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Das Rasterkraftmikroskop in der
) biomedizinischen Forschung:
Ubersicht und ophthalmologische Anwendungen

von
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The Scanning Force Microscope in biomedical Research:
Overview and ophthalmological Applications

Synopsis: The atomic force microscope (AFM) or scanning force microscope which was developed
from the scanning tunneling microscope, is a valuable instrument for the ultrastructural investigation of surfaces
down to the molecular and atomic level. After a short introduction to the physical principles of the atomic force
microscope, we present applications of scanning force microscopy in biology and medicine. In biology, the AFM
has been used to image living cells, chromosomes, bacteria, viruses, cell membranes, S-layers of bacteria, ion
channels, proteins, aminoacids, single DNA bases, DNA and many other substances. It is possible to observe
dynamic biological processes such as the binding of antibodies to an antigen, the polymerisation of fibrinogen or
the infection of cells by a virus. Exciting is that the AFM may be used to sequence DNA in the future. In the bio-
medical material sciences, the AFM may become a useful tool for the quality control of implant materials. Here,
we present some examples of the investigation of artificial lenses used for intraocular implantation after cataract
extraction, where the AFM was used to measure the surface roughness of different lens materials.

1. Einleitung:

1986 erhieiten G. Binnig und H. Rohrer fiir die Erfindung des Rastertunnelmikroskops
(scanning tunneling microscope, abgekiirzt STM) den Nobelpreis fiir Physik (BINNIG et al.
1982).

Kurze Zeit danach haben Sie daraus das Rasterkraftmikroskop (atomic force microscope,
abgekirzt AFM) entwickelt (BINNIG et al. 1986). Beide Mikroskope werden zusammen mit an-
deren Mikroskopen mit dhnlicher Funktionsweise wie beispielsweise dem Magnetic Force Mikro-
skop, dem Lateral Force Mikroskop oder dem elektrochemischen Kraftmikroskop unter dem
Oberbegriff "Rastersondenmikroskope” zusammengefaBt.

Im folgenden méchten wir vor allem das AFM beschreiben, da im Gegensatz zum STM, da-
mit auch nicht-leitende Strukturen, die den GroBteil der biologischen Praparate darstellen, ohne
Probenpriparation, wie Beschichtung mit Metallen untersucht werden konnen.

2. Physikalisches Prinzip:

Bei der Rasterkraftmikroskopie wird eine mikroskopisch kleine Spitze, die sich am Ende ei-
nes Auslegers (“cantilever”) befindet, der Probenoberfliche angenéhert. Dabei kommt es zu
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Wechselwirkungen zwischen Atomen der Spitze und der Probenoberfliche (anziehende Van der
Waal’sche Kréfte und AbstoBung der dulersten Spitzenatome nach dem Pauli-Prinzip). Der Can-
tilever wird rasterformig Gber die Probe gefiihrt. Bei dieser Bewegung des Cantilevers liber die
Probe, kommt es aufgrund der obengenannten atomaren Krafte durch Unebenheiten der Proben-
oberflache zu einer unterschiedlichen Auslenkung der Spitze. Dieser Mechanismus wurde oft mit
der Funktionsweise eines Plattenspielers veranschaulicht, wobei der Arm des Plattenspielers dem
Cantilever, die Tonabnehmernadél der AFM-Spitze und die Schallplattenoberflache der Proben-
oberflache entsprechen wiirde. Die Auslenkung des Cantilevers wird meist durch einen am Canti-
lever reflektierten und auf eine Photodiode gerichteten Laserstrahl registriert. Bei Betrieb im con-
stant-force-Modus regelt einé Rickkoppelungselektronik das piezoelektrische Stellelement des
Probenhalters so, daB die Auslenkung der Spitze konstant bleibt. Das Spannungssignal des Piezo-
stellers wird in ein Oberflichenprofil umgesetzt (BINNIG et al: 1986, HANSMA et al. 1988).

Der Informationsgehalt in AFM-Bildern wird entscheidend von der Geometrie des Sensors

(der “Spitze”) beeinfluBt: Ist der Spitzenradius groB, kénnen entsprechend kleine Strukturen

-nicht mehr aufgeldst werden. Durch zu kurze Spitzen oder zu grofle Konuswinkel werden tiefere
Grében und Locher nicht mehr erfaSt. Im Idealfall liegt die Auflosung des AFM im atomaren Be-
reich. Derzeit werden Spitzen aus Silizinmnitrid und einkristallinem Sllmum mit Radien zwischen
10 - 50 nm verwendet.

Das AFM kann im Kontakt-Modus (repulsive mode) oder im Non-Kontakt-Modus (attrac-
tive mode) betrieben werden. Bei Betrieb im Kontakt-Modus beriihrt die Spitze die Probenobet-
flache. Um dabei ein Abheben der Spitze zu vermeiden, ist eine bestimmte AnpreBkraft des Can-
tilevers erforderlich. Die Gesamtauflagekraft ergibt sich aus der Summation der AnpreBkraft, den
obengenannten Wechselwirkungen zwischen Spitze und Probe und stérenden Kapillarkriften
und elektrostatischen Kriften. Der Vorteil des Kontakt-Modus ist die im Vergleich zum Non-
Kontakt-Modus héhere Aufldsung, was durch die Nédhe der Spitze zur Probe bedingt ist. Ein
Nachteil des Kontakt-Modus ist die Mindestauflagekraft von 10”7 N, die bei weichen Proben, wie
biologischen Préparaten, zu Deformationen oder Beschidigungen fithren kann. Biologische Pro-
ben konnen unter physiologischen Bedingungen in einer speziellen FliissigkeitsmeBzelle unter-
sucht werden. Bei der Rasterkraftmikroskopie im Non-Kontakt-Modus kommt es nicht zur Be-
rithrung zwischen Spitze und Probenoberfliche. Die dabei hauptsichlich wirkenden Wechselwir-
kungen sind die Van-der- Waal’schen Anziehungskrifte zwischen Probe und Spitze. Die moleku-
lare Wasserschicht auf Proben kann dazu fithren, daB sich zusétzlich Kapillarkréfte ausbilden,
welche die Tastspitze auf der Probenoberflache festhalien, was zu einer Unterbrechung der Mes-
sung fithren kann. Der Vorteil des Non-Kontakt- AFM besteht darin, weiche Proben destruk-

" tionsdrmer zu untersuchen. Nachteile sind jedoch die geringere Auflosung und MeBstabilitéit. Der
Anwendungsbereich kommerziell erhaltlicher Rastersondenmikroskope 148t sich durch verschie-
dene MeSkopfe erweitern: Mit Hilfe des Rastertunnelmikroskops (STM) konnen leitende Préiipa-
rate durch Messung des Tunnelstroms untersucht werden (BINNIG et al. 1982). Das Elektroche-
mische AFM dient zur Beobachtung elektrochemischer Prozesse in situ. Mit dem Magnetic force
Mikroskop konnen magnetische Mikrofelder lokalisiert werden. Beim Lateral Force Mikroskop
konnen unterschiedliche Probeneigenschaften mit Hilfe der lateralen Krafteinwirkung auf den
Cantilever nachgewiesen werden. Auf eine detaillierte Beschreibung dieser und verwandter Tech-

-niken (POHL 1989) wird im Rahmen dieser Uberswhtsarbelt die dem AFM gewidmet ist, ver-
zichtet.

Die Komblnatlon eines AFM mit einem Umkehrlichtmikroskop (z.B. Bioscope, Digital In-
struments, USA) ermdglicht die gleichzeitige optlsche und rastermikroskopische Untersuchung ,
von biologischen Praparaten.

" Rasterkraftmikroskope werden beispielsweise von den Firmen Digital Instruments. (Santa
Barbara;-USA), Park Scientific Instruments (Mountain View, USA}) and Topometrlx (Santa Cla-

-ra, USA) hergestellt.
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3. Anwendungen in Biologie und Medizin:

Zahlreiche biologische Molekiile konnten mit Hilfe des Rasterkraftmikroskops abgebildet
werden: Aminosduren (GOULD et al. 1988), Proteine wie beispielsweise Aktin (WEISEN-
HORN et al. 1990), Immunglobuline (LIN et al. 1990 ) oder Bacteriorhodopsin (BUTT et al.
1990) und Lipide (HANSMA et al. 1991). In einer kombinierten STM/ AFM-Studie konnte die
Bindung des Skelettmuskelenzyms Phoshorylasekinase an Phosphorylase B direkt beobachtet
werden (EDSTROM et al. 1990). Auch die Polymerisierung von Fibrinogen konnte mit Hilfe der
Rastersondenmikroskopie visualisiert werden (WIGREN et al. 1991), was zur Untersuchung der
Thrombogenizitit cardiovasculdrer Implantmaterialien ausgeniitzt werden kénnte. Das AFM
wurde auch verwendet, um Molekiile mit Hilfe der AFM-Spitze im Nanometerbereich zu bewe-
gen (LEA et al. 1992). Die AFM-Bilder, die von kiinstlich erzeugten Phospholipid-Membranen
erhalten wurden, stimmten teilweise mit den rontgenkristallographischen Daten iiberein (EG-
GER et al. 1990).Weiters wurden Transportproteine, wie Acetylcholinerezeptor-lonenkanile
(HORBER et al. 1991) oder einzelne Leberzell - Gap junctions (HOH et al. 1991) abgebildet und
mit TEM-Bildern verglichen. Mit dem Rasterkraftmikroskop kénnen nicht nur einzelne Biomo-
lekiile, sondern auch Chromosomen (RASCH et al. 1992) und ganze Zellen, wie beispielsweise
Leukozyten oder Erythrozyten (HABERLE et al. 1991) dargestellt werden. Obwohl dabei eine
Auflosung von unter 100 nm erzielt wurde, ist dabei die durch die Abtastung mit der AFM-Spitze
hervorgerufene Deformation der Zellen problematisch. W. HABERLE, J. HORBER und Mitar-
beiter konnten erstmals AFM-Bilder von kultivierten Nierenzellen, die mit Vaccinia- Viren infi-
ziert wurden, zeigen. In dieser Studie wurden AFM-Bilder zu verschiedenen Zeitpunkten ange-
fertigt und als AFM-Film gezeigt. Dabei konnte wie die Autoren vermuteten, sogar die Extrusion
von Viren aus einzelnen Zellen sichtbar gemacht werden (HABERLE et al. 1992). Auch Bakte-
rien sind mittels AFM ohne spezielle PriaparationsmaBnahmen abgebildet worden (GOULD et
al. 1990). Mittels Kraftmodulation bei der Rasterkraftmikroskopie ist es méglich, Elastizititsmes-
sungen an lebenden Zellen durchzufiihren, wie an aktivierten Thrombozyten gezeigt wurde
(FRITZ-STEPHAN et al. 1992).

Problematisch ist derzeit in der Rastersondenmikroskopie die Vorbereitung der Proben, die
zur Untersuchung mittels verschiedener Methoden (ENGEL 1991) immobilisiert werden miis-
sen. Als Objekttriger (Substrat) fiir biologische Priparate und Molekiile werden héufig atomar
glatter Graphit (highly oriented pyrolytic graphite) oder Mica verwendet (AMREIN 1992). Brii-
che oder periodische Strukturen des Substrats (z. B. Graphit) sollten nicht mit Strukturen der Pro-
ben selbst verwechselt werden. So konnen beispielsweise nicht nur Stufen auf Graphit, sondern
auch Doménenwiénde im Graphitgitter als DNA-Stringe fehlinterpretiert werden (HECKL et al.
1992).

Die Lufttrocknung von biologischen Proben fiihrt zur Bildung von Artefakten, weshalb bio-
logische Praparate moglichst in derem physiologischen Milieu (meist Wasser) untersucht werden
sollen.

Die Auflésung eines AFM ist bei weichen und unebenen Proben, wie biologischen Makro-
molekiilen, limitiert. Bei Untersuchungen an S-Schichten des Archaebakteriums Thermoproteus
tenax konnte eine laterale Auflgsung von 2.8 nm erzielt werden (PUM et al. 1992). Die extrem
hohe Auflésung der Rastersondenmikroskopie begrenzt ihre Anwendung in der Histologie und
Zytologie auf die Abbildung von Oberflichen von Zellmembranen, intrazelluldren Strukturen
(z.B. Zytoskelett) und festen Interzellularsubstanzbestandteilen (z.B. Kollagenfibrillen (VOEL-
KER et al. 1988)). Besonders gut zur Abbildung mit dem AFM eignen sich harte Gewebe wie
Zahnschmelz oder Zahnzement (KASAS et al. 1992). Da gezeigt wurde, da3 mit Hilfe der raster-
mikroskopischen Technik Antigen- Antikorperreaktionen sichtbar gemacht werden kénnen, er-
scheint in naher Zukunft die Anwendung eines rastersondenmikroskopischen Immunoassays
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Abb. 1: Vergleich der Oberflachenstruktur von Intraokularlinsen (IOL) aus PMMA zweier verschiedener Her-

steller. Eine IOL (Abb. 1b, Dr. Schmidt) wurde im Drehschneideverfahren und die andere IOL (Abb. 1a, 3M)

im SpritzguBverfahren hergestellt. Auffillig ist die hohere Oberflachenrauhigkeit der IOL in Abb. 1b. Die

schuppenartigen Aufrauhungen kénnen zu einer verstirkten Adhasion von Fremdkorperriesenzellen und Bak-

terien auf der IOL-Oberfliche fithren. Die Rasterkraftmikroskopie erfolgte mit einem Nanoscope III (Digital

Instruments, Santa Barbara, USA) im Kontaktmodusbetrieb in Luft unter Verwendung von Siliziumnitridspit-
zen (Scan size: 10 x 10 pm).

Abb. 2: 3-dimensionale Darstellung der Oberflache einer IOL aus PMMA, abgebildet mit dem AFM. Im An-
schluB an die Darstellung der Oberflache konnen statistische Rauhigkeitsanalysen durchgefithrt werden (ETTL
et al. 1995) (Scan size: 1.5 x 1.5 um).
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mdglich (MASAI 1990). In der Genetik konnte das AFM zur Chromosomenkarticrung durch in
situ Hybridisierung hilfreich werden (RASCH et al. 1992).

Noch im Anfangsstadium steht die Anwendung der Rastersondenmikroskopie zur DNA-
Sequenzigrung. Obwohl bereits cinzelne DNA-Basen mit Hilfe eines Rastertunnclmikroskops
abgebildet werden konnten (HECKL et al. 1992), gibt es noch groBe Probleme mit den durch dic
Probendrift hervorgerufenen Effekten und der Reproduzierbarkeit der Experimente (HANSMA
ct al. 1991).

4. Anwendung in der biomedizinischen Materialforschung zur Oberfliichenanalyse kiinstlicher
Augenlinsen:

Wir haben das AFM zur Qualitatskontrolle von kiinstlichen Linsen, die nach operativer Ent-
fernung des grauen Stars in das Auge implantiert werden, verwendet (ETTL et al.1994) (Abb. 1).
Da die Oberflachenrauhigkeit dieser sogenannten Intraokularlinsen (IOL) die Biokompatibilitat
beeinfluflt, haben wir mit Hilfe des AFM Rauhigkeitsanalysen durchgefiihrt und dabei festge-
stellt, daB (entgegen der Behauptung des Herstellers) oberflichenmodifizierte IOL aus Polyme-
thylmethacrylat (PMMA) beziiglich der Oberflichenrauhigkeit keine Vorteile gegeniiber her-
kémmlichen PMMA IOL aufweisen (ETTL ctal. 1995, ETTL et al. 1995) (Abb. 2). Einc experi-
mentelle Biokompatibilititsstudie (BOULTON et al. 1994) und klinischen Untersuchungen ha-
ben unser Ergebnis bestitigt (AMON et al. 1995). Zur Verbesserung der Biokompatibilitét von
IOL, wurden verschiedene Methoden zur Oberflichenmodifikation entwickelt. Mittels AFM ge-
lang es uns, Heparinoberflichenbeschichtungen auf IOL abzubilden, was bislang mit Hilfe des
REM aufgrund seiner limitierten Auflosung nicht moglich war (ETTL et al.1994). Somit kénnte
das AFM zur uitrastrukturelien Uberwachung von Oberflichenmodifikationsverfahren herange-
zogen werden.

Das AFM ist auch zur Untersuchung der Interaktion zwischen Biomaterialien und kérperei-
genem Gewebe hilfreich, da die Messungen im physiologischen Milieu erfolgen konnen. Bei-
spielsweise konnte die Adsorption von Proteinen der Tranenfliissigkeit auf Kontaktlinsenoberfla-
chen analysiert werden (BAGUET et al. 1994). Dicsen Untersuchungen kommt eine praktische
Bedeutung zu, da Proteinablagerungen auf Kontaktlinsenmaterialien die Vertraglichkeit der Lin-
sen beeintrachtigen kénnen.

5. SchluSbemerkung:

Das Rasterkraftmikroskop ist ein faszinierendes Instrument zur Ultrastrukturanalyse der
Oberfliche organischer und anorganischer Materialien. Aufgrund seiner im Vergleich zur Raster-
elektronenmikroskopie héheren Auflosung, ermoglicht es uns, cinzelne biologische Molekiile ab-
zubilden. Auch die direkte Beobachtung dynamischer biologischer Prozesse ist moglich. Obwohl
die Proben im Vergleich zur Elektronenmikroskopie nicht pripariert werden miissen, stellt die
Rasterkraftmikroskopie keine véllig artefaktfreie Untersuchung dar, was bei der Interpretation
von AFM-Bildern bericksichtigt werden sollte. Verschicdene Studien haben gezeigt, daB dic Ra-
stersondenmikroskopie neben herkdmmlichen mikroskopischen Methoden eine bedeutende Rol-
Ie in der biomedizinischen Forschung erlangen kénnte. In naher Zukunft wiren auch Anwendun-
gen in der klinischen Medizin denkbar.
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