gegensatz zu den in Abbildufg|53 a gezeigten Zellen scheinen diese doppelt so hoch zu
sein. Dies lasst den Schluss zu, dass die Zellen nicht einzeln nebeneinander, sondern als Fol-
ge des Trocknungsvorganges teilweise Ubereinander liegen. Ebenfalls aufféllig ist die Form
der beiden Zellen im Vordergrund der Abbildung. Die beobachtbaren Abstufungen der Zello-
berflache kbénnen auf eine mogliche Beschadigung oder eine Zerstérung der Zelle hindeuten,

durch die Zellflissigkeit in die Umgebung abgegeben wurde. Es ist durchaus maoglich, dass
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Zellen wahrend der Probenpraparation Schaden genommen haben, etwa durch Scherkrafte

wahrend der Resuspendierung oder wahrend des Pipettierens.

TERS-Spektren
Die Abbildungeri 54 un 35 (entnommen &dus [78]) zeigen TERS-Spektren, die auf der Ober-
flache vonStaphylococcus epidermidisifgenommen wurden. Abbildufg|53 zeigt die Spek-
tren, die an den markierten Punkten in Abbild{ing 53 aufgenommen wurden. Bei den in Ab-
bildung[5% gezeigten Spektren handelt es sich um Spektren vergleichbarer Experimente. Die
Aufnahmezeit fiur alle Spektren betrug eine Sekunde, bei einer Laserleistung auf der Probe
von 1 mW. Diese Parameter sind fur ein gutes Signal-Rausch-Verhaltnis ausreichend. Refe-

renzmessungen zeigten keine Kontamination der Spitze.

Raman Intensitat

I I I I I I I
1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Wellenzahl / cm™

Abb. 54: TERS-Spektren von zwei verschiedergerepidermidiZellen (vgl. Positionen in Abbildung $3).
Deutlich sind Unterschiede in den Banden und Intensitaten zu erkennen.

Alle hier gezeigten Spektren zeigen eine Bande bei &20!. Es handelt sich hier-
bei um ein Silizium-Signal. Dieses stammt von der AFM-Spitze und ist in allen TERS-
Experimenten zu beobachten.
Das Spektrum in Abbildung $4 a, aufgenommen am Rand einer der Zellen mit auffalliger
Oberflachenstruktur, zeigt Banden in den Bereichen 100" bis 1200cm ! sowie 1500
em~! bis 1600cm~!. Spektrum b dagegen, aufgenommen im Randbereich zwischen den

beiden einzeln liegenden Zellen, zeigt Banden in den Bereichen umc:350und 1650
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em™ L

Die Spektren in Abbildunp 55 zeigen @hnliche Ergebnisse.
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Abb. 55: TERS-Spektren auf einer Zelle kbnnen unterschiedlich aussehen. Auftretende Banden kénnen einzel-
nen Bestandteilen der bakteriellen Zellwand zugeordnet werden. So sind Spektren von Proteinen (a), Lipiden
(b) und Kohlenhydraten (c) voneinander unterscheidbar.

Die Ergebnisse aus uber 80 verschiedenen TERS-Messung&n epitiermidisvurden
in einer Tabelle zusammengefasst (vgl. Taljglle 3). Anhand der gemessenen Spektren konnte
eine Vielzahl der in der Zellwand vorkommenden Bestandteile wie Proteine, Lipide und

Zucker identifiziert werden. Die Zuordnungen konnten anhand verschiedener Literaturstellen

bestétigt werden, so dass davon ausgegangen werden kann, dass es sich bei den gemessenen
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Spektren um die eines Bakteriums handelt.

Tabelle 3: Bandenzuordnungen von Uber 80 TERS-Messungé epidermidisund ver-
gleichbare Literaturwerte. Tabelle enthommen aus [78].
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Die Banden der Spektren aus Abbildyng 54 werden im Folgenden diskutiert. Das Spek-
trum in Abbildung 54 a etwa zeigt charakteristische Amid-Banden (Amid-IlI bei ¥£73
und Amid-Il bei 1568cm~—!). Daher kann auf Protein geschlossen werden. Spektrum b
dagegen zeigt Banden, die hauptséchlich Kohlenstoffschwingungen sowieu@ti C-C-

Einfach-Schwingungen charakterisieren. Die Positionen der Banden in diesem Spektrum
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sind eher typisch fur ein Lipid. Es besteht jedoch auch die Mdglichkeit eines Gemisches
aus verschiedenen Zuckern und Proteinen. Eine eindeutige Zuordnung des hier vorliegenden
TERS-Spektrums ist nicht moglich, da Vergleichsspektren von Einzelmolekilen der in der
Zellwand vorkommenden Substanzen nicht vorliegen.

Auch die Spektren aus Abbildurg]55 lassen sich mithilfe der Referenzdaten in Tgbelle 3
einzelnen Zellwandkomponenten zuordnen. Abbildung 55 a zeigt demnach ein Spektrum,
das von Proteinen dominiert wird. So lasst sich die Gruppe um 300 der Amid-III-
Schwingung zuordnen. Weitere Banden, wie etwa die Amid-I-Bande, die Amid-II-Bande
und C-C- und N-O-C-Schwingungen der Aminoséure Phenylalanin, lassen sich ebenfalls
zuordnen. Dass es sich nicht um ein reines Proteinspektrum handelt, legt das Auftreten von
weiteren Banden nahe. Viele Banden des in Abbildurjg 55 b gezeigten Spektrums lassen sich
ebenfalls zuordnen. So zeigen die Banden bei 1400' (C-C-Streckschwingung), 1680

em~! (C=C-Streckschwingung) und bei 1780 ! (C=0-Schwingung eines Phospholipids)
Hinweise auf ein Lipid-Spektrum. Eine genaue Zuordnung des Spektrums in Abbjildung 55 ¢
ist nicht méglich. In diesem Spektrum sind Banden von Proteinen (Amid-I, Amid-Il) sowie
von Zuckermolekilen zu beobachten. Dieses Spektrum entspricht entweder einer Mischung
aus Zucker und Proteinen oder glykolisiserten Proteinen.

Alle Spektren zeigen Komponenten, die in der bakteriellen Zellwand vorkommen. Lipid-
Signale etwa kdnnen von den Phospholipiden der Plasmamembran stammen. Die Amid-
Banden weisen auf Proteine hin, wie sie in der Zellwand von Bakterien in grof3er Menge
vorkommen. Es ist jedoch auch méglich, dass es sich hierbei um die Peptidoglycan-Schicht
selbst handelt, in der die Glycan-Strange durch kurze Peptid-Sequenzen stabilisiert werden.
Auch sind in den Spektren Banden von Zuckermolekilen zu sehen. Diese stammen vermut-
lich von den Teichonsauren oder den Glycanen.

Mit TERS besteht somit die Mdglichkeit, einzelne Komponenten der bakteriellen Zellwand
zu messen und zuzuordnen. Alle erwarteten Strukturen (Proteine, Zucker, Lipide), wie sie
aus der Literatur bekannt sind, konnten mit einer hohen Ortsauflésung gezeigt werden. Auf-
grund der aufgetretenen Misch-Spektren ist jedoch von einer Einzelmolekul-Detektion nicht
auszugehen. Das Fehlen von Banden, die fiir Nukleobasen charakteristisch sind, lassen dar-

auf schlief3en, dass Komponenten aus dem Zellinneren nicht gemessen wurden. Die bakteri-
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elle Zellwand ist demnach zu dick, um auch Signale aus dem Inneren der Zelle zu verstarken.
Des Weiteren konnten mit den in Abbildupg|55 gezeigten Spektren weitere Aussagen uber
die Bakterienzellwand gemacht werden. Da die Spektren zwar auf derselben Stelle der Probe,
aber zu unterschiedlichen Zeiten aufgezeichnet wurden, liegt der Schluss nahe, dass es sich
bei der bakteriellen Zellwand um ein dynamisches System handelt. Die schnellen Wech-
sel der einzelnen Zellwandkomponenten unter der Spitze lassen sich tber Diffusions- und
Sprung-Prozesse der Molekile in der Lipidschicht und Brown’scher Molekularbewegungen
erklaren. Messungen mit Protein, die mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert wurden,

bestatigen diese Aussage [[79] 80,/81, 82].

4.4.4 Berechnung der Verstarkungsfaktoren

Zur Einordnung der aufgenommenen Spektren und zur Charakterisierung der Effektivitat
der Spitze ist es notwendig, den Verstarkungsfaktor zu berechnen. Hierbei handelt es sich
um einen Wert, der angibt, um wie viel starker das Raman-Signal im Vergleich zu einer
Messung ohne verstarkende Spitze ist.

Die Berechnung der Verstarkunsfaktoren soll exemplarisch am Beispiel der TERS-Spektren
von Staphylococcus epidermidisis Abbildung 54 durchgefiihrt werden.

Im Vorfeld mussen zunachst zwei Begriffe geklart werden, die nachfolgend von grol3er Be-
deutung fur das Verstandnis der Faktorbestimmung sind. Im Folgenden ist sowohl von rela-
tiver als auch von absoluter Verstarkung die Rede. Die relative Verstarkung bezieht sich in
erster Linie auf die Verstarkung, die in den Spektren direkt zu beobachten ist. Im Gegensatz
dazu beschreibt die absolute Verstarkung die Gesamtverstarkung der Spitze nach der Einbe-

ziehung aller Faktoren.

Zur Berechnung der Verstarkungsfaktoren wird zunachst die Standardabweichung der
spektralen Basislinie in einem signalfreien Bereich des Spektrums, hier bei80qAb-
bildung[54 a) bestimmt. Im gewéhlten Beispiel betragt die Standardabweichung etwa 3,5
Einheiten. Damit werden 65 % der Abweichung beschrieben. Fur die weiteren Berechnun-
gen wird zur Sicherheit die doppelte Standardabweichung zur Berechnung genutzt. Dies

entspricht etwa 95 % der Abweichung. Als Signal zur weiteren Berechnung wurde das Ma-
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Abb. 56: Zur Berechnung der Verstarkungsfaktoren ist es notwendig, die Verhaltnisse von Laser-Durchmesser
zum Durchmesser der verwendeten TERS-Spitze mit einzubeziehen. Die Abbildung zeigt einen schematisierten
TERS-Aufbau. Im Einschub sind die GréRe des Bakteriums (gelb) in Relation zum Durchmesser des Laser-
Spots (griin) und dem Durchmesser der verstarkenden Spitze (schwarz) gezeigt.

ximum bei 1528m~! mit einer Intensitat von 600 Einheiten gewahlt, bezogen auf das Mi-
nimum dieses Signals. Daraus ergibt sich ein Signal-Rausch-Verhéltnis von etwa 60. Die
relative Verstarkung ist demnach mindestens 60, da keine Spektren bei zurlickgezogener
Spitze und einer Messzeit von einer Sekunde beobachtet werden konnten. Zur Berechnung
der absoluten Verstarkung missen unterschiedliche Wechselwirkungs-Bereiche der Proben-
beleuchtung mit einbezogen werden. Der Durchmesser des Laserstrahls auf der Probe ist,
wie Abbildung[56 zeigt, etwa Lm (grin). Im Gegensatz dazu hat die silberbeschichtete
AFM-Spitze einen Durchmesser von etwa 2@, (schwarz). Dies bedeutet, dass der ver-
starkte Bereich etwa 2500 mal kleiner ist als die vom Laser beleuchtete Flache. Die ab-
solute Verstarkung betragt nuio = 2500 = 1,5 * 10°. Selbst unter der Annahme eines
Spitzendurchmessers von beh ist immerhin ein Verstarkungsfaktor van4 * 10 zu er-
reichen. Da zur Messung im ,Intermittend Contact“-Modus des Rasterkraft-Mikroskops ge-
messen wurde, oszilliert die Spitze Uber der Probe, ist also nicht standig in Kontakt. Bei
einer Entfernung der Spitze von 5-4&: von der Probe nimmt die Verstarkung um das 10-

bis 1000-fache ab [64, 65]. Durch die Messung der sogenannten Sensitivitat kann durch die
Messung einer Kraft-Distanz-Kurve und die Berechnung der Steigung eine Umrechnung der
Oszillations-Amplitude von Volt in Nanometer erfolgen [83]. In diesem Experiment betrug
die Oszillations-Amplitude der Spitze etwa6:. Wird dieser Faktor in die Berechnung ein-
bezogen, ergibt dies immerhin eine absolute Verstarkung vonigiva 108.

Bei dieser Berechnung wurden noch keine chemischen Verstarkungsfaktoren in Betracht ge-
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zogen, da hierzu eine besondere Betrachtung der wirklichen Interaktionsflachen zwischen
Probe und Spitze notwendig waren. Dies ist jedoch nicht moglich, da weder bestimmt werden
kann, wo der aktive Silberpartikel lokalisiert ist, noch wie grof3 dieser Partikel ist. Des Wei-
teren wurde auch die Schichtdicke der Probe aul3er Acht gelassen. Das Signal im Fernfeld-
Raman wird von der gesamten Zelle aufgenommen, wahrend beim TERS nur ein Kkleiner
Bereich mit einer geringen Eindringtiefe ein Signal liefert. Werden diese Faktoren noch in
die Berechnungen mit einbezogen, wirde sich der Verstarkungsfaktor weiter erhéhen.

Die gezeigte Abschatzung der Verstarkungsfaktoren ist eher konservativ. Die Einbeziehung

weiterer Faktoren wirde die absolute Verstarkung in der Folge noch weiter erhdhen.

4.5 Spitzenverstarkte Raman-Streuung an Bakteriorhodopsin

4.5.1 Bakteriorhodopsin und Halobacterium salinarum

Ein weiteres TERS-Experiment wurde an dem Protein Bakteriorhodopsin durchgefiihrt. Bei
Bakteriorhodopsin handelt es sich um ein Membranprotein des Prokarydakeimacterium
salinarum Dieses stabchenformige Bakterium tragt an jedem seiner Enden zwei Flagellen
zur Fortbewegung und lebt in Habitaten mit hoher Lichtintensitat, geringer Sauerstoffkon-
zentration und einer Uber drei molaren Salzkonzentration (z.B. Owenslake, Kalifornien). In
besonderen Bereichen der Zellmembran, der sogenannten Purpurmembran, sind Trimere des
Proteins Bakteriorhodopsin (bR) eingelagert. Die Purpurmembran kann bis zu 70 % der
gesamten Zelloberflache ausmachen und verdankt ihren Namen dem Chromophor Retinal,
einem Carotin-Derivat, das in jedem der Monomere kovalent Uber eine Schiff’'sche Base an
die Aminoséure Lysin 216 gebunden ist. Bakteriorhodopsin besteht insgesamt aus 248 Ami-
noséauren und hat ein Molekulargewicht von 26,8 kDa. Es durchspannt die Zellmembran mit

sieben Helices (vgl. Abbildurig $7).

Die Funktionsweise des Proteins ist mit verschiedenen Techniken bestens untersucht. In
erster Linie dient das Bakteriorhodopsin der Energiegewinnung. Bei Aussetzen der oxidati-
ven Phosphorylierung in der Bakterienzelle wird vermehrt Bakteriorhodopsin synthetisiert,

das dann als einfaches Photosynthese-System fungiert. Hierbei wird durch absorbierte Lich-
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Abb. 57: Bakteriorhodopsin ist ein membransténdiges Protein, das mit seinen sieben Helices die Membran
durchspannt. Es bildet so einen Kanal, in dessen Mitte der Chromophor (Retinal) kovalent gebunden ist.

tenergie ein Protonengradient Uber der Zellmembran aufgebaut. Bei dieser simplen Art der
Photosynthese wird fir jedes gesammelte Photon genau ein Proton vom Zellinneren nach

auf3en transportiert. Man spricht deshalb von einem Ein-Photon-Ein-Proton-Prozess.

Abbildung[58 zeigt den Zyklus, den das Bakteriorhodopsin nach der Belichtung durch-
lauft. Hierbei wird das zunachst im dunkeladaptierten Zustand vorliegende Molekul durch
Licht angeregt. Im Weiteren durchlauft das Molekil einen Zyklus mit unterschiedlichen
Intermediat-Formen. Wahrend dieses Zyklus wird ein Proton aus dem Zellinneren aufge-
nommen und Uber einzelne Aminoséuren sowie den Chromophor Retinal zur ZellauRenseite
transportiert und an das umgebende Medium abgegeben. Der Vorgang ist reversibel. Die
Uberfiihrung in den dunkeladaptierten Zustand geschieht mit einer Halbwertszeit von etwa
20-30 Minuten. Eine genaue Beschreibung des Zyklus sowie der beteiligten Aminoséauren
kann z. B. in[[84] nachgelesen werden.

Der Zyklus des Bakteriorhodopsin ist hinlanglich bekannt. Fur die Forscher des Instituts fir
Biophysik in Bochum ist vorrangig die Verteilung der verschiedenen Membranbereiche auf

der Zelloberflache vorlalobacterium salinarurwon Interesse.
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Abb. 58: Zyklus des Bakteriorhodopsins nach der Belichtung. Aus dem dunkeladaptierten Zustgng (BR

wird das Molekil durch die Energie eines Photons in einen lichtadaptierten ZustaggkYBRerfuhrt und
durchlauft einen Zyklus mit Zwischenzustanden (Intermediaten). Im Verlauf des Zyklus wird ein Proton vom
Zellinneren nach Auf3en transportiert. Wird das Protein unter Lichtabschluss beobachtet, so kehrt es nach einer
Halbwertszeit von etwa 30 Minuten in den dunkeladaptierten Zustand zuriick. Die Buchstaben kennzeichnen
die Namen der Intermediate, die Nummern geben das Absorptionsmaximum des jeweiligen Intermediates in
Nanometern an.

4.5.2 Raman-Spektren von Bakteriorhodopsin

Die vermessenen Bakteriorhodopsin-Moleklle wurden vom Institut fiir Biophysik der Ruhr-
Universitat Bochum unter Prof. K. Gerwert zur Verfligung gestellt. Es handelt sich um auf-
gereinigte Proteine eines Wildtyp-Stammes Wwalobacterium salinarunbie verwendete
Ldsung hatte eine Konzentration von 260 ng/ml. Ein Tropfen einer Suspension von Bakte-
riorhodopsin in stark salzhaltiger Losung wurde bei einer Laserleistung von 2 mW auf der

Probe 10 s lang gemessen.

Das Spektrum in Abbildunf 59 zeigt starke Banden um 168@0%, 1200c¢m ! und
1500cm L. Besonders auffallig ist hier die Bande bei 1526-!. Mithilfe der Referenz
[85] konnten die auftretenden Banden den in Takjelle 4 gezeigten Schwingungen zugeordnet

werden.

Den grof3ten Anteil des Spektrums machen die Banden des Chromophors Retinal aus. Da
es sich beim Retinal aufgrund der grof3en Zahl an C-C-Einfach- und C-C-Doppelbindungen
um einen sehr guten Raman-Streuer handelt, war dieses Ergebnis zu erwarten. Charakteristi-

sche Schwingungsbanden fiir Proteine, wie etwa die verschiedenen Amid-Banden, sind nicht
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Abb. 59: Das Ubersichtsspektrum einer Bakteriorhodopsin-Lésung zeigt typische Banden fiir den Chromophor

Retinal. Die Laserleistung betrug fur dieses Spektrum etwa 2 mW bei einer Aufnahmezeit von 10 s.

Tabelle 4: Zuordnung der Banden im Ubersichtsspektrum von Bakteriorhodopsin. Nach Re-
ferenz [85].

Wellenzahl cm ™1 Schwingung
960 Biegeschwingung der H-Atome zwischen C11 und C12
1006 In-phase-Schwingung der Methylgruppen an C9 und C13
1172 all-trans Retinal
1198 all-trans Retinal
1526 Streckschwingung C9 bis C14 im all-trans Retinal
1564 C=C-Streckschwingung
1634 Streckschwingung der protonierten Schiff-Base

zu sehen, da die Schwingungen des Chromophors diese tiberdecken. Aufgrund der gewahlten
Anregungswellenlange von 530;9» wird das Molekil nahe seines Absorptionsmaximums
(lichtadaptierter Zustand: 568m) abgeregt. Dies fuhrt Resonanz-Raman-Effekt, bei dem

die Molekile das Erregerlicht absorbieren und somit viel mehr Energie aufnehmen als bei
herkdmmlichen Raman-Messungen. Dies fiihrt zu einem Ubergang auf ein héheres elektro-

nisches Niveau und eine Intensitatssteigerung.

4.5.3 TERS an Purpurmembranfragmenten

Die Purpurmembran von Bakteriorhodopsin hat einen quasi-kristallinen Charakter. Es ist so-

mit moglich, neben einzelnen Proteinen, ganze Membranfragmente zu untersuchen. Mem-
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branfragmente aus dem Wildtyp-Stamm wJdalobacterium salinarunwurden auf einem
Deckglas aufgetrocknet. Die Laserleistung bei diesen Messungen betrug etwal/1&0f

der Probe, die Messzeit betrug 10 s fur jedes Spektrum bei einer Wellenlange von 30,9
Reflexionsbild

Wie oben beschrieben wurde auch bei diesem Experiment zunachst die genaue Position der

Spitze auf dem Cantilever gesucht. Hierzu wurde ein Reflexionsbild der Spitze erstellt.

38,73 mV

0mV

Abb. 60: Das Reflexionsbild fiir die bei diesem Experiment verwendeten Spitze weist zwei Punkte mit starker
Reflexion auf. Dies deutet auf die Anwesenheit zweier Silberpartikel im Bereich der Spitze hin.

Abbildung[60 zeigt zwei helle Stellen in der Nahe der zu erwartenden Spitzenposition.
Diese Punkte liegen dicht beieinander. Anhand des Reflexionsbildes allein kann nicht auf die
genaue Position der Spitze geschlossen werden. Es ist zu vermuten, dass die nahezu gleich
hellen Reflexionen gréRRere Silberpartikel auf der Spitze oder an den Flanken darstellen. Fir
dieses Experiment wurde daher aufgrund der gréf3eren Nahe zur eigentlichen Spitze der obe-

re Partikel als Spitzenposition gewabhit.

Topographie
Die Topographie der Probe zeigte einige Strukturen, die aufgrund ihrer GroRe Membran-

fragmenten zugeordnet werden konnten. Es wurde ein Fragment ausgewahlt, das etwa 10
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wm mal 5pum grofd und etwa 30@m hoch ist.

384,3 nm

Abb. 61: Durch die Zerstérung vad. salinarumZellen lassen sich Membranfragmente gewinnen. In diesen
Fragmenten liegen Proteine in nahezu nattrlicher Umgebung vor. Die Abbildung zeigt ein solches Fragment,
auf dem TERS-Experimente (roter Punkt) durchgefuhrt wurden.

Aufgrund der Grol3e des Fragments und seiner Hohe ist davon auszugehen, dass es sich
hierbei nicht um das Fragment einer einzelnen Zelle, sondern vielmehr um mehrere Frag-
mente verschiedener Zellen handelt. Die Oberflache weist eine raue Struktur auf, die auf
eine Faltung der Fragmente hindeutet. Innerhalb des Membranfragments sind keine Struktu-

ren zu erkennen. Anhand der Topographie kann nicht bestimmt werden, ob es sich um ein

Stuick Purpurmembran handelt.

TERS-Spektrum

An der in Abbildund 6]l markierten Stelle wurden Spektren aufgenommen.

Die Spektren in Abbildun§ 62 sind sowohl mit Kontakt zur Probe (a), als auch mit um
7,5 um weit zurtickgezogener Spitze (b) aufgenommen worden. Die Bande beir518st
der Siliziumspitze zuzuordnen.
Das Referezspektrum (Abbildung]62 b) zeigt, obwohl sich die Probe nicht im Bereich des
evaneszenten Feldes der Spitze befindet, deutliche Banden bei’518626 cm !, 1079
em™t, 1302em ™!, 1344cm™t, 1380cm ! und 1663cm . Diese Banden sind hauptsach-
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Abb. 62: Durch den Einfluss der Silberspitze wird ein Raman-Spektrum (b) verstarkt (a). Bei der Verstarkung

werden Banden, die im normalen Raman nicht zu sehen sind, sichtbar. Das TERS-Spektrum (a) zeigt Banden
von Protein und Retinal, wéhrend im Referenzspektrum nur schwache Banden von Retinal zu beobachten sind.

lich dem Chromophor Retinal zuzuordnen (vgl. auch Tabp¢lle 5). Es sind jedoch auch Banden
vorhanden, die Proteinschwingungen darstellen (etwa Amid-I-Bande beict663. Da es

sich bei diesem Spektrum um das Referezspektrum handelt, sollten keine Banden zu beob-
achten sein. Dieses Spektrum wiurde daflr sprechen, dass es sich um eine Kontamination
der Spitze handelt (vgl. Kapitgl 4.4.2). Aufgrund der anregenden Wellenlénge und der ein-
deutigen Zuordnung der Banden zum Chromophor Retinal kann jedoch davon ausgegangen
werden, dass es sich bei diesem Spektrum um ein Resonanz-Raman-Spektrum des Chromo-
phors und nicht um eine Kontamination handelt.

Das Spektrum bei angené&herter Spitze (Abbildung 62 b) zeigt eine Vielzahl neuer Ban-
den vor allem im Bereich zwischen 1106:~' und 1700cm~!. Anhand der Referenzen

[85, 78] konnten diese Banden zugeordnet werden. Neben den Banden des Chromophors
(1003cm ™1, 1523em 1, 1596cm 1) konnten auch charakteristische Proteinbanden, etwa
die Amid-IllI-Bande bei 1252m~! oder C=C-Schwingungen einzelner Aminosauren (1611

cm 1), beobachtet werden. Des Weiteren zeigt das Spektrum Banden, die fir Lipide charak-
teristisch sind (1448m1). Eine detaillierte Zuordnung wurde in Tabélle 5 vorgenommen.

Hierbei wurde hauptsachlich auf die Referenzen|[85] 78, 86, 87, 88] Bezug genommen.

Anhand der Zuordnung ist zu sehen, dass hauptséachlich das Retinal zum TERS-Spektrum
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Tabelle 5: Bandenzuordnung der TERS-Spektren von Bakteriorhodopsin nach Referenzen
[85,/78,86/ 87, 88]

Wellenzahl cm =1 Schwingung
518 Silizium-Spitze
1003 In-Phase-Schwingung der Methylgruppen an C9 und C13
1081 Asymmetrische C-O-C-Schwingung aliphatischer Ester
1112 C-C-Schwingung
1162 Tyrosin, Phenylalanin, Amid-IlI
1252 Amid-lll
1300 p CH,
1348 In-plane Biegeschwingung der protonierten Schiff-Base
1448 CH (Fettsauren, Phospholipide, Protein-Seitenketten)
1523 C9-C14 Streckschwingung des all-trans Retinals
1596 C5-C6-Streckschwingung
1611 C=C-Schwingung Tyrosin, Phenylalanin
1634 Streckschwingung der protonierten Schiff-Base

beitragt, jedoch auch Banden anderer Bestandteile der bakteriellen Zellmembran zu beobach-
ten sind. Demnach handelt es sich bei dem untersuchten Membranfragment um einen Teil der
Membran vorHalobacterium salinarunmit eingelagerten Bakteriorhodopsin-Molekdilen.

Des Weiteren zeigen die beobachteten Retinal-Banden, dass es sich um den lichtadaptierten
Zustand des Bakteriorhodopsins handelt (vgl. Abbildung 58). Dies ist auf die Wellenlange
des anregenden Lasers zuriickzufuihren. Zwar liegt das Absorptionsmaximum des dunkela-
daptierten Zustandes naher an der anregenden Wellenlange, jedoch ist dieser Zustand nicht
stabil. Durch die Bestrahlung mit Licht wird das Molekdl sofort aktiviert. Auch andere Inter-
mediate innerhalb des Zyklus haben Absorptionsmaxima nahe der anregenden Wellenlange.
Diese sind jedoch nicht zeitstabil.

Die Untersuchung der Membranfragmente ist ein erster Schritt hin zu einer Kartierung der
Oberflache vomalobacterium salinarunDurch den Einsatz der Silberspitze ist es méglich,

die dominierenden Signale des Chromophors zu unterdriicken und die schwacheren Raman-
Signale des Proteins oder der Lipid-Umgebung zu verstarken. Es ist somit méglich, mit hoher
raumlicher Auflésung eine Untersuchung der verschiedenen Membranareale durchzufihren.

Weitere Experimente hierzu sind in Planung.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Oberflachen biologischer Systeme sind von grof3em Interesse fur viele Bereiche der Le-
benswissensschaften und der Medizin. Besonderes Augenmerk wird auf membranstandige
Proteine gelegt, die, nicht wie globulére Proteine, leicht aus der Zelle zu extrahieren sind.
Um die membransténdigen Proteine in nativer Umgebung untersuchen zu kénnen, missen
neue Methoden entwickelt und ihr Potenzial erfasst werden.

In dieser Arbeit wurden Methoden entwickelt bzw. eingesetzt, die helfen kdnnen, die Ober-
flachen von Bakterien, Viren oder menschlichen Zellen zu untersuchen. Mit den ausgewahl-
ten Methoden sollen Aussagen lber die Struktur, die Verteilung von Proteinen auf der Ober-
flache oder ihre Funktionsweise getroffen werden.

Die Methoden Schwingungs- und Kraftspektroskopie wurden zur Charakterisierung biolo-
gischer Oberflachen eingesetzt. Dabei wurde die Kraftspektroskopie zum ersten Mal mit

multivariaten Datenanalyse-Methoden gekoppelt.

Kraftspektroskopie und multivariate Datenanalyse

Hauptkomponentenanalyse (PCA), hierarchische Cluster-Methoden und der Einsatz des K-
Means-Algorithmus wurden genutzt, um die komplexen Daten der Kraft-Distanz-Kurven
auszuwerten und wichtige Informationen sichtbar zu machen. Die Ergebnisse zeigen, dass
die gangigen Darstellungsmethoden kraftspektroskopischer Experimente in Form von Stei-
gung und Adhéasion nur bedingt Aussagen Uber die chemischen Eigenschaften der Probe
zulassen. Durch die Auswertung der Daten mit multivariater Datenanalyse konnten die Infor-
mationen aus komplexen Datensétzen kraftspektroskopischer Experimente einfach sichtbar
und interpretierbar gemacht werden. Zur Enwicklung der Methode wurde ein Modellsystem
aus einer biologischen (Cytochrom C) und einer nichtbiologischen Komponente (Glimmer)
eingesetzt. Mithilfe der Hauptkomponentenanalyse konnte bei diesem System schon in der
ersten Hauptkomponente deutliche zwischen den Komponenten unterschieden werden. Die

zweite bis vierte Hauptkomponente gab Details der vermessenen Oberflache wieder, wah-
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rend ab der finften Hauptkomponente nur noch Rauschen zu beobachten war. Die Haupt-
komponentenanlyse stellt somit eine geeignete Methode dar, Korrelationen in den Daten zu
finden und auf einfache Art sichtbar zu machen.

Ahnliche Ergebnisse wurden mit der hierarchischen Cluster-Analyse erzielt. Hier fiihrten
die euklidische Distanz als Abstandsfunktion und die Cluster-Methode nach Ward zu einer
Unterscheidung zwischen den Materialien der Probe. Es zeigte sich jedoch, dass ein vollstan-
dig automatisierter Prozess wie bei der Hauptkomponentenanalyse nicht mdglich war. Die
Interpretation der Dendrogramme war notwendig, um die bestmdgliche Anzahl von Clu-
stern zu ermitteln. Erst durch diesen Schritt war es mdglich, die Daten optimal auszuwerten.
Eine zu hohe Clusteranzahl fiihrte zu einer Uberinterpretation der Daten. Fur das Zwei-
Komponenten-System war eine Anzahl von neun Clustern ausreichend, um die Daten zu
beschreiben. Es stellte sich jedoch heraus, dass mit der hierarchischen Clusteranalyse nicht
nur zwischen Cytochrom C und Glimmer unterschieden werden konnte, sondern gleichzeitig
auch detailliertere Informationen tber Mischbereiche oder andere, nicht sichtbare Struktu-
ren, moglich waren. Auch mit der hierarchischen Clusteranalyse war eine Interpretation der
Daten moglich. Der K-Means-Algorithmus dagegen war nicht zu verwenden. Diese uniber-
wachte Clustermethode war aufgrund der willkirlichen Auswahl der Clusterzentren nicht
geeignet, die Daten zu beschreiben. Fiir einen schnellen und groben Uberblick lieR sich die-
se Methode dennoch einsetzen.

Aufgrund der fir das Zwei-Komponenten-Modellsystem erzielten Ergebnisse, konnte die
Kopplung von Kraftspektroskopie und multivariater Datenanalyse als eine erfolgverspre-
chende Methode zur Untersuchung von Oberflachen hinsichtlich ihrer chemischen Zusam-
mensetzung angesehen werden. Bestatigt wurde dies auch durch die Anwendung der Me-
thode auf ein komplexeres System aus mehreren Komponenten. Dieses System bestand aus
einer Glas- und Goldoberflache mit Inseln aus Protein. Sowohl die Hauptkomponentenana-
lyse als auch die hierarchische Cluster-Analyse konnte die drei Materialien voneinander un-
terscheiden. Es zeigte sich jedoch, dass speziell bei der Hauptkomponentenanalyse mehrere
Hauptkomponenten in die Interpretation der Daten einflieBen mussten, um das System zu
beschreiben. Aufgrund der Praparation der Oberflache traten viele Mischbereiche auf, die

eigene Hauptkomponenten beanspruchten. Ebenso verhielt es sich mit der hierarchischen
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Cluster-Analyse. Es war eine deutliche Unterscheidung der Komponenten maoglich. Der er-
folgreiche Einsatz der Methode zeigte sich nicht zuletzt daran, dass durch die Datenanalyse
die Grenze zwischen Gold und Glas sichtbar gemacht werden konnte, obwohl sie in der topo-
graphischen Aufnahme nicht zu sehen war. Somit konnte bewiesen werden, dass mit dieser
Methode auch versteckte Informationen sichtbar gemacht werden. Die Experimente zeigen
weiterhin, dass eine hohe Ortsauflésung mit dieser Methode méglich ist. Diese hangt im We-
sentlichen von der Groél3e der verwendeten Spitzen und der Anzahl gemessener Punkte ab.
Je kleiner die Spitze war und je enger die Punkte beieinanderlagen, an denen Kraft-Distanz-
Kurven gemessen werden konnten, desto hoher wurde die Auflosung der Oberflache. Somit
war es maglich, chemische Eigenschaften sogar einzelner Molekile zu untersuchen.

Des Weiteren wurde die Notwendigkeit einer geeigneten Datenvorverarbeitung gezeigt, um
auftretende Artefakte oder dominierende Hoheninformationen vor der eigentlichen Analyse
zu eliminieren. Als wichtiges Kriterium stellte sich die Wahl des Referenz-Punktes heraus. Je
nach Wahl der Punkte wurden unterschiedliche Ergebnisse erzielt. Die Wahl des Einschnapp-
Punktes als Referenz stellte sich als sinnvoll heraus, da hier der erste Kontakt mit der Probe
hergestellt wird.

Die Kombination kraftspektroskopischer Experimente mit multivariater Datenanalyse hat
das Potenzial, chemische Informationen von Oberflachen zu erhalten und stellt eine Alter-
native zu optischen Spektroskopie-Methoden dar. Hierbei ist eine hohe Ortsauflésung wie
auch die Darstellung versteckter Informationen mdglich. Die Auflésung kann mit dem Ein-
satz geeigneter Spitzen und der Anzahl untersuchter Punkte auf der Probe noch weiter erhoht
werden. Eine Ausweitung der Experimente auf lebende Zellen ist durchaus denkbar. Hierbei
ist jedoch notwendig, Vergleichsdaten von Bestandteilen der Membran zu sammeln, um eine

genaue Interpretation der Ergebnisse gewahrleisten zu kénnen.

TERS an biologischen Systemen
Neben der Kraftspektroskopie lieferte auch die spitzenverstarkte Raman-Spektroskopie che-
mische Informationen tber die untersuchte OberflacheirDivo-Beobachtungen der bak-
teriellen Zellwand vorgStaphylococcus epidermidisf3en Aussagen Uber deren Zusammen-

setzung und die dynamischen Prozesse zu. Anhand von Zeitmessreihen konnte gezeigt wer-
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den, dass die Zellwand kein statisches, sondern vielmehr ein hochdynamisches System ist.
In kurzer Zeit wechselten sich Spektren von Zucker, Proteinen und Lipiden ab. Des Weite-
ren konnten einzelne Zellwandkomponenten wie etwa Teichonséuren oder Peptidoglykane
identifiziert werden. Als ein wichtiger Aspekt bei der Messung von TERS-Spektren stellte
sich die Beschaffenheit der Spitze wahrend der Messung heraus. Wichtig war die Kontrolle
der Spitze vor, wahrend und nach der Messung auf mdgliche Kontaminationen. Solche Kon-
trollexperimente waren notwendig, um die Sauberkeit der Spitze fortwahrend zu beobachten
und Artefakte in den Raman-Messungen durch aufgesammeltes Material auszuschliel3en.
Durch den Einsatz silberbedampfter Spitzen konnte eine Verstarkung der Raman-Signale bis
zu 1@ beobachtet werden. Die Methode erlaubte somit kurze Messzeiten bei einem ausrei-
chenden Signal-Rausch-Verhaltnis.

Die TERS-Messungen an Membranfragmenten von Bakteriorhodopsin zeigten ahnliche Er-
gebnisse. Durch die verstarkende Spitze konnten Banden sichtbar gemacht werden, die bei
klassischen Raman-Messungen von den starken Banden des Retinals Uberlagert wurden.
Ebenso wie beBtaphylococcus epidermidigar auch hier bei kurzer Messzeit ein gutes
Signal-Rausch-Verhéltnis zu beobachten. Die erhaltenen Spektren lie3en sich einzelnen Be-
standteilen der Purpurmembran zuordnen. Neben dem Retinal konnten sowohl Protein- als
auch Lipid-Banden beobachtet werden.

Neben den spektroskopischen Informationen konnte mit dieser Methode auch eine Topogra-
phie der untersuchten Probe aufgenommen werden, die zusatzliche Informationen lieferte.
Die spitzenverstarkte Raman-Streuung bietet die Moglichkeit, mit kurzen Messzeiten und
hoher Ortsauflosung, chemische Informationen Uber biologische Oberflachen zu erzielen.
Hierbei ist aufgrund der Verstarkung des Raman-Signals durch die silberbedampfte Spit-
ze ein gutes Signal-Rausch-Verhaltnis moglich. Diese Methode kann durchaus auf andere
Bakterien-Stamme ausgeweitet und deren Oberflachenproteine untersucht werden. Eine Da-
tenbank mit Vergleichsspektren ist jedoch notwendig, um eine genaue Charakterisierung zu
gewabhrleisten. Der Einsatz dieser Technik ist auch in anderen Bereichen denkbar. So ist etwa
eine direkte und hochortsaufgeléste Sequenzierung unbekannter DNA-Strange mdglich, wie

sie durch Bailo et al| [49] vorbereitet wurde.
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6 ANHANG I

6 Anhang

A Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von TERS-

Spitzen

Eine Mdglichkeit die Sauberkeit von TERS-Spitzen zu tUberprifen ist die optischen Untersu-
chung in einem Rasterelektronen-Mikroskop. Die Abbildung zeigt im oberen Bereich REM-
Aufnahmen von 16 Spitzen, die mit Kontaminationen behaftet sind, wahrend im unteren

Bereich 12 REM-Aufnahmen von unkontaminierten Spitzen zu sehen sind.

\

Abb. 63: Rasterelektronenmikrsokopische Aufnahmen von 16 kontaminierten und 12 unkontaminierten TERS-
Spitzen.



I B DATEIFORMAT EINES KRAFTSPEKTROSKOPISCHENEXPERIMENTS

B Dateiformat eines kraftspektroskopischen Experiments

Jedes kraftspektroskopische Experiment wird in einer ASCII-Datei in einem definierten For-
mat gespeichert. Jede Kraft-Distanz-Kurve wird hierzu in zwei Teile geteilte und re-

trace Im Kopfteil jeder Datei werden Informationen tber den verwendeten Scanner-Typ
(scanne), die Grof3e des vermessenen FeldastSize, slowSixeden Ort der Messung im
Bereich des Scanners@ffset,yOffsgtund weitere Parameter des Experiments abgelegt.
Wichtig fur die Auswertung der Daten sind die Anzahl der Punkte in X- und Y-Richtung
(iLength, jLength, die Anzahl der Datenpunkte pro KurveLength sowie die Richtung der
Messung direction). Es folgt weiterhin eine Definition der gespeicherten Damsiums,
fancyNamesund die Einheiten der jeweiligen SpalteralibrationSlots, units Anschlie-

Rend folgen die Daten.

B.1 ASCII-Datei

scanner: false

gridPattern backAndForth
fastSize: 4.5E7

slowSize: 4.5E7

xOffset: 1.51626660228448168HB
yOffset: —1.3520182022458967EK5

iLength: 32
jLength: 32
theta: 0.0

reflect: false

numPoints: 1024

forceSettings: relative
zRelativeStart: 3.0E7
zRelativeEnd: —1.0E-7

setpoint: 0.2

kLength: 2048

zStartPauseOption: constantHeight
zEndPauseOption: constantHeight
tipsaverPauseOption: constantHeight
feedbackMode: contact
traceScanTime: 0.5
retraceScanTime: 0.5

pauseAtStart: 0.0

pauseAtEnd: 0.0

pauseOnTipsaver: 0.0

scanner: false

date: Mon Sep 26 13:20:09 CEST 2005

HFHEFHEFHFHFIFHHFHFEHFEFHFHFHTFHEFEEEHFHHHTHFRER



B.1 ASCII-DATEI

HFHHFHHFHHFHHF

**

PFRPPFRPPPPPPPPPPPPPPPPPPPP, FHFITHFH

index: O
ilndex: O
jlndex: O
xPosition:
yPosition:
direction:
columns:

strainGaugeHeight
fancyNames:

1.4944697272844816k
—1.373815077245896 75

trace

smoothedStrainGaugeHeight vDeflection
height hDeflection

"Height (measured & smoothed)"” "Vertical
deflection

deflection" "Height (measured)" "Height" "Lateral

heightMultiplier:
heightOffset:
calibrationSlots:
mVmmYV

units:

.5842955E6
.5841869E6
.5840782E6
.5839694E6
.5838605E6
.5837516E6
.5836424E6
.5835333E6
.5834239E6
.5833145E6
.5832051E6
.5830956E6
.5829859E6
.5828762E6
.5827663E6
.5826564E6
.5825464E6
.5824362E6

0.6
0.0

—0.022421218
—0.022421218
—0.023088109
—0.022087771
—0.022754664
—0.022087771
—0.022754664
—0.022754664
—0.023421554
—0.022754664
—0.022087771
—0.022754664
—0.023421554
—0.023754999
—0.022754664
—0.024088446
—0.022754664
—0.023754999

nominal

PR RPRRPRRRPRRPRRPRRPRPRPRPRPRPRPRRRR

volts nominal

.5829548KB
.5839043bH
.5843791HH
.584379H6
58437916
.5829548b
.582480H6
.5834296H
.5829548b
.5829548KB
.584379H6
.5829548KB
.5829548K
.5820053H
.5820053bH
.5820053b
.5820053bH
.582480H6

PRRPRPRRPRRPRRRPRREPRPRRRPRRERERER

nominal

vol

—0.
—-0.
—-0.

—-0.

ts

.5845125E6 —-0.021087436 1.5853286H 1.2860152E6 —0.23108786
.584404E6 —-0.022421218 1.584379Hb6 1.285832E6 —-0.23207998

.2856032E6 —-0.2327414
.28542E6 —-0.23174928

.2852369E6
.2850538E6
.2848249E6
.2846418E6
.2844587E6
.2842755E6
.2840467E6
.2838636E6
.2836805E6
.2834973E6
.2832685E6
.2830853E6
.2829023E6
.2826733E6
.2824903E6
.2823072E6 —-0.2324107
.582326E6 —0.023754999 1.5829548H 1.282124E6 -0.23108786

.5822158E6 —0.022754664 1.5820053HB 1.2818952E6 —-0.23108786

23174928
23141858
23141858

.23141858
.23207998
.23207998
.23174928
.23174928
.23108786
.23141858
.23141858
.23340282
.23141858
.23141858

23108786



v B.2 AUTOMATISIERTES HIERARCHISCHESCLUSTERN

B.2 Automatisiertes hierarchisches Clustern

%Skript erstellt am 10.02.06 von cb

%

%Diese Skript fuehrt eine hierarchische Clusteranalyse durch.

%Als Input werden die Daten (X)und die Anzahl der Cluster (
cutoff)

%verlangt.

%Der Output (J) ist ein Vektor, der jedem Spektrum ein Cluster

%zuweist.

function [T5,T6] = cbclusterh (X, cutoff)

T=[]; Ti=[]; T2=[]; T3=[]; T4=[]; T5=[]; T6=[];

T1 = pdist(X);

T2 = squareform (T1);

T3 linkage (T1, single’);

[T4,U] = dendrogram(T3,0);

T5 = cophenet(T3,T1);

T6 = cluster (T3, cutoff);

B.3 Automatisiertes K-Means-Clustern

%Skript erstellt am 10.02.06 von cb

%

%Diese Skript fuehrt eine kmean€lusteranalyse durch.

%Als Input werden die Daten (X)und die Anzahl der Cluster (
cutoff)

%verlangt.

%Der Output (J) ist ein Vektor, der jedem Spektrum ein Cluster

%zuweist.

function [J]=cbclusterk (X, cutoff)

J=[I; %T1=[]; T2=[];

J=kmeans (X, cutoff);



C IGOR-PROZEDUREN \Y;

C IGOR-Prozeduren

Die folgenden Prozeduren beschreiben die Bearbeitung gemessener Daten im Auswertungs-
Programm IGOR.

Das MacroLoad_Data_1lladt die kraftspektroskopischen Daten ein. Mit dem Mata-
keMovieTest_ird aus den eingelesenen Daten ein Video erstellt, das die Kraft-Distanz-

Kurven jedes gemessenen Punktes zeigt.

C.1 Einlesen der Daten und Erstellen eines Videos

#pragma rtGlobals=1 I/l Use modern global access
method .

Macro Start_cb ()
Load_Data_1 ()
End

Macro Movie_cb ()
MakeMovieTest 1 ()
End

Macro Movie_cb2 ()
MakeMovieTest_2 ()
End

Function Load_Data_1()
LoadWave/G/D/W/A/E=1/L={36,42,0,0,0}/N
End

[] sokskskorskx
/!l Initialize graph for movie
[] sokskskorkx
/!l Parameters:
/1l
[ ssskoskoksxk
/! base version: 30.6.05- 14:00 vd
[ ssskoskoksxk
Proc Movie() : GraphStyle
String name, tracex, tracey, retracex, retracey

PauseUpdate; Silent 1 /I modifying window ...

ModifyGraph width=624,height=369

/1 ModifyGraph margin=40

ModifyGraph margin(left)=50,margin(bottom)=50
EndMacro



VI C.1 BENLESEN DERDATEN UND ERSTELLEN EINESVIDEOS
[ sk
// Convert waves m-> nm
/I dedicated to jpk files
[] sokskskoskkx
/!l Parameters:
/1!
[ sskskksx
/! base version: 30.6.05- 15:30 vd
[ ssxskokksx
Macro Rescale_ x_axis ()
Variable i
String Xx_wave
PauseUpdate; Silent 1 /Il modifying window ...
i =0
do
X_wave = "wave" Hxium2str(i+2)
\$x_wave x= 10e9 // 10-9
i += 5
While (i< 10239)
End
[ ssskoskoksx

/1
/1
/1
/1
/1
/1
/1
/1
/1
/1

Making a movie out of jpk map.txtdata

to have a short overview over the force curves
sk sk sk sk ok ok sk

Parameters:

%k 3k sk skok sk ok

base version: 14.06.05 15:30 cb

modifications: 15.06.05- 11:00 cb
30.06.05— 09:30 cb

Kk 3k 3k okosk ok

Function MakeMovieTest 1()

String name, tracex, tracey, retracex, retracey

Variable i, |

// variable screenRes = 72/ScreenResolution

Display/1/b wavel vs waveO; AppendToGraph/|l/b wave6 vs
waveb

Execute "Movie()"

RemoveFromGraph/Z wavel
RemoveFromGraph/Z wave6

/! NewMovie/Z/1/O/P=home as ""
NewMovie/Z/O as "D:\Budich\Eigene Dateien\ muell.mov"
i =0
j=0
do
tracex = "wave" Hxium2str(i)
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tracey = "wave" Hium2str(i+1)
retracex = "wave" Aum2str(i+5)
retracey = "wave" Aum2str(i+6)

AppendToGraph/I/b $tracey vs $tracex

AppendToGraph/I1/b $retracey vs $retracex

!/l Execute "Movie ()"

/I ModifyGraph/Z width=340,height={Aspect,0.7}

/I ModifyGraph width=550,height=520

ModifyGraph width=624,height=369

ModifyGraph rgb($retracey)=(0,15872,65280)

ModifyGraph rgb ($tracey)=(65280,0,0)

ModifyGraph Isize=3

ModifyGraph grid =1,gridRGB=(0,0,0)

ModifyGraph grid =1,gridRGB=(0,0,0)

/I ModifyGraph grid=1,nticks=30,minor(bottom)=1,
gridRGB=(0,0,0)

/I ModifyGraph grid=1,nticks=30,minor(left)=1,
gridRGB=(0,0,0)

/I ModifyGraph Isize=2.5

/1 ModifyGraph width=567,height=475

SetAxis bottom 4.78873€06,6.71101e06

/I SetAxis/A/N=1 bottom

Label bottom "\\Z12Piezo movement / nm"

SetAxis left —9.81525,15.9902

Label left "\\Z12Displacement / V"

/Il SetAxis/A/N=1 left

name =num2str(j+1)

TextBox/C/N=text0 /F=2/S=1/D=1.5/A=RB/X=2.31/Y
=13.27 name

TextBox/C/N=t1l /F=0/S=1/D=1.5/A=RT/X=1.31/Y
=3.27/G=(65280,0,0) "Approach"

TextBox/C/N=t2 /F=0/S=1/D=1.5/A=RT/X=1.31/Y
=10.27/G=(0,15872,65280) "Retract"

DoUpdate
AddMovieFrame

RemoveFromGraph/Z \$tracey ,\ $retracey

i =i + 10
j =1
while (1<10239) //12287
CloseMovie
PlayMovie as "D:\Budich\Eigene Dateien\ muell.mov"
End MakeMovieTest
/!l Function ButtonProc_9(ctrIName) : ButtonControl
/1 String ctrIName
/1 MakeMovieTest ()
End



VIl
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Function MakeMovieTest 2 ()

String name, tracex, tracey, retracex, retracey
Variable i, |

// variable screenRes = 72/ScreenResolution
Display/1/b waveO

Execute "Movie ()"

RemoveFromGraph/Z waveO

/I NewMovie/Z/1/O/P=home as ""

NewMovie/Z/O as "D:\Budich\Eigene Dateien\ muell.mov
i =0

j=0

do

tracey = "wave" Hum2str(i)
AppendToGraph/I1/b \$tracey

!/l Execute "Movie ()"

/I ModifyGraph/Z width=340,height={Aspect,0.7}
/I ModifyGraph width=550,height=520
ModifyGraph width=624,height=369
ModifyGraph Isize=3

ModifyGraph grid =1,gridRGB=(0,0,0)
ModifyGraph grid =1,gridRGB=(0,0,0)
SetAxis bottom —224.774,3645.77

Label bottom "\\Z12Piezo movement / nm"
SetAxis left —4.77512,4.15891

Label left "\\Z12Displacement / V"

name =num2str(j+1)
TextBox/C/N=text0 /F=2/S=1/D=1.5/A=RB/X=2.31/Y
=13.27 name

DoUpdate
AddMovieFrame

RemoveFromGraph/Z \$tracey

=i+ 1
j =1
while (i<1024) [//12287
CloseMovie
PlayMovie as "D:\Budich\Eigene Dateien\ movie.mov"

End MakeMovieTest
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