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Kapitel 1

Einleitung

In heutiger Zeit finden sich bereits in zahlreichen Produkten des téglichen Lebens Nanopartikel und
auch in der Biomedizin erhofft man sich zukiinftig groBen Nutzen von ihrem Einsatz bei der kombi-
nierten Diagnostik und Therapie von Krankheiten. Insbesondere amorphe Siliziumdioxid-Partikel
sind bereits jetzt industriell weit verbreitet, da diesem Material, im Gegensatz zu seinem kris-
tallinen Pendant, bisweilen keine relevante Toxizitdt zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte [1].
Grundsétzlich muss bei Nanomaterialien aber aufgrund ihrer besonders kleinen Dimensionen mit
ganzlich anderen Effekten gerechnet werden, als man es von Materialien mit makroskopischen Di-
mensionen erwarten wiirde. Aus diesem Grund sind toxikologische Studien notwendig, um Gefahren
fiir Mensch und Umwelt einschétzen zu kénnen.

Abbildung 1.1. Schematische Darstellung eines in-vitro-Experimentes mit Zellen (griin) am Boden eines
Reaktionsgefifies und Partikeln in Suspension. Gelbe Partikel auf und in Zellen reprdsentieren die effektive
Dosis.

Viele dieser Studien werden in-vitro (lat. ,,im Glas“) durchgefiihrt. Hierzu werden Zellen am Boden
eines Reaktionsgefafles kultiviert und anschlieBend fiir eine bestimmte Zeit einer Partikelsuspensi-
on definierter Konzentration ausgesetzt. In Abbildung wird der Aufbau eines solchen in-vitro-
Versuches illustriert. Am Ende des Versuches wird die biologische Wirkung mit der Eingabekon-
zentration in Relation gesetzt und so auf die Toxizitéit der verwendeten Partikel geschlossen.
Abbildung veranschaulicht, dass eine Wechselwirkung zwischen Zellen und Nanopartikeln nur
moglich ist, wenn die Partikel die Zelloberflichen am Boden des Reaktionsgefifles erreichen. Da
aber in Suspensionen der Partikeltransport von Sedimentation und Diffusion bestimmt wird, er-
reichen nicht zwingend alle Partikel in der zur Verfiigung stehenden Zeit die Zellen. Die Partikel-
konzentration in der Suspension ist deshalb keine geeignete Grofle, um die Exposition von Zellen
durch Nanopartikel zu beschreiben. Insofern ist eine Quantifizierung der tatséchlich auf den Zellen
deponierten und gegebenenfalls von den Zellen aufgenommenen Menge an Nanopartikeln notwen-
dig. Diese Menge wird als effektive Dosis bezeichnet |2] und wird in Abbildung durch gelbe
Partikel illustriert. Erst durch die Korrelation der effektiven Dosis mit der beobachteten biologi-
schen Wirkung lassen sich angemessene Aussagen iiber die Toxizitdt von Nanopartikeln treffen.



2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Das Sedimentieren von Partikeln in Fliissigkeiten, und damit die effektive Dosis, ist nach Mason und
Weaver [3] abhéngig von Diffusion und gravitationsgetriebener Sedimentation. Beide Transportpro-
zesse werden ganz entscheidend von der Partikelgréfie bestimmt. Dartiber hinaus beeinflussen auch
Temperatur, Viskositédt und Dichte der Fliissigkeit sowie die Dichte der Partikel beide Prozesse.
Einzelne Studien deuten an, dass bei in-vitro-Experimenten auch unterschiedliche Oberflichenei-
genschaften und zelluldre Einfliisse eine wichtige Rolle spielen [4-6], was die Komplexitét solcher
biologischen Systeme verdeutlicht.

Quantitative Dosis-Wirkungskorrelationen erfordern prézise Berechnungen der effektiven Dosis.
Einen ersten Ansatz hierzu lieferten Hinderliter et al. [7] mit dem In vitro Sedimentation, Diffu-
ston and Dosimetry Modell, kurz ISDD. Jedoch ist ISDD auf die simultane Berechnung nur einer
Partikelgrofle limitiert und vernachléssigt adhésive Eigenschaften von Zelloberflichen. Eine noch
recht neue Alternative bildet das Distorted Grid (DG) Modell von DeLoid et al. [8], welches so-
wohl Groflenverteilungen von Partikeln als auch unterschiedlich stark adsorbierende Oberflichen
einbezieht. Die Allgemeingiiltigkeit des DG-Modells muss jedoch erst noch experimentell verifiziert
werden.

Zur Verifizierung der berechneten effektiven Dosis sind Experimente zwingend erforderlich. Dies ist
jedoch nicht leicht zu bewerkstelligen, denn Verfahren wie die Massenspektrometrie oder Durch-
flusszytometrie konnen nicht zwischen Partikeln in, auf oder neben Zellen differenzieren und Stan-
dard-Fluoreszenzmikroskopie ist im Hinblick auf Nanomaterialien beziiglich der Auflésung am Li-
mit. Eine Ausnahme bilden hier ,,super-resolution“ Techniken wie die stimulated emission depletion
(STED) Mikroskopie, die jedoch auch gewissen Einschrinkungen unterworfen ist, wie beispielswei-
se unzureichender statistischer Aussagekraft [9]. Rasterelektronenmikroskopie (REM) dagegen er-
moglicht gute Ortsauflosung und flichendeckende, statistisch aussagekriftige Untersuchungen bei
minimalen Strahlenschidden dank des Einsatzes von niedrigen Elektronenenergien (low-keV REM).
REM kommt zwar in vielen nanotoxikologischen Studien zum Einsatz, meist aber nur zur quali-
tativen Bestdtigung anderer Untersuchungsmethoden. Quantitative Analysen von Partikeldichten
im Kontext der Nanotoxikologie werden bisher jedoch noch selten durchgefiihrt.

In dieser Arbeit werden daher in-vitro-Experimente mit low-keV REM hinsichtlich der effektiven
Dosis analysiert. Hierzu wird ein Modellsystem, bestehend aus 100, 200 und 500 nm grofien SiOs-
Partikeln und menschlichen Lungenepithelzellen der Zelllinie A549, verwendet und im Rasterelek-
tronenmikroskop wird die Anzahlkonzentration der Partikel auf Zelloberflichen gemessen. Da es
sich beim Verbund von Partikeln und Zellen auf Substraten um komplex strukturierte Objekte
handelt, ist deren Abbildung mittels REM anspruchsvoll und erfordert eine intensive Optimierung
des Bildkontrastes. Aus diesem Grund wird die Kontrastentstehung bei komplexen Strukturen im
zweiten Teil dieser Arbeit eingehend untersucht (s.u.). Der Einsatz von Rastertransmissionselek-
tronenmikroskopie sowie FIB/REM-Tomografie soll etwaige Partikelaufnahme der Zellen wihrend
der in-vitro-Versuche ausschliefen. Die experimentellen Ergebnisse werden mit den beiden aktuel-
len Simulationsansétzen (ISDD und DG-Modell) verglichen, um deren Eignung zur Modellierung
des Partikeltransports zu bestéitigen. Auf lange Sicht sollen durch eine prizise Berechnung der
effektiven Dosis komplexe und zeitaufwéindige Messungen derselbigen vermieden werden, um die
Arbeit von Toxikologen zu vereinfachen.

Folgende Ziele stehen im Fokus:

o Uberpriifung der Eignung eines Rasterelektronenmikroskops zur Detektion und Quantifi-
zierung von SiOg-Partikeln unterschiedlicher Gréfien auf und neben Zellen nach in-vitro-
Versuchen.

¢ Quantifizierung der effektiven Dosis bei toxikologisch/physiologisch relevanten Eingabekon-
zentrationen, insbesondere unter dem Gesichtspunkt unterschiedlicher adhésiver Eigenschaf-



ten von Substraten und Zellen. Die Verwendung geringer Eingabekonzentrationen soll ge-
wiahrleisten, dass ein Uberladen der Zellen mit Partikeln vermieden wird.

e Vergleich von gemessenen mit berechneten effektiven Dosen. Aufgrund der Groflenabhén-
gigkeit von Sedimentation und Diffusion soll durch Verwendung nanoskaliger (100 nm) und
submikroskaliger (200 nm, 500 nm) Partikel die Validitét fiir unterschiedliche Gréfendimen-
sionen untersucht werden.

e I[dentifizierung etwaiger zelluldrer Einfliisse auf die Deposition von SiOo-Partikeln in Abh#n-
gigkeit von unterschiedlichen Partikelgrofien.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit Riickstreuelektronen (engl. backscattered electrons,
BSE) REM-Kontrast. BSE sind hochenergetische Primérelektronen, die auf Basis von elastischer
Rutherford Streuung von der bestrahlten Probe zuriickgestreut werden. Aufgrund der quadrati-
schen Abh#ngigkeit des elastischen Wirkungsquerschnittes von der Ordnungszahl Z des Streupart-
ners, tragen BSE materialspezifische Informationen. Dank dieser kénnen sie zur Darstellung von
Materialkontrast in BSE-REM-Aufnahmen verwendet werden, d.h. sie erlauben die Differenzierung
von Materialien unterschiedlicher Ordnungszahl. BSE-Aufnahmen sind daher von besonderem In-
teresse fiir die Abbildung und Quantifizierung von SiOg-Nanopartikeln (mittlere Ordnungszahl
Z = 10) auf Zellen (mittlere Ordnungszahl Z = 6).

Prinzipiell erfordert die REM elektrisch leitfahige Proben, da es sonst zu Aufladungen kommt, die
Bildstorungen verursachen. Da Zellen nicht elektrisch leitend sind, wird ein leitfdhiges Substrat be-
notigt, um den nétigen Ladungsaustausch zu erméglichen. Hierzu werden diinn mit Indium-Zinn-
Oxid (engl. indium tin oxide, ITO) beschichtete Glasobjekttriger verwendet. ITO hat neben der
hohen elektrischen Leitfihigkeit den Vorteil, transparent fiir sichtbares Licht zu sein, weshalb es
die Moglichkeit offen ldsst, korrelative Licht- und Rasterelektronenmikroskopie zu betreiben [10].
Sedimentieren Nanopartikel auf solche komplexen Substrate, ist deren Abbildung mittels BSE
nicht unkompliziert. Daher wird hier im Detail der BSE-REM-Kontrast von SiOs-Nanopartikeln
auf komplexen Substraten und dessen Abhéngigkeit von Abbildungsparametern untersucht. Wie
die Arbeit von Hirsch et al. [11] zum BSE-Kontrast von Gold-Nanopartikeln auf Silizium-Substra-
ten zeigt, muss bei solchen Konstellationen mit unerwarteten Effekten gerechnet werden. Da dieser
Fall in Form von Kontrastinversionen von SiOs-Partikeln bei Experimenten zur Quantifizierung
der Partikeldeposition auch in dieser Arbeit eintritt, wird dies zum Anlass genommen, umfassen-
de Kontrastuntersuchungen mit 100 nm groflen SiOs-Partikeln auf zwei mit unterschiedlich dicken
ITO-Schichten beschichteten Substraten aus Glas bzw. amorphem Kohlenstoff durchzufiihren.

Ziel ist es, ein quantitatives Verstdndnis des BSE-Kontrastes in Abhéingigkeit von Ey und dem
Arbeitsabstand zu erlangen. Neben Messungen im Rasterelektronenmikroskop werden hierzu zu-
sitzlich Monte-Carlo (MC) Simulationen mit zwei unterschiedlichen Ansétzen fiir den Wirkungs-
querschnitt verwendet (Screened-Rutherford und Mott). Dabei stellt die Korrektur von ganz spe-
zifischen Figenschaften ringférmiger Halbleiterdetektoren innerhalb der MC-Berechnungen eine
besondere Herausforderung dar. Sowohl eine abnehmende Detektoreffizienz bei sehr niedrigen Elek-
tronenenergien als auch das Funktionsprinzip des Halbleiterdetektors miissen beriicksichtigt wer-
den. Mittels der erworbenen Kenntnisse kann eine Empfehlung gegeben werden, wie bei komplexen
Strukturen ein optimaler BSE-Kontrast erreicht werden kann.






Kapitel 2

Stand der Forschung

In diesem Kapitel wird der aktuelle Stand der Literatur zu den Themen dieser Arbeit zusammen-
gefasst. Zunéchst werden in Kapitel Definition und Anwendungsgebiete der Nanotechnologie
vorgestellt sowie die damit eng verkniipfte Nanotoxikologie. In Kapitel folgt eine Ubersicht
iiber Siliziumdioxid-Nanopartikel, ihre Verwendung und bekannte Toxizitdt. In Abschnitt wird
der Begriff der Dosis in der Nanotoxikologie diskutiert und wie sie mit dem Transport von Par-
tikeln in Sedimentationsexperimenten zusammenhéngt. Kapitel widmet sich der Modellierung
und Kapitel der experimentellen Messung der deponierten Dosis in solchen Experimenten. Im
letzten Abschnitt wird die Rasterelektronenmikroskopie mit Riickstreuelektronen und deren
quantitative Verwendung behandelt.

2.1 Nanotoxikologie

Die Nanotechnologie ist ein Sammelbegriff verschiedenster Forschungsgebiete, denen allen die Gro-
Benordnung der verwendeten Materialien von unter 100 nm gemein ist. Nach Empfehlung der Eu-
ropéischen Kommission ist der Begriff Nanomaterial als natiirliches, beildufiges oder gefertigtes
Material definiert, welches zu mindestens 50 % aus Partikeln besteht, die in einer oder mehr Di-
mensionen in der Groenordnung 1—100nm liegen [12]. Somit kann es sich um Nanopléttchen,
Nanofasern oder Nanopartikeln (NP) handeln, aber auch um Agglomerate oder Aggregate der-
selbigen. Das Besondere ist, dass in dieser Groflenordnung Materialien ganz andere Figenschaften
aufweisen konnen als man es von ihren grofler skalierten Pendants kennt, da Oberflicheneigen-
schaften eine deutlich groflere Rolle spielen als Volumeneigenschaften.

Die Anwendungsgebiete von Nanomaterialien sind so vielfiltig wie ihre chemischen Zusammenset-
zungen. Sie konnen aus organischen Polymeren, Metallen (z.B. Gold, Silber, Platin), Metalloxiden
(z.B. Eisenoxid, Titandioxid, Siliziumdioxid) oder kohlenstoffbasierten Materialien (z.B. Fullerene
oder Nanorohrchen) bestehen und finden Anwendung in der Automobilbranche (Batterien, Elek-
tronik, Reifen), bei Farben, Lacken und Druckertonern, in der Halbleitertechnik (Computerchips,
Photovoltaik) oder in Pharmazeutika, Kosmetika und sogar in Nahrungsmitteln [13-16].

Dariiber hinaus wird der Nanotechnologie auch in der Biomedizin eine enorme Bedeutung beige-
messen. Die Theranostik (ein Kofferwort aus Therapie und Diagnostik) versucht eine auf jeden ein-
zelnen Patienten individuell zugeschnittene Behandlung zu realisieren, beispielsweise in der Krebs-
therapie, wo konventionelle Methoden aufgrund der genomischen Inhomogenitét von Tumoren oft
nicht anschlagen. Grofle Hoffnung ruht hier auf Nanomaterialien, die einerseits als Tréiger von Me-
dikamenten diese selektiv an ihr designiertes Ziel transportieren sollen (zur Therapie), gleichzeitig
aber auch als spezifisches Kontrastmittel in bildgebenden Verfahren dienen (zur Diagnostik) [17,18].
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Ein grofler Vorteil dieses Ansatzes ist die potentielle Minimierung von Nebenwirkungen fiir den
Patienten, da die Wirkstoffe direkt und nur den Krebszellen verabreicht werden [19].

Bereits Goethe hat beobachtet: ,Wo viel Licht ist, ist starker Schatten* [Goethe, 1773]. Entspre-
chend kommt auch die Nanotechnologie nicht umhin, bei allen potentiellen M6glichkeiten, gewisse
Risiken fiir den Menschen zu bergen. Deren Untersuchung ist Gegenstand der Nanotoxikologie.
Schon lénger ist bekannt, dass der Mensch zahlreichen Umweltpartikeln ausgesetzt ist, die er hiufig
selbst produziert, z.B. durch Verbrennung fossiler Brennstoffe, sei es in der privaten Heizung, in
Kraftfahrzeugen oder in der Industrie (Kohle, Ol, Benzin, Diesel) [20]. Diese und andere Luftver-
schmutzung mit feinen und ultrafeinen Partikeln sorgt nachweislich fiir steigende Zahlen kardio-
vaskulédrer und respiratorischer Erkrankungen der Menschen, insbesondere in stiddtischen Gebie-
ten [21,22]. Es ist naheliegend anzunehmen, dass kiinstliche Nanomaterialien mit dhnlichen Gréflen
wie ultrafeine Partikel unter Umsténden #hnliche toxische Effekte bewirken konnen [23}24]. Inso-
fern ist eine griindliche Risikoabschétzung der Nanotechnologie unabdingbar. Maynard et al. [25]
formulierten diesbeziiglich bereits 2006 fiinf ,, grole Herausforderungen“ der Nanotoxikologie, die
es zu bewéltigen gilt, um in Zukunft einen sicheren Umgang mit dieser Technologie sicherstellen zu
konnen. Hierzu zdhlen die Autoren (1) die Entwicklung von Werkzeugen zur Bemessung der Expo-
sition mit Nanomaterialien, (2) die Entwicklung von Methoden zur Einschitzung ihrer Toxizitét,
(3) die Modellentwicklung fiir eine Vorhersage der Auswirkungen von Nanomaterialien auf Mensch
und Umwelt und (4) die Entwicklung von Systemen zur Risikoabschétzung im Hinblick auf den
Lebenszyklus von Nanomaterialien, beginnend bei der Herstellung iiber deren Verwendung bis hin
zur Entsorgung. An fiinfter Stelle wird der Aufbau strategischer Forschungsprogramme gefordert,
um systematische und relevante Forschung betreiben zu kénnen.

2.2 Siliziumdioxid-Nanopartikel — Vorkommen, Herstellung und
Risiken

Siliziumdioxid (SiOz2), auch als Silika bezeichnet, kommt in der Natur in zwei Formen vor: kristallin
und amorph. Als Quarz stellt es in seiner kristallinen Form den Hauptbestandteil der Erdkruste
und der Sandvorkommen der Erde dar. Amorphes SiO9 findet sich natiirlicherweise als Hauptbe-
standteil diverser Mineralien (z.B. Opal) und in den Skeletten von Kieselalgen und Strahlentierchen
(Diatomeen und Radiolarien). Kristallines Silika gilt als toxisch und wird als krebserregend einge-
stuft, wohingegen im Fall von amorphem SiOs von keiner Toxizitdt ausgegangen wird [1,26,127].
Inwiefern das tatséchlich auch auf Nanomaterialien aus amorphem Siliziumdioxid zutrifft, ist Ge-
genstand aktueller Debatten. Trotzdem werden amorphe Silika-Nanomaterialien bereits seit langem
industriell verwendet, wobei sie als d&uflerst vielseitig einsetzbar gelten. So findet man sie sowohl als
Rieselhilfsmittel in Nahrungsmitteln (Lebensmittelzusatzstoff E551), als auch in Pharmazeutika,
Kosmetika, in der Papierindustrie, im Baugewerbe, als Schleifmittel, in Farben und Lacken, in Au-
toreifen, Schuhsohlen und anderen Elastomerprodukten [16,28,29]. In der Biomedizin besteht die
Hoffnung amorphe Silika-Nanopartikel als Transportmittel von Medikamenten fiir die zielgerichtete
Krebstherapie einsetzen zu konnen [30,31]. Daneben gibt es auch Bemiihungen sie zur Markierung
von Stammezellen [32] und von Lysosomen [33] zu verwenden.

Die am weitesten verbreitete Herstellungsmethode von amorphen Silika-Partikeln ist die nassche-
mische Stobersynthese [34]. In diesem Sol-Gel-Prozess wird typischerweise Tetramethylorthosilikat
(Si(OEt)4) in einer alkoholischen Losung hydrolysiert, wodurch Ethanol und diverse Silanole (Si-
OH, Siliziumanaloga zu Alkoholen) entstehen. Diese kondensieren unter Abgabe von Wasser oder
Ethanol, sodass allméhlich Siliziumdioxid-Partikel wachsen. Der Stoberprozess ist sehr gut ver-



2.3. DOSIS UND TRANSPORT VON PARTIKELN IN IN-VITRO-EXPERIMENTEN 7

standen, weshalb man bei der Synthese ein hohes Mafi an Kontrolle iiber Partikelgrofie, deren
Groflenverteilung (Monodispersitét) und weitere physikalische Eigenschaften hat. Unter anderem
ist es moglich in einer Variation des Prozesses pordse Nanopartikel herzustellen [35].

Beziiglich der Toxizitét von amorphem Silika ist bereits seit den 1920er Jahren eine inflammato-
rische Wirkung bekannt. Damals wurde eine mogliche Behandlung von Arteriosklerose [36] oder
pulmonaler Tuberkulose [37] mit amorphem Silika untersucht. Einige Zeit spiter konnte sogar
nachgewiesen werden, dass amorphes Silika im Blut zur gesteigerten Hamolyse, d.h. Auflésung
von roten Blutkérperchen, fiithrt [38]. Auch neuere in-vitro und in-vivo-Studien, die mittlerweile
den Fokus vor allem auf nanoskalige amorphe Silika riicken, berichten von Entziindungsreaktionen
nach der Exposition mit SiOs-Nanopartikeln [1,39,/40] und bestétigen damit die fritheren Arbeiten.
Zahlreiche weitere in-vitro-Studien an unterschiedlichen menschlichen Krebszellen (Keratinozyten,
Darmzellen, Lungenepithelzellen, Endothelzellen) deuten auf eine GréBen- und Konzentrationsab-
hingigkeit der Toxizitat hin [41-47]. Dariiber hinaus hingt die biologische Aktivitét von Silika auch
davon ab, ob in den Versuchen Serumproteine verwendet werden und in welchen Mengen [45//48,49].
Proteine werden anteilig dem Zellkulturmedium (engl. cell culture medium, CCM) bei der Kultivie-
rung von Zellen hinzugefiigt, da sie fiir das Kultivieren benétigte Wachstumsfaktoren enthalten.
Im Zusammenspiel mit Partikelsuspensionen haften sie aber an die Partikel an und bilden eine
sogenannte Korona, welche den Partikeln eine neue, biologische Identitit verleiht [50,51]. Anders
als die synthetische Identitit (GréBe, Form und Zusammensetzung der Partikel) ist die biologische
Identitdt, die noch von zahlreichen weiteren Parametern abhéngt, ausschlaggebend fiir die durch
die Partikel bewirkten physiologische Eigenschaften wie Agglomerationsverhalten, Transport oder
Toxizitat. Mit seiner These, dass in den meisten Studien zur Toxizitdt von Nanopartikeln, der be-
obachtete Zelltod allein durch pure Uberladung der Zellen mit Massen von Partikeln hervorgerufen
wird und nicht durch toxische Effekte der Partikel, 16ste Wittmaack eine Kontroverse aus [52-54].
Unabhéngig davon hingt die Giftigkeit sehr wahrscheinlich davon ab, wie stark Nanomaterialien
von Zellen inkorporiert werden, weshalb dies ebenfalls Gegenstand vieler Studien ist. Dabei zeigt
sich beispielsweise vornehmlich bei Epithelzellen eine deutliche Aufnahme der Siliziumdioxid-Na-
nopartikel [55H57]. Eine Studie von Gualtieri et al. [58] berichtet aber auch von nicht vorhandener
Aufnahme von funktionalisierten Silika-Nanopartikeln in A549-Lungenepithelzellen und Lesniak
et al. [59] zeigten, dass die Aufnahme von SiOg-Partikeln sehr stark vom Vorhandensein einer
Proteinkorona abhéngig ist.

2.3 Dosis und Transport von Partikeln in in-vitro-Experimenten

Nahezu alle in-vitro-Studien zur Toxizitdt von Nanopartikeln haben ein gemeinsames Problem:
die Definition der Dosis. Zum einen gibt es in der toxikologischen Forschung Uneinigkeit dariiber,
welche physikalische Grofie mit etwaiger Toxizitdt korreliert [60]. Die drei gingigsten Groflen sind
die totale Anzahl, Masse und spezifische Oberfliche der verwendeten Partikel. Diese Unsicherheit
geht sogar soweit, dass empfohlen wird, stets alle drei Grofilen zu messen [60]. Zum anderen ist
umstritten, welche Metrik fiir die Dosis relevant ist: die verabreichte Dosis, d.h. die Gesamtheit
der im Experiment befindlichen Partikel, oder die effektive Dosis, d.h. die Partikel, die tatséchlich
in direkten Kontakt mit den Zellen kommen (auch zelluldre Dosis genannt). Erstere zu verwen-
den gilt als géngige Praxis, jedoch zeigen Teeguarden et al. [2], dass es begriindeten Zweifel an
deren Relevanz gibt, und schlagen entsprechend die effektive Dosis als Alternative vor. Betrach-
tet man beispielsweise in zwei analog gestalteten in-vitro-Experimenten gleiche Massenkonzentra-
tionen zweier Partikel verschiedener Grofle, entspriache dies nach allgemeinem Dafiirhalten zwei
identischen verabreichten Dosen. In Bezug auf die Partikelanzahl oder die spezifische Oberflé-
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che unterscheiden sich die verabreichten Dosen aber um viele Gréf8enordnungen, weshalb etwaige
Korrelationen mit toxischen Effekten differenziert bewertet werden miissen. Dariiber hinaus unter-
scheiden sich mit hoher Wahrscheinlichkeit auch die zelluldren Dosen drastisch voneinander, da sie
von Sedimentation und Diffusion bestimmt werden, die beide eine ausgepréigte Groflenabhingigkeit
aufweisen. Limbach et al. [61] zeigten mit einer einfachen Modellrechnung und dem Vergleich mit
experimentellen Daten, dass der Transport von CeOy Nanopartikeln mit Grofien von 20— 50 nm in
erster Linie diffusionsgetrieben ist, verglichen mit 250 —500 nm grofien Submikropartikeln (SMP),
die sich in Suspensionen vor allem aufgrund von Sedimentation bewegen. Je grofler Partikel sind,
desto schneller sedimentieren sie. Andererseits diffundieren Partikel umso schneller, je kleiner sie
sind. Je nach Grofle der beiden betrachteten Partikel kénnen sich daher die effektiven Dosen bei
gleicher eingegebener Massenkonzentration sehr unterscheiden. Den Einfluss von Sedimentation
auf die Dosis haben Cho et al. [62] in einem schonen Experiment gezeigt, in dem sie Zellen an
einem Substrat haftend ,kopfiiber” in eine Suspension von Gold Nanopartikeln getaucht haben.
Der Vergleich mit dem normalen experimentellen Aufbau eines in-vitro-Versuches, in dem sich die
Zellen auf dem Boden eines Reaktionsgefidfies befinden, erbrachte eine deutlich héhere Inkorpo-
ration von Partikeln grofler 50nm im Falle der auf dem Boden adhérenten Zellen. Bei kleineren
Partikeln waren die Dosen jedoch vergleichbar, da in diesem Fall Partikeldiffusion dominiert und
kaum Sedimentation stattfindet.

Der neue Ansatz von Teeguarden und Kollegen wird von der toxikologischen Gemeinschaft bis-
weilen zogerlich und auch kritisch aufgenommen. Unter anderem argumentieren Lison et al. [42],
dass bei der Betrachtung der Partikelkinetik neben Sedimentation und Diffusion auch Konvektion
beriicksichtigt werden muss. Durch diese sei es sehr wohl moglich, dass ein Grofiteil der Partikel
in Suspension die Zellen erreicht, weshalb sie die verabreichte Dosis weiterhin als die geeignets-
te Metrik ansehen. Ungeachtet dessen wird in dieser Arbeit die These nach Teeguarden weiter
verfolgt.

Wie bereits erwéhnt ist der Transport von Partikeln durch Sedimentation und Diffusion abhéngig
von verschiedenen Materialparametern. Neben der Groflienabhéngigkeit spielen die Dichten von
Partikel und Medium, dessen Temperatur sowie Viskositét eine wichtige Rolle [7]. Dartiber hinaus
beeinflusst etwaige Agglomeration von Partikeln beide Prozesse, insbesondere die Sedimentation,
denn die grofieren Agglomerate kénnen eine hohere Sedimentationsrate aufweisen, sodass Sedimen-
tation plotzlich auch fiir Nanopartikel mit Groflen unter 50 nm an Relevanz gewinnt. Andererseits
schlieffen Agglomerate wihrend ihrer Bildung oft Medium ein, was deren effektive Dichte redu-
ziert [63/64]. Die Folge wire eine Verringerung der Sedimentationsrate. Insbesondere im Vergleich
zu kompakten Partikeln gleicher Grofie ist die Sedimentation solcher Agglomerate deutlich verlang-
samt. Indirekt hat auch die Proteinkorona Einfluss auf den Transport von Nanopartikeln, denn sie
kann entscheidend das Agglomerationsverhalten der Partikel verdndern [5,65]. Ferner hat Witt-
maack gezeigt, dass die effektive Dosis auch von der Hohe der Fliissigkeitssédule im Reaktionsgefiafl
abhéngt [66]. Er bekriftigt auerdem die Notwendigkeit, die zellulidre Dosis zu bestimmen, um eine
verlédssliche Einschétzung der Toxizitdt von Nanopartikeln abgeben zu kénnen.

2.4 Modellierung von Sedimentation und Diffusion zur Bestim-
mung der effektiven Dosis

Da eine Messung der effektiven Dosis nicht leicht zu realisieren ist, haben Hinderliter et al. [7] ein
Programm zur Berechnung der deponierten Menge von Partikeln in in-vitro-Experimenten entwi-
ckelt. Grundlage des In vitro Sedimentation, Diffusion and Dosimetry Modell, kurz ISDD, ist die
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Mason Weaver Gleichung, welche unter vorgegebenen Randbedingungen numerisch gelost wird.
Man erhélt als Ausgabe den Bruchteil deponierter Partikel, deren Gesamtzahl, -masse und gesam-
te spezifische Oberfliche. In Kombination mit der volumetric centrifugation method (VCM) zur
prizisen Bestimmung der effektiven Dichte von Agglomeraten [63] liefert der integrierte Ansatz
VCM-ISDD reproduzierbare Berechnungen der effektiven Dosis, die als Grundlage fiir Vergleiche
von in-vitro-Experimenten unterschiedlicher Studien herangezogen werden kénnen [67]. Gleichwohl
gibt es dabei Einschrinkungen. So kann nur eine Partikelgrofie bzw. Agglomeratgréfie auf einmal
betrachtet werden und etwaige Auflésung von Partikeln wird vernachlédssigt. Ferner wird mogliche
Riickdiffusion vom Boden des Reaktionsgeféfles ins Medium unterbunden, da die Randbedingungen
an dieser Stelle eine perfekt adsorbierende, , sticky* Oberfliche implizieren. Das neueste verfiighare
Modell zur Beschreibung des Partikeltransports in-vitro ist das Distorted Grid Modell, kurz DG-
Modell, von DeLoid et al. [§]. Es basiert ebenfalls auf Sedimentation und Diffusion, verfolgt aber
einen iterativen Ansatz statt die Mason Weaver Gleichung numerisch zu 16sen. Anders als ISDD
verfiigt es iiber ein Modell zur Beschreibung von Partikelauflésung und variable Randbedingungen
beziiglich Partikelhaftung am Boden des Reaktionsgeféfles. Es ist aulerdem moglich, das Verhalten
von Partikeln mit vorgegebenen Groflenverteilungen simultan zu simulieren. Im direkten Vergleich
mit deutlich komplexeren Berechnungen mittels dreidimensionaler Numerischer Stromungsmecha-
nik, zeigte das eindimensionale DG-Modell eine gute Ubereinstimmung [8].

2.5 Verfahren zur Messung der effektiven Dosis

Ein géngiges Verfahren zur Messung der effektiven Dosis ist die Massenspektrometrie mit induktiv
gekoppeltem Plasma (engl. inductively-coupled plasma mass spectrometry, ICP-MS) [42,45[/61,68].
Diese und &hnliche Techniken haben aber einige Nachteile. Zum einen sind sie destruktiv, da
die Zellen vom Substrat abgelost werden miissen, zum anderen bieten sie keinerlei ortsaufgeloste
Informationen, sondern liefern nur eine gemittelte Dosis. Zudem erlauben sie keine Differenzierung
zwischen Partikeln auf, in oder neben Zellen.

Empfehlenswerter sind daher bildgebende Techniken, jedoch ist das Auflésungsvermogen von ge-
wohnlicher Lichtmikroskopie und Standard-Fluoreszenzmikroskopie beugungsbedingt auf etwa die
halbe Wellenléinge, d.h. 200—250nm, beschriankt. Die Fluoreszenzmikroskopie hat jedoch z.B.
durch die Entwicklung der stimulated emission depletion (STED) Mikroskopie in den letzten Jah-
ren immense Fortschritte gemacht [69,70]. Mittels stimulierter Emission kénnen angeregte Fluoro-
chrome im Randbereich des durch den Anregungslaser beleuchteten Gebietes abgeschaltet werden,
sodass eine viel kleinere Fliche als urspriinglich angeregt fluoresziert, was mittlerweile eine Auf-
16sung von bis zu erstaunlichen 2,4 nm ermdglicht [71]. Peuschel et al. [9] haben erst kiirzlich als
erste STED Mikroskopie zur Quantifizierung der zelluliren Aufnahme von SiO9-NP in A549-Zellen
eingesetzt. Dank einer Auflésung von 6144 nm war es ihnen moglich, einzelne 85 nm grofie Partikel
zu quantifizieren; bei 25 nm Partikeln war dies nicht mehr moglich. Dennoch gibt es auch in der
STED Mikroskopie Einschrinkungen, wie die allgemeine Abhéngigkeit von Fluorochromen, die es
nur erlaubt gezielt einige wenige spezifische Merkmale abzubilden. Ferner wirkt sich die Grofle
dieser Farbstoffe und wie dicht sie platziert werden konnen einschrinkend auf die Auflosung aus.
Auflerdem tendieren sie dazu, schnell auszubleichen, was die Messungen fehleranfillig macht, ins-
besondere bei kleinen Objekten mit an sich nur schwacher Fluoreszenz. Ein weiteres Manko ist die
sehr zeitintensive Aufnahme und Auswertung der Daten, sodass in einem vertretbaren zeitlichen
Rahmen nur Ergebnisse von geringer statistischer Aussagekraft erzielbar sind.

Um gleichzeitig (nicht-) fluoreszierende Nanopartikel und die Ultrastruktur von Zellen abbilden
zu konnen, wird die Elektronenmikroskopie eingesetzt. Rastertransmissionselektronenmikroskopie
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(engl. scanning transmission electron microscopy, STEM) ermdglicht es die Ultrastruktur von Zellen
in Diinnschnitten eingebetteter Proben detailliert abzubilden und so die genaue Lage inkorporierter
Nanopartikel zu bestimmen [45[[72}[73]. Die Nachteile sind eine sehr aufwéindige Probenpriparation
und die eingeschréinkte statistische Relevanz der gewonnenen Informationen, da nur Ausschnitte
von Zellen betrachtet werden.

Rasterelektronenmikroskopie (REM) dagegen erméglicht eine hohe Ortsauflésung und flichende-
ckende Untersuchungen, weshalb es durchaus geeignet ist effektive Dosen von Nanopartikeln zu
bestimmen. Die ersten Versuche REM, fiir die Abbildung von Nanopartikeln im zelluldren Kontext
zu verwenden, reichen in der Zeit weit zuriick. Als einer der Ersten nutzte Weller |74] Haemocyanin
Molekiile zum immuno labeling, um bestimmte Bindungsstellen auf Zelloberflichen zu finden und
zu markieren. Die Grofle und Form dieser zylinderférmigen Molekiile von 35 nm x 50 nm erlaubte
es, sie mit Sekundérelektronen (SE) klar abzubilden, da SE-Abbildungen hohen Topografiekon-
trast aufweisen. SE entstehen oberflichennah und haben per Definition Energien von bis zu 50eV.
Riickstreuelektronen dagegen (engl. backscattered electrons, BSE) sind, wie der Name bereits an-
deutet, aus der Probe zuriickgestreute Primérelektronen (PE), deren Energie von 50 eV bis zur PE-
Energie reichen kann. Sie konnen aus deutlich tieferen Regionen der Probe austreten und tragen
vor allem materialspezifische Informationen. Trejdosiewicz et al. [75] konnten sich diese Eigenschaft
der BSE einige Jahre nach Weller zu Nutze machen, um mit Materialkontrast kolloidale Gold Par-
tikel auf Zelloberflichen abzubilden. Die Abbildung von 45nm groflen Gold Nanopartikeln, die
zum immunogold labeling auf Zellen verwendet werden, konnte Harven |76] kurze Zeit spéter noch-
mals verbessern, indem er SE- und BSE-Aufnahmen kombinierte. In jiingerer Vergangenheit haben
beispielsweise Gupta und Curtis [77] REM genutzt, um metallische NP auf Zellen abzubilden, je-
doch ohne eine quantitative Auswertung. Dabei kamen sowohl eine Farbung mit Osmiumtetroxid
zur Kontrasterhohung als auch eine diinne Beschichtung mit Gold zur Erhthung der SE-Ausbeu-
te und der elektrischen Leitfihigkeit der zelluldiren Proben zum Einsatz. Beide Verfahren kénnen
aber zu unerwiinschten Nebeneffekten wie dem Verdecken von feinen Details der Zelloberfliche
oder der Maskierung von Nanopartikeln fithren [78|79], weshalb ein Verzicht darauf wiinschens-
wert ist. Dies wird moglich, indem man Zellen auf diinnen, metallischen Filmen kultiviert, welche
bei der REM Abbildung fiir den nétigen Ladungsaustausch sorgen und damit Aufladung effektiv
verhindern [80,81]. Sogar eine Quantifizierung der zellulédren Dosis ist so méglich [80]. Eine spezi-
elle Variante dieses Verfahrens ist die Beschichtung von Glasobjekttriagern mit Indium-Zinn-Oxid
(engl. indium tin oxide, ITO), auf welchem Zellen kultiviert werden konnen [10]. Das ITO hat
den Vorteil, dass es neben einer hohen elektrischen Leitfdhigkeit und guter Biokompatibilitéit auch
Transparenz fiir sichtbares Licht vorweisen kann, weshalb sich diese Substrate prinzipiell auch fiir
korrelative Licht- und Elektronenmikroskopie eignen [82]. Eine alternative Methode um Aufladun-
gen der Probe im Rasterelektronenmikroskop zu vermeiden, ist eine bestimmte Menge Gas in der
Probenkammer zu belassen, welches durch Stéfle mit schnellen Elektronen ionisiert wird und so
fiir einen Ladungsaustausch auf der Probe sorgt [83|. Die Kehrseite dieses Prinzips ist eine schlech-
tere Auflosung und ein schlechteres Signal-zu-Rausch-Verhéltnis. Dennoch zeigen einige Gruppen
interessante Anwendungen der ,environmental scanning electron microscopy* (ESEM) [84/88].
Sieht man von der Moglichkeit ab, aus REM-Abbildungen mit BSE-Tiefeninformationen zu ge-
winnen [81,[89], so erlaubt die REM primér die Abbildung von Oberflachen. Kombiniert man sie
aber mit fokussierten Ionenstrahlen (engl. focused-ion-beams, FIB), lidsst sich auch beispielsweise
das Innere von Zellen abbilden [90-92]. Das Prinzip von FIB dhnelt dem der REM, jedoch werden
nicht Elektronen, sondern Ionen aus einer Ionenquelle beschleunigt und zu einem Strahl gebiindelt.
Mit diesem lassen sich aufgrund der vergleichsweise grofien Masse der Ionen Oberflichenatome der
Probe herauslosen, was als Sputtern bezeichnet wird. Verbindet man diese Technik mit einem seit-
lich dazu angeordneten REM, so lisst sich Tomografie von Zellen betreiben. Dabei wird die Zelle
mittels FIB schichtweise abgetragen und mit REM seitlich betrachtet (slice-and-view Prinzip). Auf
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diese Weise ist sogar die dreidimensionale Rekonstruktionen von ganzen Zellen moglich [93)].

2.6 Rasterelektronenmikroskopie mit Riickstreuelektronen

Wihrend SE zur Abbildung der Oberflichentopografie genutzt werden, ermoglichen BSE dank
ihrer ausgepriagten Ordnungszahlabhéingigkeit die Darstellung von Materialkontrast. Das erlaubt
es, Nanopartikel mit unterschiedlichen chemischen Zusammensetzungen zu unterscheiden. BSE-
Abbildungen sind abhéngig vom Riickstreukoeffizienten 7, welcher als das Verhiltnis austretender
BSE zu auftreffenden PE definiert ist.

Reimer und Tollkamp [94] haben die Riickstreukoeffizienten verschiedener Materialien fiir Energien
zwischen 1-30keV gemessen und festgestellt, dass sie fiir Energien oberhalb von ungefihr 5keV
unabhéngig von der PE-Energie Ej sind. Eine umfangreiche Zusammenfassung frither Arbeiten
zu 7 verfasste Niedrig [95]. In seiner Arbeit betrachtet er den Riickstreukoeffizienten fiir diinne,
freitragende Filme, massive Proben sowie diinne Filme auf massiven Proben und diskutiert dessen
Abhéngigkeit von Filmdicke, Ordnungszahl Z des Probenmaterials und Ej. Hierzu werden theo-
retische Modelle mit experimentellen Daten verglichen. Eine aktuellere Zusammenfassung findet
sich in [96].

Lange ist nur noch wenig im Bereich der Riickstreuelektronen geforscht worden, doch in den letzten
Jahren ist dank der Verbesserung von Elektronenquellen und -optiken und getrieben durch den
Vormarsch der Nanotechnologie wieder ein steigendes Interesse an REM zu verzeichnen. Speziell
der Bereich niedriger Energien (low-keV REM) steht dabei im Fokus, da so Verlagerungsschiden
an empfindlichen Proben reduziert werden kénnen. Weitere Vorteile bilden ein hoherer Material-
kontrast und eine verbesserte Auflosung. Einen der Vorreiter in der low-keV REM stellt Cazaux
dar, der beispielsweise gemessene und berechnete Riickstreukoeffizienten zahlreicher Elemente fiir
Ep < 5keV zusammengestellt hat [97]. In einer spéteren Arbeit unterbreitete er den Vorschlag
eines vollig neuen Kontrastmechanismus abhiingig von der Austrittsarbeit [98].

Trotz allem werden BSE-Abbildungen kaum quantitativ ausgewertet, indem Vergleiche zwischen
experimentellen Daten und simulierten REM-Intensitéten durchgefiihrt werden. Morandi et al. [99]
suchten beispielsweise mit Hilfe von Monte-Carlo (MC) Simulationen optimale BSE-Bedingun-
gen, um die rdumliche Verteilung von Antimon in Sb-dotiertem Silizium zu bestimmen. Sédnchez
et al. [100] bestimmten die mittlere Ordnungszahl von polierten metallischen und mineralischen
Proben basierend auf der gemessenen BSE-Intensitét. Seiter et al. [89] nutzten BSE-Abbildun-
gen von Zelldiinnschnitten mit inkorporierten SiO2-NP zur Bestimmung der Informationstiefe von
Riickstreuelektronen. Mit der verwendeten Methode konnten sie ferner sehr gut die Ultrastruktur
der Zellen abbilden und dabei auf nachtrigliches Kontrastieren (poststaining) verzichten. Schlief3-
lich verwendeten Miiller und Gerthsen |101] BSE zur Quantifizierung der chemischen Zusammen-
setzung von elektronentransparenten Proben, was anhand der Bestimmung von Indiumkonzentra-
tionen x in diinnen InyGaj_4As Schichten demonstriert wurde.

Unabhéngig vom Materialkontrast enthalten BSE auch stets topografische Informationen. Prin-
zipiell lasst sich Topografiekontrast in BSE-Aufnahmen unterbinden, indem man Proben poliert.
Dies ist jedoch nicht immer moglich, beispielsweise wenn sich NP auf der zu untersuchenden Probe
befinden. Um BSE in solchen Féllen dennoch effektiv nutzen zu koénnen, ist ein genaues Verstédnd-
nis der Kontrastentstehung notwendig. Hirsch et al. [11] haben den BSE-Kontrast von 40 nm Gold
Nanopartikeln auf Silizium Substraten gemessen und stellten eine ausgeprigte Ey Abhéngigkeit
fest. Der Kontrast wird maximal, wenn die Eindringtiefe der Primérelektronen dem Durchmesser
der Partikel entspricht. Der Vergleich mit MC-Simulationen bestétigte diese Beobachtung.






Kapitel 3

Methodische und theoretische
Grundlagen

Dieses Kapitel soll die zum Verstéindnis dieser Arbeit notigen Grundkenntnisse vermitteln. In
Kapitel werden der grobe Aufbau von Zellen und deren verschiedene Typen beschrieben. Ab-
schnitt 3.2 widmet sich den Details der beiden bekannten Ansétze zur Modellierung von Partikeld-
eposition. In Absatz werden die Grundlagen der Rasterelektronenmikroskopie erldutert, sowie
die Simulation beschleunigter Elektronen mittels Monte-Carlo-Simulationen erklért. Zuletzt geben
Kapitel und einen kurzen Uberblick iiber die Funktionsweise und Anwendungsgebiete der
ebenfalls in dieser Arbeit verwendeten Techniken Rastertransmissionselektronenmikroskopie und
Tomografie mit fokussierten Ionenstrahlen.

3.1 Zellen — Aufbau und Varianten

Aufgrund ihres unterschiedlichen zelluldren Aufbaus lassen sich alle Lebewesen grundsétzlich in
zwei Kategorien aufteilen: Eukaryoten und Prokaryoten [102]. Die Zellen von Eukaryoten besitzen
einen Zellkern, prokaryotische Zellen nicht. Zu letzteren z&hlen vor allem Bakterien. Weiterhin
unterscheidet beide Zelltypen, dass Eukaryotenzellen im Cytoplasma Organellen haben, die von
Membranen umbhiillt sind. Prokaryotenzellen bestehen dagegen nur aus Cytoplasma. Eukaryotische
Zellen lassen sich in pflanzliche, tierische und Pilzzellen spezifizieren [103]. Der Aufbau eukaryoti-
scher Zellen wird im Folgenden genauer beschrieben.

Abbildung zeigt schematisch die Bestandteile einer Eukaryotenzelle. Grundsubstanz einer Zelle
ist das Cytosol (a), welches fiir einen neutralen pH-Wert und fiir den Transport von Material in der
Zelle verantwortlich ist. Zusammen mit den verschiedenen Organellen, auf die im Folgenden noch
nédher eingegangen wird, bildet es das Cytoplasma, welches durch eine Plasmamembran umgeben
ist, die die Zelle nach aufien hin abgrenzt. Das zentrale Organell ist der von einer Doppelmembran
umschlossene Zellkern (b), der das Erbgut, die Desoxyribonukleinsiure (DNS), enthélt. Innerhalb
des Zellkerns finden sich ein oder mehrere Zellkérperchen, die Nucleoli (c). Sie enthalten vornehm-
lich Ribonukleinsdure (RNS) und synthetisieren Ribosomen (d). An ihnen werden die in der RNA
gespeicherten Informationen in Proteine umgewandelt. Mitochondrien sind die Kraftwerke der Zel-
le (e). Sie wandeln durch Oxidation die vom Organismus aufgenommen Néhrstoffe in Energie
um, welche den Zellen in Form von Adenosintriphosphat universell zur Verfiigung steht. Auch die
Mitochondrien werden von einer doppelten Membran vom restlichen Cytoplasma abgegrenzt. Das
endoplasmatische Retikulum (ER) ist ein weitverzweigtes System von membranumhiillten Kam-
mern. Es wird in ein rauhes ER (f) und ein glattes ER (g) unterteilt, die unterschiedliche Aufgaben

13
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Abbildung 3.1. Schematische Darstellung der Bestandteile einer eukaryotischen Zelle . a) Cytosol,
b) Zellkern, c¢) Nukleolus, d) Ribosomen, e) Mitochondrien, f) raues ER, g) glattes ER, h) Golgi-Apparat,
i) Lysosom, j) Vesikel, k) Vakuole, 1) Cytoskelett, m) Zentriole.

haben. Das raue ER betreibt Proteinsynthese und Membranproduktion, das glatte ER synthetisiert
Lipide und entgiftet die Zelle. Ein &hnliches Organell, welches aus durch eine Membran geformten
Kammern besteht, ist der Golgi-Apparat (h). Die iibereinander gestapelten Kammern nehmen die
vom ER synthetisierten Molekiile auf, modifizieren sie und verteilen sie dann an verschiedene Orte
innerhalb und aufierhalb der Zelle. Lysosomen (i) sind ebenfalls von einer Membran umschlossene
Organellen, die fiir die zellinterne Verdauung verantwortlich sind. Vesikel (j) sind kleine Mem-
branblasen, die fiir den intra- und interzelluliren Austausch von Stoffen sorgen. Sie schniiren sich
von einer Membran ab — sei es die eines Organells oder die duflere Plasmamembran einer Zelle
— und verbinden sich an anderer Stelle wieder mit der Membran eines anderen Organells oder
einer anderen Zelle. Ahnlich gebaut sind die Vakuolen (k), welche unterschiedliche Funktionen
wahrnehmen. Das Cytoskelett (1) besteht aus fadenférmigen Proteinfilamenten und definiert die
Form und Struktur der Zelle. Dariiber hinaus ermoglicht es die aktive Bewegung der Zelle. Je nach
Durchmesser haben die Filamente leicht unterschiedliche Funktionen und andere Bezeichnungen.
Die dicksten unter ihnen, die Mikrotubuli, spielen beispielsweise bei der Zellteilung eine wichtige
Rolle. Die zylinderférmigen Anordnungen von Mikrotubuli werden Zentriolen genannt (m).

In dieser Arbeit werden menschliche Alveolarepithelzellen der A549-Zelllinie verwendet. Sie stam-
men von einem Lungentumor eines 58jihrigen weiflen Amerikaners [105].

3.2 Modellierung von Partikeltransport in-vitro

Zur Modellierung der Partikeldeposition wurden in dieser Arbeit zwei verschiedene Programme
herangezogen, die im Folgenden kurz vorgestellt werden. Wéhrend dem ISDD-Modell ein numeri-
sches Losungsverfahren zu Grunde liegt, basiert das DG-Modell auf einem iterativen Ansatz.

3.2.1 In vitro Sedimentation, Diffusion and Dosimetry (ISDD) Modell

ISDD war das erste verfiighbare Modell, um einfach und schnell den Transport von Partikeln in
in-vitro-Versuchen zu simulieren . Es ist geschrieben in Matlab (The MathWorks, Inc., Na-
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tick, USA) und basiert auf der Mason- Weaver-Gleichung [3], welche den Partikeltransport nicht
wechselwirkender Teilchen durch Sedimentation und Diffusion unter dem Einfluss von Gravitation
eindimensional beschreibt:

dc 0?c dc

T D@ — V& (3.1)
wobei c¢ die Partikelkonzentration, ¢ die Zeit und z eine Ortskoordinate ist. D ist die Diffusionskon-
stante der Partikel und V die Sedimentationsgeschwindigkeit. Der erste Term auf der rechten Seite
der Mason-Weaver-Gleichung beschreibt den Teilchenfluss aufgrund eines Konzentrationsgradien-

ten, der zweite Term den Teilchenfluss aufgrund der

Im Einzelnen wirken auf ein Nanopartikel in einem viskosen Medium drei Kréfte: die Gravitati-
onskraft
Fo =mpg (3.2)

mit der Partikelmasse mp und der Gravitationsbeschleunigung g, die Auftriebskraft
Fa= pMediumVPg (33)

mit der Dichte vom Medium pjsedinm und dem Partikelvolumen Vp und die Reibungskraft Fr. Da
die Reynolds-Zahlen sphérischer Partikel mit Durchmessern kleiner 100 um sehr viel kleiner als 1
sind [106], erfolgt die Bewegung der Partikel ohne Turbulenzen, d.h. sie werden laminar vom Fluid
umstréomt. Deshalb lésst sich die Reibungskraft nach dem Stokes’schen Gesetz als

Fr = 3mudpV (3.4)

beschreiben, mit der Viskositét g des Mediums, dem Partikeldurchmesser dp und der Geschwin-
digkeit des Partikels V. Befinden sich die drei wirkenden Krifte im Gleichgewicht:

Fog=Fr+ Fa (3.5)

erreicht das Partikel seine Endgeschwindigkeit, die Sedimentationsgeschwindigkeit. Aus der Gleich-
gewichtsgleichung lasst sich folglich die Stokes’sche Gleichung fiir V' ableiten:

(pp — pMedium)gd%D

V=
18u

(3.6)

wobei pp die Materialdichte des Partikels ist.

Diffusion von Partikel tritt zum Ausgleich von Konzentrationsunterschieden auf und wird durch
die Brownsche Bewegung der Partikel im Medium bewirkt. Die Brownsche Bewegung wiederum ist
eine unregelméfige, ruckartige Bewegung von Teilchen, die durch Sté8e der umgebenden Molekiile
aufgrund deren Wérmebewegung hervorgerufen wird. Aus Regionen hoher Konzentration bewe-
gen sich so statistisch mehr Partikel in Regionen niedriger Konzentration, was zur vollstdndigen
Durchmischung fithrt. Die Diffusionskonstante D hingt in Bereichen niedriger Reynolds-Zahlen
nach der Stokes-Einstein-Gleichung [107] lediglich vom Partikeldurchmesser dp, der Temperatur
T und der Viskositiat des Mediums p ab:

RT

D=—— 3.7
3Ngmudp (3.7)

wobei R die Gaskonstante und N4 die Avogadrozahl sind.

In ISDD wird die Mason-Weaver-Gleichung numerisch gelést und so der sich am Boden des
Reaktionsgefdfies befindliche deponierte Bruchteil der eingegebenen Gesamtmenge an Partikeln in
Abhéngigkeit von der Zeit bestimmt.
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a) b)

Abbildung 3.2. Schematische Darstellung der Aufteilung der Flissigkeitssdule einer Suspension mit einer
bestimmten Ausgangskonzentration in einzelne Segmente zum Zeitpunkt a) t = 0 und b) t >> 0. Die
Intensitdt der Farbe gibt die Konzentration wieder.

3.2.2 Distorted Grid Modell

Ein anderes Programm zur Berechnung der Sedimentation und Diffusion von Partikeln in-vitro ist
das DG-Modell [8]. Die ebenfalls in Matlab geschriebene Software basiert — &hnlich wie ISDD — auf
Diffusion (Gleichung und Sedimentation (Gleichung , folgt aber einer anderen Herange-
hensweise. In einer eindimensionalen Betrachtung einer Partikelsuspension, in der zum Zeitpunkt
t = 0 alle Partikel homogen verteilt sind, wird die Fliissigkeitssdule in Segmente aufgeteilt (s. Ab-
bildung ) Fiir jedes individuelle Segment ¢ wird die Konzentrationsédnderung durch Diffusion
Acg ; und Sedimentation Ac; ; von Partikeln in das Segment und aus ihm heraus so wie in [8] be-
rechnet, wobei j die einzelnen Spezies der vorgegebenen Partikel-Groflenverteilung indiziert. Diese
Anderungen werden der bisherigen Konzentration ¢;; hinzugefiigt:

;= cij+ Acg’j bzw. (3.8)
¢ ;= cij+ A (3.9)

Diese Schritte werden iterativ fiir jedes Zeitintervall At wiederholt, bis die vom Anwender gewéhlte
Gesamtzeit erreicht wurde, wobei Sedimentation und Diffusion alternierend berechnet werden. Am
Ende der Simulation erhélt man eine Partikelverteilung in der Suspension, wie sie beispielhaft
in Abbildung anhand des Farbverlaufs veranschaulicht ist. Die deponierte effektive Dosis
entspricht schliellich allen Partikeln im untersten Segment.

Der fiir diese Arbeit essentielle Unterschied zu ISDD liegt in der Implementierung von variablen
Randbedingungen am unteren Ende der Fliissigkeitssédule, genannt stickiness. Mit ihr lédsst sich
die Haftung der Partikel an der Oberfléche anpassen. Beschrieben wird dieser Faktor mittels der
Langmuirschen Gleichgewichtskonstante Kp, welche wie folgt definiert ist:

Kp = 1;fcmol (310)

wobei f die relative Bedeckung der Oberfléiche des Sorbenten ist (Zelle oder Substrat) und ¢;,,; die
molare Konzentration der Partikel. Diese wird aus der Partikelkonzentration im untersten Segment

cp berechnet:
(6321

B — (3.11)
pp - %Wd% “Ny

Cmol =
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mit der Partikeldichte pp, dem Partikeldurchmesser dp und der Avogadro-Konstante N 4.

Bei vorgegebener Kp kann der Anteil gebundener Partikel Fj im untersten Segment wie in [§]
berechnet werden, was die Anzahl freier Partikel, die in das dariiber liegende Segment zuriick
diffundieren kénnen, reduziert:

Cfrei = cB — Fyep (3.12)

wobei cp die Partikelkonzentration im untersten Segment ist. Fiir die Berechnung der Konzentra-
tionsénderung durch Diffusion Acg j wird dann cy,..; verwendet. Typische Werte fiir Kp liegen zwi-
schen 10~® und 10~Y mol/f, fiir sticky, d.h. adsorbierende Oberfliichen. Kleinere Werte reprisentieren
dabei stiarkere Adsorption und umgekehrt. Nahezu reflektierende, d.h. non-sticky Oberflichen wer-
den dagegen durch einfache Nichtbeachtung von Kp realisiert. Dadurch werden grundsétzlich alle
Partikel, die sich im untersten Segment befinden, als freie Partikel erachtet und kénnen damit
prinzipiell wieder zuriick in das vorletzte Segment diffundieren.

a) 100 nm b) 200 nm c) 500 nm
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Abbildung 3.3. Mit dem DG Modell berechnete zeitabhingige Konzentrationsverliufe in der Flissigkeits-
saule fiir 100 nm (a), 200 nm (b) und 500 nm grofle Partikel (c). 0mm Héhe entspricht dem Boden der Sdule.
Schwarze, gestrichelte Linien sind stationdre Losungen der Mason- Weaver-Gleichung (Gleichung .

Um den Einfluss der Sedimentation fiir die betrachteten Teilchengréfien in den in dieser Arbeit
untersuchten Depositionszeitrdaumen abzuschétzen, sind in Abbildung zeitabhidngige Konzen-
trationsprofile von 100 nm, 200 nm und 500 nm groflen Partikeln gezeigt, welche mit dem DG Modell
unter non-sticky Randbedingungen berechnet wurden. Wie man an den unterschiedlichen Zeitan-
gaben der einzelnen Kurven deutlich sehen kann, deponieren die Partikel unterschiedlich schnell.
Im Fall der 100 nm Partikel in Abbildung nihert sich das Konzentrationsprofil nach 72h der
exponentiellen Gleichgewichtsverteilung (gestrichelte Linie), gegeben durch die stationére Losung
der Mason-Weaver-Gleichung (Gleichung , schon relativ nah an. Tatséchlich wird diese aber
erst nach iiber 140 h erreicht. Daran sieht man, dass die Sedimentation bei Partikeln dieser Gro-
Benordnung sehr langsam ablauft. Im Gegenzug dazu sedimentieren 200 nm grofie Partikel deutlich
schneller, weshalb die Deposition auch ziigiger stattfindet (s. Abbildung ) Bereits nach 24h
dhnelt das Konzentrationsprofil der Gleichgewichtsverteilung stark, was schliellich nach ca. 48 h
auch erreicht ist. Am schnellsten sedimentieren 500 nm grofle Partikel, was man auch deutlich an
der zeitlichen Entwicklung des Konzentrationsprofils in Abbildung [3:3f sieht. Innerhalb von 4 h
ist ein Grofiteil der suspendierten Partikel sedimentiert. Die stationére Losung ist nach bereits 8 h
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erreicht. Zu diesem Zeitpunkt sind nahezu alle Partikel sedimentiert und befinden sich in den un-
tersten Segmenten der Fliissigkeitssidule, sodass die Konzentration dort sehr grof§ wird, wie durch
den schwarzen Pfeil in Abbildung auch angedeutet wird. Schon zu sehen ist auch, wie in den
ersten 4h durch Diffusion die Konzentrationskurve zunehmend langgezogen wird, was deutlich
macht, dass auch Partikel dieser GroBenordnung recht ziigig diffundieren.

3.3 Rasterelektronenmikroskopie

3.3.1 Aufbau eines Rasterelektronenmikroskops

Abbildung [3.4h zeigt beispielhaft die grundlegenden Bestandteile des in dieser Arbeit verwendeten
Rasterelektronenmikroskops FEI Quanta650 ESEM sowie deren Anordnung. Im Folgenden wird der
Aufbau grob erldutert, welcher zusétzlich in Abbildung schematisch detaillierter dargestellt

wird.
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Abbildung 3.4. a) Fotografie eines FEI Quanta 650 ESEM mit markierten Positionen wesentlicher Be-
standteile und b) Schematische Darstellung eines Rasterelektronenmikroskops nach .

Kernelement des Mikroskops ist die Elektronenséule bestehend aus Elektronenquelle, Linsensystem
und Ablenkspulen. Altere Geriite haben meist eine Glithkathode mit gebogenem Wolframdraht oder
LaBg-Kristall als Elektronenquelle. Die Energieverteilung der austretenden Elektronen folgt einer
Maxwell-Verteilung, deren Breite durch die Halbwertsbreite AFEy gegeben ist. Bei einer Gliithka-
thode ist diese relativ gro8 (AEy = 0,5—2¢€V fiir einen LaBg-Kristall), was eine hohe chromatische
Aberration zur Folge hat. Moderne Mikroskope dagegen haben eine Feldemissionskathode (engl.
field emission gun, FEG) als Elektronenquelle. Bei einer FEG werden Elektronen aus einer du-
Berst feinen Spitze mittels Anlegen eines sehr hohen elektrischen Feldes aus dem Material gelost,
wobei der quantenmechanische Tunneleffekt zur Reduktion der Austrittsarbeit ausgenutzt wird.
Diese kalte Feldemission ermoglicht einen Elektronenstrahl mit sehr geringer Energieverteilung der
Elektronen (AEy = 0,2 — 0,3eV), dessen Intensitéit jedoch sehr gering ist. Einen Kompromiss aus
beiden Techniken bildet die Schottky-Feldemissionskathode. Hierbei handelt es sich um eine FEG,
die zusétzlich leicht geheizt wird, um die Austrittsarbeit zu reduzieren und so die Ausbeute auf
Kosten einer hoheren Energieverteilung (AEy = 0,3 — 0,5eV) zu erhdhen. Die freien Elektronen
werden in der Elektronensiule zur Anode hin auf typischerweise 1 — 30 keV beschleunigt und mit-
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tels elektromagnetischer Kondensorlinsen zu einem Strahl gebiindelt. Eine Objektivlinse fokussiert
schliellich den Elektronenstrahl auf einen einzelnen Punkt der Probe in der Probenkammer. Der
Elektronenstrahl wird mittels Ablenkspulen zeilenweise iiber die Probe gerastert. Die durch die
Wechselwirkung mit dem Probenmaterial generierten Signale (s. Abschnitt werden durch
spezielle Detektoren in der Probenkammer registriert, verstédrkt, in Grauwerte umgewandelt und
schliellich auf einem Bildschirm dargestellt. Zwei dieser Detektortypen — der Everhardt-Thornley-
Detektor und Halbleiterdetektoren — werden am Ende von Kapitel [3.3:3 und in Kapitel [3.3.4] vor-
gestellt.

Das zum Betrieb des Mikroskops benotigte Vakuum wird durch ein mehrstufiges System beste-
hend aus Vorpumpe, Turbopumpe und Ionengetterpumpen erzeugt. Zum Einbau von Proben wird
die Probenkammer mit Stickstoff beliiftet, wahrend in der Elektronensaule das Vakuum aufrecht
erhalten wird.

3.3.2 Wechselwirkung zwischen Elektronen und Probe

Hochenergetische Elektronen treten in Wechselwirkung mit den Kernen von Atomen und sind zu-
dem fihig — meist durch Streuprozesse — gebundene Elektronen aus Atomen zu 16sen. Dabei werden
zahlreiche sekundére Signale generiert, deren Detektion die Grundlage der Elektronenmikroskopie
ausmacht. Abbildung veranschaulicht die typischen Signale, die in der Elektronenmikroskopie
zur Informationsgewinnung genutzt werden. Sekundérelektronen und Riickstreuelektronen finden
primér bei der Bildgebung in der REM-Anwendung, wihrend TEM und STEM transmittierte
Elektronen nutzen, welche wiederum je nach Streuwinkel verschiedene Intensitédten aufweisen. Vor-
aussetzung hierfiir ist eine ausreichend diinne, elektronentransparente Probe. Charakteristische
Rontgenstrahlen und Auger-Elektronen werden zur analytischen Elektronenmikroskopie genutzt.
Die zugrunde liegenden Streuprozesse, auf die im Folgenden niher eingegangen wird, lassen sich
in elastische und unelastische Streuprozesse unterteilen. Bei elastischer Streuung gilt Energie- und
Impulserhaltung, wihrend unelastische Streuung mit einem Energieverlust der Elektronen verbun-
den ist. Aufgrund der relativ niedrigen Energie der Elektronen im Rasterelektronenmikroskop und
der damit verbundenen hohen Anzahl von Streuprozessen lassen sich diese Prozesse niherungsweise
im Teilchenbild erkldren: Streuung eines geladenen Teilchens an geladenen Streuzentren.

einfallender
Elektronenstrahl

BSE SE
Auger- Rongen-
Elektronen \ / Strahlung

( Probe )

elastisch gestreute, unelastisch gestreute,
transmittierte transmittierte
Elektronen Elektronen
ungestreuter

Elektronenstrahl

Abbildung 3.5. Zusammenfassung der wichtigsten, durch WW von hochenergetischen Elektronen mit Ma-
terie erzeugten Signale nach [109].
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Elastische Streuung

Die nach ihrem Entdecker auch als Rutherford Streuung bezeichnete elastische Streuung zeichnet
sich durch Energie- und Impulserhaltung aus und basiert auf der Wechselwirkung zweier geladener
Streupartner geméfl dem Coulombschen Gesetz, wobei jegliche Wechselwirkung des gestreuten Teil-
chens mit der Elektronenhiille des Streuzentrums vernachlassigt wird. Der Wirkungsquerschnitt o
gibt die Gesamtwahrscheinlichkeit fiir das Eintreten von Streuprozessen an. Die Wahrscheinlich-
keit, dass ein Teilchen mit einem Streuwinkel # in den Raumwinkel dQ2 gestreut wird, ist durch
den differentiellen Wirkungsquerschnitt 3—6(9) gegeben.

4

-,
T’
/|

I

Abbildung 3.6. Schematische Illustration zur Berechnung des differentiellen Wirkungsquerschnittes nach
Rutherford.

Abbildung [3.6] veranschaulicht die Definition sowie den Rutherford’schen Ansatz zur Berechnung
des differentiellen Wirkungsquerschnittes. Ein Elektron mit Ladung —e und Masse m., welches
den Kern eines Atoms der Ladung +Ze (Z = Ordnungszahl) mit der Geschwindigkeit v im Ab-
stand b (Stofparameter) passiert, erfihrt im Coulomb-Feld des Kerns eine Ablenkung um den
Streuwinkel 6. Parallel einfallende Elektronen, die durch eine Fliche do fliegen, werden entspre-
chend in den Raumwinkel df2 gestreut, da aufgrund der r—2 Abhéngigkeit der Coulomb-Kraft der
Winkel 6 mit zunehmendem Stoflparameter b abnimmt. Das Verhéltnis g—g in Abhéngigkeit von 6
bildet schliellich den differentiellen Wirkungsquerschnitt, welcher sich nach Rutherford wie folgt
berechnet [110]: .

dog _ e*Z . 1 (3.13)

dQ  4(4mep)?m2ut sin(9/2)
Infolge des Vernachléssigens jeglicher Wechselwirkung mit der Elektronenhiille weist der Ruther-
ford’sche Wirkungsquerschnitt eine Singularitét fiir 8 — 0 auf. Tatséichlich erfdhrt das langreich-
weitige Coulomb-Feld des Kerns durch die Hiillenelektronen eine Abschirmung, die fiir grof3e Stof3-

parameter bzw. entsprechend kleine Streuwinkel 6 relevant wird. Durch das Hinzufiigen eines ex-
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ponentiellen Faktors zum Coulomb-Potential kann der Abschirmung niherungsweise Rechnung

getragen werden |111]:
2
zZ .
Vive(r) = ———¢"/7a (3.14)

4megr

Hierbei bezeichnet R4 = agZ~"/? den atomaren Abschirmradius und ag wiederum den Bohr’schen
Radius. Die Berechnung des differentiellen Wirkungsquerschnittes ist jedoch klassisch nicht mehr
moglich, sondern erfordert eine quantenmechanische Betrachtung. Mit Hilfe der De-Broglie-Wel-
lenlénge A\ = 7/mv und der Einfiihrung des charakteristischen Winkels 6, definiert durch sin(f/2) =
AarRa, berechnet sich der differentielle Wirkungsquerschnitt im abgeschirmten Fall wie folgt [96]:

dosecr etZ? 1
dQ  4(4meg)2m2ut (sin?(9/2) + sin®(%/2))2

(3.15)

Fiir kleine Winkel 6§ < 6y ist dieser allgemein auch als Screened-Rutherford (ScR) bezeichnete
Wirkungsquerschnitt bei # = 0 endlich.

Eine genauere Betrachtung der Streuung von Elektronen erfordert die Beachtung relativistischer
Effekte und der Spin-Bahn-Kopplung. Mott [112] berechnete den exakten differentiellen Wir-
kungsquerschnitt durch Losen der Dirac-Gleichung, jedoch existiert keine analytische Gleichung
fiir doar/a0. Dank computergestiitzter Verfahren lassen sich jedoch elementspezifische, elastische
Mott-Wirkungsquerschnitte numerisch berechnen [113]. Betrachtet man das Verhéltnis aus Mott-
und Rutherford-Wirkungsquerschnitten verschiedener Elemente werden teilweise gravierende Un-
terschiede deutlich: wiahrend zum Beispiel bei Silizium (Z = 14) fiir Ey > 5keV beide &hnliche
Ergebnisse liefern, sind Mott-Wirkungsquerschnitte bei Fy < 5keV um ein vielfaches grofier [96].
Bei schwereren Elementen wie beispielsweise Germanium (Z = 32) verschiebt sich diese Grenze zu
hoheren Energien, sodass bereits unterhalb von 10keV deutliche Abweichungen vorliegen.

Der ScR Wirkungsquerschnitt sowie die Mott-Wirkungsquerschnitte nach Czyzewski [113] spielen
auch eine entscheidende Rolle bei der Modellierung des BSE-Kontrastes von NP mittels Monte-
Carlo-Simulationen (s. Kapitel [3.4)).

Unelastische Streuung

Wie zuvor erwédhnt kommt es bei der Wechselwirkung von schnellen Elektronen mit Materie nicht
nur zur elastischen Streuung, sondern es finden auch zahlreiche unelastische Streuprozesse statt,
bei denen die Primérelektronen einen Energiebetrag (AE) auf die Probe iibertragen. Die wichtigs-
ten dieser Prozesse werden im Folgenden kurz vorgestellt.

Die Anregung von Gitterschwingungen im Festkorper — sogenannte Phononen — fithrt zu sehr gerin-
gen Energieverlusten (AE < 0,1eV) [109]. Plasmonen, d.h. kollektive Schwingungen der Elektronen
im Valenz- bzw. Leitungsband eines Festkorpers, konnen ebenfalls beim Durchfliegen des Elektro-
nengases angeregt werden. Mit ihnen geht ein typischer Energieverlust von 5eV < AFE < 50eV
einher [96]. Wihrend beide Prozesse nur zu sehr geringen Energieverlusten fithren, sind die kor-
respondierenden Streuwinkel sehr unterschiedlich. Verglichen mit dem Bragg-Winkel elastischer
Streuung von Elektronen mit einer Energie von 30keV an einem Gitter mit einem typischen Git-
terabstand von beispielsweise 3A (OBragg ~ 12mrad), erfolgt Phononenstreuung in wesentlich
grofere Streuwinkel. Plasmonenstreuung ist dagegen stark vorwérts gerichtet, weshalb die typi-
schen Streuwinkel hier deutlich kleiner sind als der Bragg-Winkel. Ein weiterer Effekt ist die Er-
zeugung von Anregungszustinden im Festkorper, hervorgerufen durch die Streuung eines PE an
einem inneren Hiillenelektron eines Atoms. Durch einen Energietibertrag kann ein stark gebundenes
Elektron aus dem Grundzustand (,,0) in einen angeregten Zustand (,m*) oder sogar ins Vakuum
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(Ionisation des Atoms) iibergehen. Der Energieverlust des PE ist dabei materialabhéingig, was
wiederum in der energiedispersiven Rontgenspektroskopie zur Materialanalyse ausgenutzt wird (s.
Abschnitt . Fiir die Ionisation eines K-Schalen-Elektrons reicht die Spanne beispielsweise von
110eV im Falle von Beryllium bis zu 80keV bei Gold. Der differentielle Wirkungsquerschnitt fiir
diese Anregung in den Zustand m kann mittels quantenmechanischen Ansatzes berechnet werden.
Die Summe der Wirkungsquerschnitte aller moglichen Anregungen eines Elektrons (0 — m,m # 0)
ergibt den unelastischen differentiellen Wirkungsquerschnitt [96]:

2
1
dounet o doom o 4e*Z - <1+(92+912E>/9(2)> (3 16)
o = dQ  (4mep)?mot (62 + 6%)? '

Von besonderer Bedeutung ist hierbei der charakteristische Winkel 85 der unelastischen Streuung,
welcher mit dem charakteristischen Winkel 6y der elastischen Streuung vergleichbar ist. W&h-
rend 6y in der Groflenordnung von einigen 10 mrad liegt, betrdgt 0 typischerweise nur einige
10~ mrad [96]. Dies hat zur Folge, dass unelastische Streuung in viel kleinere Winkel als elastische
Streuung erfolgt. Dariiber hinaus zeigt das Verhéltnis der elastischen und unelastischen Wirkungs-
querschnitte, dass die Wahrscheinlichkeit fiir unelastische Streuung im Vergleich zur elastischen
Streuung mit zunehmender Ordnungszahl abnimmt:
Ounel ~ 20

~— 1
. 7 (3.17)

Mehrfach- und Vielfachstreuung — die mittlere freie Weglinge

Einfachstreuung, wie sie bis hierher betrachtet wurde, lésst sich experimentell in der REM nicht
realisieren, da die mittlere freie Weglénge bei niedrigen Elektronenenergien klein ist im Vergleich
zu iiblichen Probenabmessungen. Selbst sehr diinne Filme streuen deshalb die PE mehrmals. Bei
mittleren Stoflzahlen < 25 spricht man von Mehrfachstreuung, bei gréfleren Werten von Vielfach-
streuung, wobei der Ubergang als flieBend einzustufen ist. Beiderlei erfordern eine spezielle mathe-
matische Behandlung, auf die hier aber nicht ndher eingegangen wird. Lediglich das Konzept der
zuvor erwihnten mittleren freien Weglidnge A soll an dieser Stelle eingefiihrt werden [96]:

1

A= —
NUt

(3.18)
wobei N = pNa/A (N4: Avogadro-Konstante, A: Atommasse) die Anzahl Atome pro Einheitsvolu-
men und oy = 0 + Tyunel der totale Wirkungsquerschnitt eines einzelnen Atoms ist. Bei einer PE-
Energie Ey von 30keV betrigt die mittlere freie Weglinge in Kohlenstoff (Z = 6) 14 nm, wihrend
sie in Gold (Z = 79) nur 3,8 nm betréigt [96]. Reduziert man die PE-Energie auf Ey = 5keV betrigt
A dagegen nur noch 2,3nm (Kohlenstoff) bzw. 0,9 nm (Gold). Praktische Anwendung findet A u.a.
bei der Berechnung von Elektronentrajektorien in Simulationen, wie z.B. bei den in dieser Arbeit
verwendeten Monte-Carlo-Simulationen (s. Kapitel [3.4)).

Kontinuierlicher Energieverlust

Aufgrund der zahlreichen komplexen Verlustmechanismen, wie sie in diesem Kapitel vorgestellt
wurden, ist es oft praktischer einen allgemeinen Ndherungsansatz fiir den gesamten Energieverlust
von Elektronen zu verwenden. Hierfiir hat sich die Continuous-Slowing-Down Approximation nach
Bethe etabliert [114]. Unter der Annahme, dass der Energieiibertrag bei einem Streuprozess stets
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viel kleiner ist als die PE-Energie, kann ein kontinuierliches Abbremsen des Elektrons mit einer
mittleren Verlustenergie dFE,, pro Wegstrecke ds angenommen werden. Aus dieser Uberlegung
heraus lésst sich das Bremsvermégen S eines Materials mittels der Bethe-Formel berechnen:

bma$
2re* NZ db
_ db 1
(4meg)?E b (3.19)

min

dE,,
ds

-

wobei b der Stoflparameter ist und N die Anzahl von Atomen bzw. NZ die Anzahl von Hiil-
lenelektronen pro Einheitsvolumen reprisentiert. Es existieren verschiedene Losungsansétze des

Integrals der Bethe-Formel. Fiir nicht-relativistische Energien ldsst sich folgende praktische Form
herleiten [115]:

|dE,| 10 Zp E
S = ‘ =78x 10" 7= (1,166) (3.20)

ds J

Neben der Energie E des Elektrons flieen die materialabhéngigen Gréflen Atommasse A, Ord-
nungszahl Z und Materialdichte p sowie das mittlere Ionisationspotential J ein, welches durch eine
semi-empirische Formel beschrieben werden kann [96]:

J=115Z fir Z<6  bzw. J=976Z+5882 %Y fir Z>6 (3.21)

Bei geringen PE-Energien muss die Bremskraft modifiziert werden, da Atomschalen mit Ionisati-
onsenergien hoéher als F nicht zum Energieverlust beitragen. Eine mogliche Korrektur nach Joy
und Luo [116] ersetzt das mittlere Ionisationspotential J mit einem energieabhéingigen Wert .J':

J J

= 3.22
1+ 5 (322)

Der Faktor £ ist dabei nur schwach materialabhéngig und variiert zwischen 0,77 und 0,85, sodass er,
falls fiir ein spezifisches Material nicht bekannt, auch als konstant (k = 0,85) angenommen werden
kann. Anwendung finden die Continuous-Slowing-Down Approzimation sowie deren Modifikation
nach Joy und Luo z.B. bei Monte-Carlo-Simulationen (s. Kapitel [3.4).

Reichweite und Eindringtiefe von Elektronen

Die Reichweite von PE entspricht der Strecke, die diese in einem Material zuriicklegen kénnen,
bevor sie sdmtliche Energie verloren haben. Allgemein ldsst sich diese Wegstrecke als Integral
des Bremsvermogens nach Gleichung berechnen, weshalb sie auch als Bethe Reichweite Sp
bezeichnet wird [117]:

0
1
Sp = / dEm/deE (3.23)
Eo

Dieses Integral ist jedoch nur numerisch l6sbar. Ein alternativer Ansatz fiir die Bethe Reichweite
wurde von Williamson et al. [11§] formuliert:

58 A.J2 <E0>1’7
Sp =222
p Z

7 (3.24)

Da die Reichweite nicht direkt gemessen werden kann, sondern nur {iber die Transmission in diin-
nen Filmen, bleibt nur der Vergleich mit MC-Simulationen. Hier zeigt sich eine zufriedenstellende
Ubereinstimmung mit den nach Gleichung berechneten Reichweiten [117].
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Die Eindringtiefe R, beschreibt dagegen, wie tief Elektronen in Richtung des Primérelektronen-
strahls in eine Probe eindringen kénnen, und unterscheidet sich damit per definitionem von der
Reichweite. In Materialien von niedriger Ordnungszahl Z dominiert aber unelastische Plasmo-
nenstreuung, sodass die PE vorwiegend nicht in grofle Winkel gestreut werden. In diesen Féllen
entspricht die Eindringtiefe in etwa der Bethe Reichweite (R, = Sp). In Materialien mit groem
Z dagegen dominiert vor allem elastische Streuung in vergleichsweise grofle Winkel, weshalb die
Eindringtiefe deutlich kleiner ist als die Bethe Reichweite (R. < Sp).

Zur Abschitzung der Eindringtiefe wird ein simples Potenzgesetz verwendet [96]:
R.=a- Ey (3.25)

wobei der Exponent n zwischen 1,3 und 1,7 variieren kann und a eine materialspezifische Konstante
ist. Die Bestimmung dieser Parameter erfolgt ausnahmslos durch Extrapolation von Transmissi-
onsmessungen in Abhéngigkeit von der Probendicke oder PE-Energie.

3.3.3 Abbildung mit Sekundéir- und Riickstreuelektronen

Abbildung zeigt zusammenfassend die in der REM relevanten Signale und welchem Bereich
der Probe diese entspringen, dem sogenannten Wechselwirkungsvolumen. Die Dimension dieser
Anregungsbirne ist abhéngig von der PE-Energie Fy sowie der Ordnungszahl des Probenmate-
rials Z. Im obersten Teil werden vor allem SE generiert, die zur Oberflichenabbildung genutzt
werden. Sie entstehen in erster Linie als Folge unelastischer Streuprozesse der Primérelektronen
an Elektronen im Valenz- oder Leitungsband, weshalb sie typischerweise nur Energien bis 50eV
aufweisen. BSE sind Primérelektronen, die durch elastische Streuprozesse an die Oberflache zu-
riick gelangen und in den oberen Halbraum iiber der Probe austreten. Per definitionem zéhlen alle
austretenden Elektronen mit einer Energie iiber 50eV zu den BSE, wobei ein Grofiteil Energien
nahe der PE-Energie Fy aufweist. Aufgrund ihrer hoheren Energie konnen sie auch aus tieferen
Regionen an die Oberflache zuriickkehren und tragen vor allem materialspezifische Informationen.
Im gesamten Wechselwirkungsvolumen dagegen entsteht Rontgenstrahlung, von der ein Teil (die
charakteristische Rontgenstrahlung) zur Elementanalyse genutzt werden kann. Im Folgenden wird
genauer auf Sekundir- und Riickstreuelektronen eingegangen. Die Entstehung und Nutzung der
Rontgenstrahlung wird in Kapitel eingehender behandelt.

Primarelektronen

Sekundarelektronen

Ruckstreuelektronen
Probentiefe
Rontgenstrahlung

Abbildung 3.7. Skizze des Wechselwirkungsvolumens von Primdrelektronen mit den Probenregionen, in
denen SE, BSE und Rontgenstrahlen entstehen.
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Sekundirelektronen

Aufgrund ihrer geringen Energie konnen Sekundérelektronen nur aus oberflichennahen Schichten
austreten, sodass sie vorwiegend zur Oberflaichenbetrachtung geeignet sind. Ferner ist der Austritt-
sort auf die unmittelbare Umgebung des Primérstrahls begrenzt. Jedoch kénnen auch Riickstreu-
elektronen SE auslésen, welche aber, bedingt durch die Diffusion der BSE im Material, aus einem
viel grofleren Bereich stammen. Diese SE werden als SE» bezeichnet und steuern zum Untergrund-
signal von SE-Aufnahmen bei, wihrend die von PE erzeugten SE die Hauptinformationen tragen
und daher als SE; bezeichnet werden . In Abbildung ist dieser Zusammenhang grafisch
dargestellt. Zur Vollsténdigkeit seien noch die SE3 und SE; erwéhnt. SE3 werden von BSE beim
Auftreffen auf Teile der Probenkammer wie den Polschuh herausgeschlagen, SE; von Primérelek-
tronen bei der Kollision mit Blenden innerhalb der Elektronenséule. Die beiden letztgenannten
Quellen spielen jedoch nur eine untergeordnete Rolle.

Primé&relektronen

Polschuh

% SE,

» SE,
» BSE

SE,
BSE
BSE
P SE2
y

Wechselwirkungs-
volumen

Probe

Abbildung 3.8. Illustration der vier verschiedenen SE-Quellen im Rasterelektronenmikroskop. Grafik frei

nach ,

Die Sekundirelektronenausbeute ist definiert als das Verhiltnis der emittierten SE zu der Zahl
auftreffender PE (dpg fur SE;), bzw. das Verhiltnis ausgeloster SE zur Anzahl austretender BSE
(dpsg fir SEp). Bildet man die Summe aus dpgp und dpsp, erhilt man die gesamte Sekundérelek-
tronenausbeute & [96]. Sie weist im Bereich leichter Elemente (bis Z & 15) eine geringe Materi-
alabhéngigkeit auf: mit abnehmender Ordnungszahl nimmt auch § ab. Deshalb kann bei Proben
solchen Materials eine Bedampfung mit beispielsweise Gold hilfreich sein um die Ausbeute zu
erhdhen. Ferner nimmt ¢ im fiir REM {iblichen PE-Energiebereich zwischen 1—-30keV mit zuneh-
mender Ej ab, wobei experimentell eine Abhéngigkeit § o< Ey 0.8 festgestellt wurde . Die aber
fiir SE-Abbildungen fundamentale Eigenschaft der SE-Ausbeute ist deren Abhéngigkeit von der

Oberflichenneigung [119]:
1

cos ¢

§() = do

(3.26)

mit dem Einfallswinkel ¢ des Primérstrahls relativ zur Flichennormale (s. Abbildung|3.9a) und der
SE-Ausbeute bei senkrechtem Einfall der PE d¢. Je grofier ¢ ist, d.h. je stérker die bestrahlte Fléiche
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zum Primérstrahl geneigt ist, desto grofler wird §. Urséchlich dafiir ist zum einen die zunehmende
Weglénge der PE im Bereich der SE-Austrittstiefe, zum anderen die verkiirzte Wegléinge der BSE
an die Oberflache. Beides fithrt zu einer erh6hten SE;- und SEs-Erzeugung. Der Sachverhalt wird in
Abbildung [3:9p,c schematisch veranschaulicht und ist entscheidend fiir den Topografiekontrast von
SE-Aufnahmen. Durch die 1/cos ¢ Abhéngigkeit dhnelt das Verhalten dem Lambertschen Gesetz fiir
Reflexion von sichtbarem Licht, was SE-Aufnahmen dem Betrachter wie gewohnliche Fotografien
erscheinen lédsst und einen plastischen Eindruck erzeugt.

a) b) c)
PE

Abbildung 3.9. Schematische Darstellung der Einfallswinkelabhingigkeit der SE-Ausbeute 6. a) Definition
des Einfallswinkels ¢. b) Wechselwirkungsvolumen (gestrichelte schwarze Linie) und § (illustriert durch rote
Pfeile) bei senkrechtem Einfall im Vergleich zum c) streifenden Einfall. Grafik frei nach [119].

Dieser kann nochmals verstirkt werden durch leichte Abschattungseffekte, die aufgrund der Ori-
entierung eines Everhart-Thornley-Detektors (ETD) auftreten konnen. Der ET-Detektor ist der
Standard-Detektor fiir SE-Aufnahmen und seitlich zur Probe angeordnet. Er besteht aus einem
Szintillator mit angeschlossenem Photomultiplier. Mittels eines Ansauggitters, an das eine Span-
nung von ca. +200V angelegt wird, werden die emittierten SE von der Probe abgesaugt und auf
den Szintillator gelenkt. Da der Detektor seitlich zur Probe positioniert ist, kann es trotz Absaug-
spannung zur unvollstindigen Detektion und damit zu Abschattungen kommen, wenn die SE auf
ihrem Weg von der Probe zum Detektor auf ein Hindernis stoflen. Abbildung [3.10] veranschau-
licht die Funktionsweise eines ETD und die Entstehung des Topografiekontrastes anhand eines
kugelférmigen Partikels. Am Rand des Partikels treten mehr Sekundérelektronen aus als mittig
(s. Kanteneffekt weiter unten) und auf der dem Detektor abgewandten Seite werden die SE weniger
stark vom elektrischen Feld angezogen.

Schliefflich soll noch kurz der bei SE-Aufnahmen auftretende Kanteneffekt erwdhnt werden, der zu
einer stark erhohten SE-Ausbeute und unter Umstéinden zu stérenden Uberstrahlungen im Bild
fiihrt. Dieser Effekt tritt bei durchstrahlbaren Objekten und an Objektkanten auf, da hier das theo-
retische Wechselwirkungsvolumen nicht vollsténdig im Material liegt. Infolgedessen kénnen sowohl
mehr BSE als auch transmittierte Elektronen (TE) die Probe verlassen, welche dann zusétzliche
SE auslosen (s. Abbildung [3.11]). Durch den starken streifenden Einfall ist § nach Gleichung |3.26
zusétzlich erhoht.

Riickstreuelektronen

BSE sind an die Oberfléche elastisch zuriickgestreute PE mit Energien {iber 50eV. Wie bereits in
Abbildungen [3.7] und [3-§ angedeutet wurde, ist der Austrittsort nicht auf den Auftreffpunkt des
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Priméarelektronen
Detektor — > SE

—> BSE
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Abbildung 3.10. Illustration der Funktionsweise eines Fverhardt- Thornley-Detektors und der Entstehung
von Topografickontrast. Grafik frei nach [119)].
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Abbildung 3.11. Schematische Darstellung des Kanteneffekts. Die verstirkte SE-Ausbeute am Rand des
hervorstehenden Objektes sorgt fiir eine starke Signaliiberhéhung an dieser Stelle im Vergleich zur flachen

Oberfliche davor und dahinter. Grafik aus .

Primérstrahls beschrinkt, sondern kann bedingt durch Elektronendiffusion davon auch deutlich
entfernt liegen, was das laterale Auflosungsvermogen bei Riickstreuabbildungen reduziert.

Die BSE-Ausbeute 7, auch Riickstreukoeffizient genannt, ist das Verhiltnis aus austretenden BSE
zu auftreffenden PE. Abbildung zeigt experimentell bestimmte Werte von 7 in Abhiingigkeit
von der Ordnungszahl bei einer PE-Energie von Eg = 25,2keV und verschiedenen Einfallswinkeln
(von 0° — senkrechter Einfall — bis 80° — streifender Einfall) [96]. Der Riickstreukoeffizient weist
dabei eine ausgepriagte Ordnungszahlabhingigkeit auf, was es erlaubt mit BSE-Aufnahmen Ma-
terialkontrast zu erzeugen: je grofler Z, desto mehr Elektronen werden zuriickgestreut. Ferner ist
n stark abhéingig von ¢, da grofle Einfallswinkel der PE ein Austreten als BSE begiinstigen, wie
im vorherigen Abschnitt zu Sekundérelektronen bereits beschrieben wurde. Aus zweierlei Griinden
ist aber fiir optimalen Materialkontrast senkrechter Einfall (¢ = 0°) notig: zum einen ist der Gra-
dient von 7(Z) bei senkrechtem Einfall am steilsten, was die Differenzierung zwischen Elementen
dhnlicher Ordnungszahl erméglicht (vgl. Abbildung [3.12h). Zum anderen erhoht sich bei grofien
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Abbildung 3.12. a) Z und ¢ Abhdngigkeit von n bei Ey = 252keV [96]. b) Ey Abhingigkeit von n fir

einige ausgewdhlte Elemente [97].

Einfallswinkeln das Wechselwirkungsvolumen lateral und damit verschlechtert sich die Auflésung
in BSE-Abbildungen. Dariiber hinaus ist eine polierte Oberfliche ratsam, um stérende Topogra-
fieeffekte im Bild zu unterbinden. Schliellich gilt die BSE-Ausbeute fiir PE-Energien ab 2keV als
annihernd energieunabhiingig. Fiir Fy < 2keV wird beobachtet, dass fiir kleine Ordnungszahlen
(Z < 20) n mit abnehmender Energie zunimmt und fiir groe Z (> 26) abnimmt. Cazaux [97]
hat anhand von experimentellen Daten empirische Formeln fiir das Verhalten von 7 unterhalb
von 2keV aufgestellt. Abbildung zeigt beispielhaft den Verlauf berechneter Werte fiir einige
ausgewihlte Elemente.

Es existieren keine exakten Theorien zur Beschreibung des Riickstreukoeffizienten, was auf die
Komplexitéit der Elektronendiffusion zuriickzufiihren ist. Fiir massive Proben existieren zumindest
einige empirische Formeln, welche die experimentellen Ergebnisse akzeptabel wiedergeben. Arnal
et al. [120] beschreiben die Z- und ¢-Abhéngigkeit beispielsweise durch:

n(Z,6) = (1+cos¢) ™/ (3.27)

was trotz der Einfachheit der Formel fiir homogene massive Proben und Ey > 5keV eine gute
Approximation von Messergebnissen ist.

Abbildung zeigt das Polardiagramm der Winkelverteilung von dn/dq, also dem Riickstreuko-
effizienten pro Raumwinkel, bei verschiedenen Einfallswinkeln. Bei senkrechtem Einfall (¢ = 0°,
Abbildung [3.13h) kann sie durch das Lambertsche Gesetz approximiert werden [96]:

9= = cos( (3.28)

wobei ( der Austrittswinkel der BSE relativ zur Fldchennormale ist. Die theoretisch kreisrunde
Form der Winkelverteilung ist jedoch in der Praxis deutlich abgeflacht oder gestreckt. Bei schra-
gem Einfall, beispielsweise ¢ = 60° (Abbildung|3.13b), verschiebt sich das Maximum von dn/aq zu
flacheren Winkeln und die Verteilung nimmt eine Form an, welche den Anschein von Reflexion der
PE erweckt. Bei ¢ = 80° (Abbildung|3.13c) verstérkt sich der Effekt nochmals deutlich. Tatséchlich
erfahren die Elektronen bei schrigem Einfall in Richtung des Primé&rstrahls aber nur deutlich we-
niger Streuprozesse aufgrund der geringeren Austrittstiefe und treten daher unter verhéltnisméfig
kleineren Winkeln aus. In dem der Primérstrahl zugewandten Seite folgt die Verteilung dagegen
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Abbildung 3.13. Winkelverteilung des Riickstreukoeffizienten pro Raumwinkel einiger Elemente bei a)
senkrechtem Einfall (¢ = 0°), b) schrigem Einfall (¢ = 60°) und c) streifendem Einfall (¢ = 80°) [96)].
Durchgezogene Linien reprdasentieren Ey = 100 keV, gestrichelte Linien Ey = 9,3 keV.

weiterhin dem Lambertschen Gesetz, da die in diese Richtung austretenden Elektronen wie bei
senkrechtem Einfall durch das Material diffundiert sind.

BSE konnen wie SE mit einem ETD detektiert werden. Hierzu wird die Spannung am Kollektor
umgepolt, sodass nur noch schnelle BSE das Gitter passieren kénnen. Jedoch ist aufgrund der
Detektorgeometrie der abgedeckte Raumwinkel sehr klein, was zu einem eher schlechten Signal-zu-
Rausch-Verhéltnis fithrt. Ferner ist das Bild bei vorhandener Topografie von starker Schattenbil-
dung geprégt. Besser geeignet sind Halbleiterdetektoren, die unterhalb des Polschuhs angebracht
werden. Durch die deutlich grofiere Detektorfliche und den geringeren Abstand zur Probe kann
ein viel groflerer Raumwinkel erfasst werden und man erhélt ein viel besseres Signal-zu-Rausch-
Verhiltnis. Eine detaillierte Behandlung der Funktionsweise von Halbleiterdetektoren erfolgt in

Kapitel

Sichtbarkeit von Objekten in der REM — Auflésungsvermoégen und Kontrast

Um die Sichtbarkeit von Objekten vor einem gleichméafligen Hintergrund zu beschreiben, wird im
Allgemeinen auf den Kontrast C zuriickgegriffen:
. n—mng

= 2
C=" (3.29)

wobei n die Intensitdt (respektive die Anzahl Elektronen) des Objekts und ng die des Hinter-
grundsignals ist. In seiner vielzitierten Arbeit zur Qualitdt von Fernsehbildern aus den 1940er
Jahren [121] definierte Rose die Sichtbarkeit eines Objekts iiber das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
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(signal-to-noise ratio, SNR):
n—mngo

vn
wobei das Rauschen durch y/n unter Annahme einer Poisson-Verteilung beschrieben und sowohl fiir
das Objekt als auch den Hintergrund als etwa gleich stark angenommen wird. Er konstatierte ferner,
dass das Signal, also die Differenz der Intensitéiten von Objekt und Hintergrund, das Rauschen um
den Faktor 5 iibersteigen muss, um vom menschlichen Auge erkannt zu werden: SNR > 5. Aus
dieser Rose Kriterium genannten Forderung lésst sich fiir die REM ein minialer Probenstrom Ip
ableiten, welcher fiir die Abbildung eines Objektes mit einem bestimmten Kontrast notwendig ist.
Der Probenstrom setzt sich wie folgt zusammen:

SNR =

(3.30)

N
o

Ip = = (3.31)
wobei n die Anzahl der detektierten Elektronen, e die Elementarladung, ¢ die Beleuchtungszeit
pro Pixel sind. Mit dem Faktor ¢, der das Produkt aus Detektoreffizienz und Riickstreu- bzw.
Sekundarelektroneneffizienz ist, wird beriicksichtigt, dass nicht jedes SE bzw. BSE vom Detektor
erfasst wird (typischerweise zwischen 0,1 und 0,2).

Aus Gleichung [3.29] und folgt zusammen mit dem Rose Kriterium, dass das Produkt aus
Kontrast und Rauschen grofier als fiinf sein muss: C' - \/n > 5. Setzt man hier Gleichung m ein
und stellt nach /p um, erhélt man den minimalen Probenstrom Ip ,ip:

1 25e
Ipmin > ﬁ? (3.32)

Aus diesem Zusammenhang wird deutlich, dass mit dem Kontrast auch das Auflésungsvermogen
in der REM korreliert ist, denn um diesen fiir C' notwendigen minimalen Strahlstrom zu erhalten,
erfordert es einen gewissen minimalen Strahldurchmesser, welcher wiederum das laterale Auflo-
sungsvermogen limitiert. Der Strahldurchmesser und damit die Auflésung ist noch von Linsenfeh-
lern und Eigenschaften der Elektronenquelle abhéngig, auf die hier aber nicht nidher eingegangen
wird [96].

Schliefllich ist insbesondere das Auflésungsvermégen in BSE-Abbildung abhéngig vom Wechselwir-
kungsvolumen. Je grofler dieses ist, desto grofler ist der Bereich um den Elektronenstrahl, aus dem
BSE austreten und detektiert werden kénnen. Gréfle und Form der Anregungsbirne sind grund-
sitzlich abhéngig von der PE-Energie, aber auch vom Probenmaterial. Durch die Wahl kleiner
Elektronenenergien kann also die Auflésung in BSE-Aufnahmen verbessert werden.

Vor- und Nachteile niedriger Elektronenenergien

Es gibt verschiedene gute Griinde, auf niedrige Elektronenenergien zu setzen. Zum einen wird
Verlagerungsschiadigung minimiert, was empfindlichen Proben, insbesondere biologischer Natur,
entgegen kommt. In diesem Kontext féllt auch besonders der hohe Kontrast bei Materialien mit
geringer Ordnungszahl Z ins Gewicht, resultierend aus der 1/E2 Abhingigkeit der Wirkungsquer-
schnitte (vgl. Gleichung und . Zum anderen ist das Wechselwirkungsvolumen kleiner,
was zu einer besseren Auflosung fiihrt und verhindert, dass kleine Strukturen einfach durchstrahlt
werden.

Niedrige Energien und das damit verbundene geringe Wechselwirkungsvolumen kénnen die Ge-
samtsituation bei der BSE-Kontrastformation aber auch deutlich verkomplizieren, beispielsweise
wenn wie in dieser Arbeit komplexe Strukturen betrachtet werden. Dies wird in Abbildung
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a) b) c)
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Abbildung 3.14. Schematische Darstellung des Wechselwirkungsvolumens bei (a) einem massiven Substrat
(grau), (b) einem mit einer dinnen ITO-Schicht (grin) beschichteten massiven Substrat und (c) einem
NP (blau), welches auf einem mit einer diinnen ITO-Schicht beschichteten massiven Substrat platziert ist.
Das in durchgezogenen Linien dargestellte Wechselwirkungsvolumen reprdisentiert eine deutlich kleinere PE-
Energie verglichen mit dem gestrichelt dargestellten Wechselwirkungsvolumen. Horizontale Linien grenzen
Bereiche ab, in denen SE (oberster Bereich), BSE (oberster und mittlerer Bereich, rot hervorgehoben) und
Réntgenstrahlung (gesamtes Wechselwirkungsvolumen) entstehen.

schematisch veranschaulicht, wo zwei Wechselwirkungsvolumina von Elektronen kleinerer Energie
E; (durchgezogene Linien) und groflerer Energie Eo (gestrichelte Linien) in unterschiedlichen Pro-
ben verglichen werden. In einer homogenen massiven Probe ist die Situation einfach. Unabhéngig
von der Energie ist das gesamte Wechselwirkungsvolumen im selben Material (Abbildung [3.14p).
Befindet sich jedoch auf einer massiven Probe eine diinne Schicht eines anderen Materials mit ande-
rer Ordnungszahl, so reicht der BSE-Teil der Anregungsbirne (rot hervorgehoben) bei Ey deutlich
in das Substratmaterial hinein (Abbildung[3.14b). Das erhaltene Signal wird eine Kombination aus
beiden Materialien darstellen, was zu Problemen fithren kann, beispielsweise wenn das Substrat
eine deutlich hohere Ordnungszahl und Riickstreukoeffizienten aufweist als die Diinnschicht. Re-
duziert man die Energie jedoch, sodass BSE nur aus der Diinnschicht austreten kénnen (E}), wird
dieses Problem vermieden. Die Situation wird nochmals komplexer, wenn auf die Diinnschicht ein
Nanopartikel platziert wird (Abbildung [3.14k). Mit der groBen Energie E, wird es durchstrahlt,
sodass nur ein kleiner Teil des BSE erzeugenden Wechselwirkungsvolumens sich im Partikel be-
findet und die Riickstreuung von der Diinnschicht dominiert wird. Selbst bei E; mischt sich das
BSE-Signal des Nanopartikels noch mit in der Diinnschicht erzeugten BSE, sodass es einer weite-
ren Reduktion der PE-Energie bedarf, um das Signal allein auf das NP zu beschridnken. Etwaige
Topografieeffekte wurden bei diesen Uberlegungen vernachlissigt.

Niedrige PE-Energien haben aber auch Nachteile, die nicht vermieden werden kénnen. Da die
chromatische Aberration proportional zu AEo/E, ist (mit der Halbwertsbreite der Energieverteilung
der PE AE)), nimmt sie bei niedrigen Elektronenenergien deutlich zu. Und auch die Kontamination
von Proben nimmt proportional zu 1/E, zu. Dariiber hinaus fallen Halbleiterdetektoren bei sehr
niedrigen Energien als mogliche Detektoren weg, da Elektronen mit Energien unterhalb von 2-—
3 keV nicht mehr effektiv die Schutzschicht des Halbleiters passieren konnen. Das ist ferner auch der
Energiebereich, in dem Riickstreukoeffizienten unorthodoxes Verhalten an den Tag legen: unterhalb
von 2keV nimmt 7 fiir kleine Z plétzlich zu, wihrend es fiir grofie Z abnimmt (vgl. Abbildung,
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Abbildung 3.15. Schematische Darstellung der Arbeitsabstandabhingigkeit des detektierten Winkelberei-
ches bei einem ringformigen, zentrisch unter dem Polschuh platzierten Halbleiterdetektor. (a) Bei grofier
WD werden stark gestreute BSE detektiert. (b) Bei kleiner WD gelangen schwicher gestreute BSE in den
Detektor.

was das Konzept des Materialkontrastes génzlich auf den Kopf stellt.

3.3.4 Halbleiterdetektoren

Halbleiterdetektoren werden im Elektronenmikroskop zur Detektion von BSE verwendet. Sie sind
meist ringformig und werden mittig unter dem Polschuh angebracht, sodass durch Variation des
Arbeitsabstandes zwischen Polschuh und Probe der detektierte Winkelbereich verindert werden
kann. Die Abhéngigkeit des Detektionswinkels vom Arbeitsabstand (engl. working distance, WD)
wird in Abbildung veranschaulicht.

Ein BSE mit der Energie Epsg erzeugt in Halbleitern Esse/E; Elektron-Loch-Paare, wobei E;
die mittlere Anregungsenergie eines solchen Paares ist [96]. In Silizium beispielsweise betrégt
E; = 3,6eV. Diese Elektron-Loch-Paare kénnen in einem Detektor als interne Verstirkung des
eintreffenden Signals genutzt werden, wenn man die Ladungstréiger trennen kann bevor sie rekom-
binieren. Hierzu eignet sich die Verarmungszone einer Schottky-Diode oder eines p-n-Ubergangs
mit angelegter Spannung in Sperrrichtung. Die in der Verarmungszone erzeugten freien Ladungs-
trager werden vom elektrischen Feld abgesaugt und erzeugen einen Stromimpuls, der gemessen
werden kann. Die jeweiligen Vor- und Nachteile von Schottky-Diode und p-n-Ubergang werden
weiter unten diskutiert.

Die beiden fiir Halbleiterdetektoren wichtigsten Kenngréfien sind die Verstéirkung G (engl. gain)
und die Breite der Verarmungszone w, welche indirekt die Effizienz e, beeinflusst, mit der die
generierten freien Ladungstriger gesammelt werden (engl. charge-collection efficiency). w kann
durch zweifache Integration der Poisson-Gleichung berechnet werden [96]:

2€,€0
= b, - U 3.33
w= @ - 0) (333)

wobei Np fiir eine Schottky-Diode die Donatorkonzentration NZS ist, wiahrend bei einem p-n-
Ubergang 1/Np = /N +1/n; gilt (N entspricht der Akzeptorenkonzentration). @4 ist die interne
Diffusionsspannung des jeweiligen Ubergangs und U ist die angelegte Spannung an die Diode. Bei
Dotierungskonzentrationen von unter 104 und einer angelegten Sperrspannung von U = —10V
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konnen so Breiten iiber 10 um erzeugt werden, was in etwa der Eindringtiefe von 30 keV Elektronen
in Silizium entspricht.
Die Verstirkung G ergibt sich aus dem erzeugten Sammelstrom I.. [96]:

Epse — Eth)
ZBSE T Zth )

5 (3.34)

ICC:IP-G-ec:Ip(l—nC)<
wobei Ip den Strom einfallender Elektronen bezeichnet und 7. der Riickstreukoeffizient des Detek-
tors ist. Durch die Riickstreuung aus dem Detektor werden weniger Elektron-Loch-Paare generiert,
was zu einer Reduktion der Verstiarkung fiihrt. In Silizium betriigt diese in etwa 10%. Ey, gibt den
Energieverlust von eintreffenden Elektronen beim Passieren der metallischen Schutzschicht an,
markiert also einen Schwellenwert fiir die Detektion. Fiir die quantitative Auswertung des BSE-
Kontrastes und den Vergleich mit Monte-Carlo-Simulationen ist es wichtig zu wissen, dass der
Sammelstrom im Detektor und damit die Signalstérke nicht allein von der Anzahl der BSE (Ip),
sondern auch von deren Energie Epgr abhéingig ist.

a)
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Abbildung 3.16. (a) Gemessene Verstirkung G in Abhingigkeit von der Elektronenenergic Egsg einer
Au-Si Schottky-Diode mit unterschiedlichen Dicken der Goldschicht, sowie eines p-n Uberganges, der sich
3 —4 um unterhalb der Oberfliche befindet [96]. (b,c) Qualitativer Verlauf der Tiefenverteilung g(z) wvon
erzeugten Elektron-Loch-Paaren bei (b) einer Schottky-Diode und (c) einem p-n Ubergang [96]. Die schraf-
fierten Flichen geben den detektierten Bruchteil wieder, der zum Sammelstrom I.. beitrdgt.

In Abbildung wird der experimentell bestimmte Verlauf der Verstarkung einiger Detektoren
als Funktion der Energie der auftreffenden Elektronen gezeigt. Hier wird einer der Vorteile von
Schottky-Dioden deutlich. Je diinner die Schutzschicht des Halbleiters ist, desto kleiner ist Fy
und desto empfindlicher ist der Detektor im Bereich niedriger Energien. Der p-n-Ubergang dage-
gen befindet sich einige pm unterhalb der Oberfliche, weshalb er mit einem vergleichsweise hohen
Schwellenwert verbunden ist. Im Gegenzug ist er deshalb deutlich unempfindlicher auf Beschidi-
gungen.

Der zweite Vorteil der Schottky-Diode wird in Abbildungen [3.16b,c veranschaulicht, wo qualitative
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Verldufe der Tiefenverteilung g(z) von generierten Elektron-Loch Paaren in beiden Dioden gezeigt
werden. Die schraffierten Flichen geben den detektierten Bruchteil wieder, der zum Sammelstrom
I.. im jeweiligen Detektor beitrigt. Solange die Eindringtiefe der Elektronen R.(E) kleiner als
die Verarmungszone w ist, liegt g(z) komplett innerhalb der Verarmungszone der Schottky-Diode
(Abbildung [3.16p). Damit liegt ihre Effizienz ¢, fiir alle Energien bei nahezu Eins (R(E) < w
vorausgesetzt). Im Gegensatz dazu liegt die Verarmungszone beim p-n-Ubergang tief im Material
und umfasst deshalb, je nach Energie der eintreffenden Elektronen, nicht das Maximum von g(z)
(Abbildung ) In Folge dessen ist die Effizienz innerhalb von w zwar auch nahezu Eins, nimmt
aber auflerhalb mit zunehmendem Abstand von der Verarmungszone exponentiell ab, weshalb sich
die Flichen in Abbildung nicht mehr génzlich decken.

3.4 Monte-Carlo-Simulation

MC-Simulationen erméglichen es, Elektronentrajektorien stochastisch zu berechnen. Grundlage
stellt das Gesetz der groflen Zahlen dar, welches vereinfacht besagt, dass die relative Haufigkeit
eines Zufallsergebnisses gegen die theoretische Wahrscheinlichkeit konvergiert. Fiir die Elektronen-
mikroskopie bedeutet dies, dass der statistische Mittelwert einer mittels MC-Simulationen berech-
neten Grofle (beispielsweise des Riickstreukoeffizienten 7)) aufgrund der groflen Anzahl an zufillig
berechneten Elektronentrajektorien (GroBenordnung 10% —10°) gut mit Messungen iibereinstimmt,
auch wenn einzelne Elektronen den berechneten Pfaden nicht exakt folgen [96]. Die Unsicherheit
von MC-Simulationen kann anhand der Anzahl berechneter Elektronentrajektorien N, abgeschétzt
werden. Da es sich um voneinander unabhéingige, poissonverteilte Zufallsexperimente handelt, ist
die Unsicherheit gegeben durch vNe/n.. Bei 10.000 simulierten Elektronen betrigt die Unsicherheit
des Ergebnisses folglich 1.0 %. Erhéht man N, auf 1.000.000, so reduziert sie sich auf gute 0,1 %,
was jedoch auf Kosten einer erhthten Dauer der Simulationen geht. Dank immer leistungsfahigerer
Prozessoren bené6tigt man heutzutage fiir MC-Berechnungen, die vor einigen Jahren noch Wochen
gedauert haben, aber nur noch wenige Tage oder gar Stunden.

Abbildung 3.17. Schematische Darstellung des mit MC' bestimmten Pfades eines durch eine diinne Schicht
transmittierten Elektrons.

Der Schliissel zu Monte-Carlo ist die Verwendung von Zufallszahlen. In Abbildung wird ein
moglicher Pfad eines Elektrons durch eine diinne Schicht dargestellt. Nach dem Eintritt ins Materi-
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al mit der Energie Ey wird basierend auf der mittleren freien Weglinge A (s. Gleichung sowie
einer Zufallszahl @ im Intervall (0,1) das vom Elektron bis zum néchsten Streuprozess zuriick-
gelegte Wegstiick der Lénge s, berechnet. Um die Richtungsédnderung bei den Streuprozessen zu
beschreiben, werden auf dhnliche Weise die Streuwinkel 6,, sowie der Azimuthalwinkel y;, bestimmt.
Bei 6,, spielt neben der Zufallszahl @ auch der verwendete differentielle Wirkungsquerschnitt do/ao
eine Rolle. Ob es sich bei einem Streuprozess um einen elastischen oder unelastischen handelt und
welcher entsprechende Wirkungsquerschnitt (Gleichung oder verwendet werden muss,
wird ebenfalls mittels Zufallszahl festgelegt. Dies wird so oft wiederholt, bis das Elektron die Probe
mit verringerter Energie F unter dem Austrittswinkel 8 verlisst oder aufgrund des Energieverlustes
stecken bleibt. Der Energieverlust wird dabei anhand der Continuous-Slowing-Down Approximati-
on nach Bethe (s. Kapitel berechnet und ist proportional zu Wegstrecke s. Selbstverstéindlich
ist auch die Riickstreuung des PE und der Austritt als BSE moglich.

MC-Simulationen erlauben es Objekte komplexer Geometrien bestehend aus verschiedenen Mate-
rialien zu untersuchen, die auch inhomogen sein kénnen. Geht eine Elektronentrajektorie innerhalb
der Probe von einem Material in ein anderes iiber, wird der berechnete Pfad an dieser Stelle unter-
brochen und ein Streuereignis eingefiigt. Das Elektron fiithrt seinen Weg dann im neuen Material
unter Beriicksichtigung der entsprechenden materialspezifischen Parameter weiter.

3.5 Rastertransmissionselektronenmikroskopie

Primarstrahl

Abbildung 3.18. Illustration der verschiedenen im STEM detektierten Winkelbereiche (BF, DF, HAADF).

STEM ist eine Technik, bei der ein fokussierter Elektronenstrahl iiber eine elektronentransparente
Probe gerastert wird. Anders als in der Transmissionselektronenmikroskopie wird fiir die Bildent-
stehung nach der Probe kein abbildendes Linsensystem benotigt. Stattdessen wird ein in mehre-
re, konzentrische Ringe unterteilter Halbleiterdetektor mittig auf der optischen Achse platziert.
Durch die Aufteilung in Segmente kénnen Elektronen detektiert werden, die in unterschiedliche
Winkelbereiche gestreut werden, was in Abbildung schematisch veranschaulicht wird. Mit
dem innersten Detektorsegment werden nur sehr schwach oder gar nicht gestreute Elektronen de-
tektiert, was als Hellfeld (engl. bright-field, BF) bezeichnet wird. Stirker gestreute Elektronen
werden in dem weiter aulen liegenden Dunkelfeld-Segment (engl. dark-field, DF) detektiert und
sehr stark gestreute Elektronen im Weitwinkeldunkelfeld-Segment (engl. high-angle angular dark-
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field, HAADF). Grundsitzlich zeigen alle drei Winkelbereiche eine Kombination aus Massendi-
ckenkontrast, d.h. Kontrast in Abhéngigkeit von der Materialdichte und Dicke des durchstrahlten
Materials, und Z-Kontrast, d.h. eine Abhéngigkeit von der Ordnungszahl Z. Im BF und DF wird
dies bei kristallinen Proben zusétzlich von Beugungskontrast durch Bragg-Beugung am Kristall-
gitter iiberlagert. Aufgrund der groflen Abnahmewinkel ist dies bei HAADF-Bildern nicht der Fall.
Sie sind dafiir besonders chemisch sensitiv, d.h. zeigen besonders ausgeprigten Z-Kontrast, da die
Streuung in grofle Winkel von elastischer Streuung dominiert wird und deren Wirkungsquerschnitt
nach Gleichung proportional zu Z2 ist.

In der Regel werden STEM-Untersuchungen wie in der TEM bei hohen PE-Energien von 80 —
300 keV durchgefiihrt. Dank des zunehmenden Einsatzes von FEGs als Elektronenquelle in Raster-
elektronenmikroskopen und der damit verbundenen héheren Qualitét des Elektronenstrahls, kann
STEM - einen entsprechenden Detektor vorausgesetzt — auch im fiir REM iiblichen Niederenergie-
bereich (< 30keV) betrieben werden. In diesen Féllen spricht man auch von low-keV STEM.

3.6 Focused-Ion-Beam-Systeme

Systeme mit fokussierten Ionenstrahlen (engl. focused-ion-beams, FIB) haben eine sehr @hnliche
Arbeitsweise wie Rasterelektronenmikroskope [122]. Als Quelle einer FIB-Siule wird in einer Io-
nenquelle Gallium mit Heizspulen erwdrmt, sodass es in fliissiger Form vorliegt. Durch Anlegen
einer hohen Spannung an eine sehr spitze Wolframnadel wird das die Nadel benetzende Gallium
durch Feldverdampfung ionisiert. Die Ga™-Ionen werden in der Sdule auf bis zu 30 keV beschleu-
nigt und mittels eines Linsensystems auf die Probe fokussiert. Dabei erfordert die hohe Masse
der Tonen die Verwendung von elektrostatischen Linsen, da elektromagnetische Linsen, wie sie im
Rasterelektronenmikroskop verwendet werden, extrem hohe Magnetfelder voraussetzen wiirden. In
der Probe treten verschiedene Wechselwirkungen auf. Neben der Erzeugung von SE ist die wich-
tigste die Sputtererosion, d.h. das Abtragen von Material hervorgerufen durch das Herauslosen
von Oberflichenatomen. Dies erfolgt entweder durch den direkten Energieiibertrag beim Auftref-
fen der Ga™-Ionen oder durch StoSkaskaden, bei denen die Energieiibertragung von Atom zu Atom
erfolgt, bis die Oberfliche wieder erreicht ist. Sollte der Energieiibertrag an ein Oberflichenatom
grofler sein als seine Bindungsenergie, so wird es herausgelost. Negative Aspekte fokussierter lo-
nenstrahlen sind die unvermeidbare Implantation von Ga™-Ionen ins Material sowie die Erzeugung
verschiedener Gitterdefekte, sowie eine Amorphisierung der Probe.

Es hat sich bewéhrt, ein FIB-System mit einem klassischen Rasterelektronenmikroskop zu kom-
binieren. Bei diesen sog. Dual-Beam-Systemen sind REM- und FIB-S&dule zueinander verkippt,
was es erlaubt, Proben mittels FIB zu bearbeiten und gleichzeitig mit dem Elektronenstrahl den
Prozess in-situ zu iiberwachen (s. Abbildung . Diese und weitere Eigenschaften, wie z.B.
die Moglichkeit der ionenstrahlinduzierten Abscheidung von Metallen, macht solche Systeme zu
einem méchtigen Werkzeug mit vielfiltigen Einsatzmoglichkeiten. Insbesondere in der Probenpré-
paration werden sie eingesetzt, um gezielt TEM Lamellen aus spezifischen Probenstellen zu ent-
nehmen. In dieser Arbeit werden biologische Zellen schrittweise streifend mit einem fokussierten
Gat-Ionenstrahl abgetragen, um einen Einblick ins Zellinnere zu erhalten.
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SEM

Elektronenstrahl

Abbildung 3.19. Anschauliche Darstellung der Anordnung von FIB- und REM-Sdulen im kombinierten
FIB/REM-System FEI Strata 400. Die Vergrifierung zeigt das parallele Arbeiten mit dem Ionenstrahl zum
Sputtern und dem Elektronenstrahl zur Erzeugung von REM-Abbildungen einer Probe. Grafik frei nach .

3.7 Environmental Scanning Electron Microscopy

Die ESEM erméglicht es, REM unter vergleichsweise hohen Driicken zu betreiben (bis zu 4000 Pa),
was viele neue Anwendungsmoglichkeiten erlaubt. So kénnen zum Beispiel wasserhaltige Proben
untersucht werden, da ab Driicken von iiber 600 Pa in der Kammer und durch gleichzeitige Kiihlung
auf Temperaturen knapp iiber 0°C das Wasser in seiner fliissigen Phase stabil in der Probe gehal-
ten werden kann. Ferner konnen nicht-leitende Proben betrachtet werden, da ionisierte Gasatome
fiir einen Ladungsaustausch an der Oberfliche der Probe sorgen und diese somit nicht mit einer
leitfahigen Schicht bedampft werden miissen.

a) . b) Primarelektronen +
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Abbildung 3.20. a) Schematische Darstellung des Aufbaus eines ESEM-Polschuhs mit Blenden (PLAI,
PLA2) zur Abgrenzung von Bereichen unterschiedlicher Driicke (po,p1,p2) und der resultierenden Rock-
formigen Strahlaufweitung aufgrund von Elektronenstreuung. b) Illustration der Signalerzeugung von SE
und BSE im ESEM-Modus durch Stoflkaskaden an Gasatomen in Probenkammer.

Die erhohten Driicke in der Probenkammer werden durch ein differentielles Pumpsystem reali-
siert. Abbildung zeigt schematisch den Aufbau des unteren Bereichs eines dazu bendtigten
Polschuhs. Mit Blenden (engl. pressure-limiting aperture, PLA) werden dabei Bereiche unterschied-
lichen Drucks voneinander getrennt, sodass in der Elektronensdule das notige Hochvakuum (pg)
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erhalten bleibt, wihrend in den darunter liegenden Bereichen mit hoheren Driicken (p1, pe, ...) die
PE zunehmend gestreut werden. Die Anzahl der Blenden und damit der Bereiche kann je nach
Mikroskop variieren. Die Streuprozesse von Elektronen mit Gasmolekiilen fithren zu einer Rock-
formigen Strahlaufweitung (s. Abbildung [3.20h) und damit zu einer Verschlechterung des Signal-
zu-Rausch-Verhéltnisses. Trotz allem bleibt der Hauptteil des Elektronenstrahls fokussiert, sofern
der Arbeitsabstand zwischen Probe und Polschuh gentigend klein ist.
Die Signalentstehung bei der ESEM funktioniert anders als unter Hochvakuum und wird in Ab-
bildung veranschaulicht. Austretende SE oder BSE werden durch Anlegen einer positiven
Spannung an den am Polschuh befestigten Detektor zu diesem hin beschleunigt und stoflen dabei
mit den Gasatomen im Zwischenraum zusammen, wo sie, genug Energie vorausgesetzt, die Ato-
me ionisieren. Die so entstehenden Stoflkaskaden von Elektronen sorgen fiir eine Verstédrkung des
Signals:

G x exp(ad) (3.35)

wobeil « der Ionisationskoeffizient des verwendeten Gases ist und d der Abstand zwischen Probe
und Detektor. Es kénnen im ESEM-Modus verschiedene Gase verwendet werden, beispielsweise
Wasserdampf, Luft, Stickstoff oder Argon. Die entstehenden ionisierten positiven Gasatome sorgen
auf der Probenoberfliche fiir einen Ladungsausgleich moglicher negativer Oberflichenladungen.
Neben SE- und BSE-Detektion ist auch STEM-Betrieb im ESEM-Modus moglich, vorausgesetzt
die zu untersuchende Probe ist diinn genug.

3.8 Energiedispersive Rontgenspektroskopie

Die energiedispersive Rontgenspektroskopie (engl. energy-dispersive X-ray spectroscopy, EDXS)
ermoglicht das Messen der Energie charakteristischer Rontgenstrahlung mit dem Ziel der Element-
analyse. Wie in Kapitel erwdhnt, kénnen hochenergetische Elektronen durch unelastische
Streuung Elektronen von inneren Schalen eines Atoms ionisieren. Zur energetischen Stabilisierung
des so angeregten Atoms fallt ein weiter auflen liegendes Hiillenelektron auf das freigewordene Ni-
veau und gibt die Energiedifferenz in Form eines Réntgenquants ab. Da die Energieniveaus eines
jeden Atoms scharf definiert sind, haben die austretenden Rontgenquanten eine fiir den Ubergang
und das Element charakteristische Energie, welche mittels Silizium-Drift-Detektoren gemessen wer-
den kann. Aufgrund des Pauli-Prinzips sind nur ausgewéhlte Ubergiinge erlaubt, welche bestimm-
te Auswahlregeln einhalten miissen. Die nach den inneren Schalen (K-, L-, M-Schale) benannten
Ubergiinge (Kq, Kg, La, Kg, Mg, ...) bilden das charakteristische Spektrum eines Elements.

Im Fall, dass Primérelektronen die gesamte Elektronenhiille eines Atoms passieren, kbnnen sie mit
dem Kern des Atoms unelastisch wechselwirken. Im Coulomb-Feld des Nucleus erfahren sie eine
Impulsdnderung, in deren Folge wiederum ein Rontgenquant emittiert werden kann. Da auf diese
Art der Energieverlust der PE beliebig grofl sein kann, entsteht so ein kontinuierliches Spektrum
von Rontgenstrahlung, das aufgrund der abbremsenden Wirkung, welche die Primérelektronen er-
fahren, als Bremstrahlung bezeichnet wird. Sie bildet bei EDXS-Spektren einen kontinuierlichen
Untergrund, wie in Abbildung dargestellt ist. Bei Energien <~ 2keV ist dabei eine starke
Abnahme der Intensitdt zu beobachten, welche auf Absorption der Bremsstrahlung in der Probe
und eine geringe Detektoreffizienz zuriickzufiihren ist. Entgegen der schematischen Darstellung
in Abbildung haben die charakteristischen Linien in Wirklichkeit die Form einer Lorentz-
Verteilung, bedingt durch die natiirliche Linienbreite und deren Verbreiterung durch die Messun-
genauigkeit des Detektors.
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Abbildung 3.21. Schematisches EDXS-Spektrum. Senkrechte Linien illustrieren charakteristische Rontgen-

linien eines Elements, wdhrend die durchgezogene bzw. gestrichelte Kurve das Spektrum der Bremsstrahlung,
wie es erzeugt bzw. praktisch gemessen wird, darstellen. Grafik frei nach [109].
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Kapitel 4

Experimentelle Methoden und
Analyseverfahren

Dieses Kapitel dient der detaillierten Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten Methoden
und Geréte. Abschnitt befasst sich eingehend mit der Probenpréiparation fiir die Elektronenmi-
kroskopie, welcher wiederum Kapitel gewidmet ist. Hier werden die verschiedenen angewandten
Techniken der Datenerfassung bei REM- und STEM-Untersuchungen und alle essentiellen Einstel-
lungen erldutert. Gleiches gilt fiir Kapitel welches die Tomografie-Untersuchungen mittels FIB
behandelt. Es folgen Erlduterungen zur Datenauswertung der verschiedenen Messungen in Kapi-
tel In Abschnitt werden die Anwendung von Simulationen, sowie die verwendeten Para-
meter beschrieben, gefolgt von einer zusammenfassenden Beschreibung aller weiterer verwendeter

Methoden (Abschnitt [4.6)).

4.1 Biologische Préaparation

In dieser Arbeit wurden Alveolarepithelzellen der Zelllinie A549 verwendet, welche von der Ameri-
can Type Culture Collection (ATCC Rockville, USA) erworben wurden. Die zur Partikelexposition
verwendeten nahezu monodispersen, amorphen Siliziumdioxid-Partikel (SiO2-Partikel) wurden von
der Firma Postnova Analytics (Landsberg am Lech, Deutschland) in drei Gréfien bezogen: 100 nm
Si02-NP, 200 nm und 500 nm SiO2-SMP. Die genauere Charakterisierung der Partikel wird im Ka-
pitel 4.6 beschrieben. Eine detaillierte Beschreibung der Zellkultivierung findet sich im Anhang[A.T]

4.1.1 Vorbereitung der Proben

Fiir Depositionsversuche in in-vitro-Experimenten wurden 7,7 x 10° A549-Zellen in 6-well Kultur-
platten (Corning, USA) in Zellkulturmedium (engl. cell culture medium, CCM), ergénzt mit 10%
fotalem Rinderserum (engl. fetal bovine serum, FBS), ausgesédt und tiber Nacht bei 37°C ruhen
gelassen. Multi-well Kulturplatten bestehen aus Polystyrol und beinhalten ihrer Bezeichnung ent-
sprechend mehrere, kreisrunde Becken, die an Brunnen erinnern (engl. well) und in denen Zellen
kultiviert werden. Als Substrate innerhalb der Kulturplatten kamen, je nach Verwendungszweck,
entweder mit 160 nm ITO-beschichtete Glas-Objekttriager (PGO, Iserlohn), mit einer etwa 22 nm
dicken I'TO-Schicht versehene Substrate aus amorphem Glaskohlenstoff, oder spezielle Membran-
einsétze (Transwell®)-Einsétze) fiir 6-wells zum Einsatz. Die ITO-Substrate werden im Folgenden
entsprechend ihrer Dicke als IT0160 oder IT022 bezeichnet. Vor Verwendung mussten sie in Me-
thanol gereinigt und mit Stickstoff getrocknet werden. Die Glaskohlenstoff-Substrate waren speziell
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fiir BSE-Kontrast Untersuchungen intern hergestellte Substrate. Details zum Herstellungsprozess
kénnen Kapitel entnommen werden. Die Préparation erfolgte ansonsten identisch wie die
der 160 nm ITO-Substrate. Membraneinsétze dagegen wurden zur Herstellung von Diinnschnitten
fiir low-keV STEM-Untersuchungen benétigt (s. Abschnitt [£.2.2)). Im néchsten Schritt folgte die
Partikelexposition.

Zellfreie Experimente — Vorbeschichtung mit (konditioniertem) Zellkulturmedium

Zellfreie Experimente zur Untersuchung des Einflusses von Substratbeschichtungen auf die Parti-
keldeposition wurden analog zum oben beschriebenen Verfahren mit IT0160-Substraten durchge-
fithrt. Bei der Préparation entfiel lediglich die Aussaat der Zellen, sodass die Proben iiber Nacht eine
Beschichtung mit Inhaltsstoffen des Zellkulturmediums erhielten. Hier kam neben dem reguldren
CCM ein speziell konditioniertes CCM zum Einsatz. Der Begriff der Konditionierung beschreibt
die Modifikation der extrazellularen Umgebung durch Zellen, beispielsweise durch die Absonde-
rungen von zelleigenen Substanzen. Folglich enthélt das konditionierte CCM vielerlei sezernierte
Proteine, Wachstumsfaktoren, aber auch inflammatorische Mediatoren. Es wurde aus dem Uber-
stand einer 72 h-Kultivierung von A549-Zellen gewonnen, indem das Medium entnommen und bei
300 g fiir 5min zentrifugiert wurde. Im Anschluss an die Vorbeschichtung erfolgte auch hier die
Partikelexposition.

4.1.2 Praparation der Partikelsuspension und Partikelexposition

Zur Partikelexposition mussten die Standard-Suspensionen mit einer Konzentration von 50 mg/mL
zunéchst verdiinnt werden. Im ersten Schritt wurde die Standard-Suspension mit einem Vortexmi-
scher fiir 10 Sek. durchgemischt und anschliefflend durch Hinzufiigen von deionisiertem Wasser eine
Verdiinnung von 1 mg/mL erzeugt. Nach erneutem 10 Sek. Vortexen wurden die gewiinschten Einga-
bekonzentrationen zwischen 7 und 109 #g/mL durch Verdiinnung in CCM erstellt und anschlieflend
nochmals 10 Sek. durchgemischt. Die Wahl der Konzentration wurde je nach Partikel so getroffen,
dass die resultierende Flichendichte weder besonders hoch, noch besonders niedrig ist. Sehr hohe
Flachendichten aufgrund eines dichten Partikelteppichs auf der Probe wiirden eine quantitative
Auswertung unmoglich machen und zu niedrige Flichendichten wiirden keine ausreichend gute
Statistik liefern.

Die Exposition der tags zuvor priparierten Proben mit bzw. ohne Zellen (s.o.) begann mit dem Aus-
tausch des Zellkulturmediums durch 3 mL der préparierten Partikelsuspension. Nach Verstreichen
der gewiinschten Expositionsdauer wurde die Suspension abgesaugt und es folgte eine zehnminiiti-
ge Fixierung mit 3 mL 4 % Paraformaldehyd-Lésung zur Konservierung von zelluldren Strukturen.
Schlieflich wurden die Proben noch dreifach mit phosphatgepufferter Salzlosung (engl. phospha-
te-buffered saline, PBS™/~, ohne CaCls, ohne MgCly) gewaschen, in der sie bis zur Trocknung
verblieben. PBS~/~ ist eine Pufferlésung, die in der Biochemie verwendet wird, um den pH-Wert
konstant zu halten. Bei Hinzugabe einer geringen Menge einer starken Séure oder Base éndert sich
ihr pH-Wert kaum.

Alle Praparationsschritte bis zu diesem Punkt wurden am ITG, Campus Nord des KIT von Dr.
Susanne Fritsch-Decker durchgefiihrt.
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4.1.3 Entwisserung und Kritische-Punkt-Trocknung

Das Hochvakuum im Rasterelektronenmikroskop macht es erforderlich, die Zellen zu trocknen, da
das in ihnen enthaltene Wasser ansonsten verdampfen und zelluldre Strukturen beschidigt wer-
den wiirden. Das hierzu verwendete Verfahren der iiberkritischen Trocknung, oder auch Kritische-
Punkt-Trocknung (KPT) genannt, erfordert jedoch eine vorherige Entwiisserung der Proben. Hier-
zu wurden sie in eine Reihe von Bidern mit steigendem Ethanolgehalt platziert: 50, 70, 95, 100 %,
je 2 mal fiir 10 Minuten. Aufgrund der verschiedenen Konzentrationen innerhalb und auflerhalb
der Zellen erfolgte so ein diffusionsgetriebener Austausch des Wassers mit Ethanol. Bis zur KPT
verblieben die Proben daraufhin in 100 % Ethanol.

Die KPT macht sich den iiberkritischen Zustand eines Stoffes zu eigen, um eine Verdampfung, d.h.
einen Phaseniibergang von fliissig zu gasférmig, zu umgehen. Wird dieser Bereich bei einem Stoff
erreicht, existiert kein Unterschied mehr zwischen beiden Phasen, und eine schonende Trocknung
ist moglich. Da der kritische Punkt von Wasser bei 374 °C und 221 bar liegt, ist es ein denkbar
ungiinstiges Medium fiir diesen Prozess. Der kritische Punkt von CO2 dagegen liegt bei etwa 31 °C
und 74 bar, jedoch vermischt es sich nicht mit Wasser, weshalb der oben beschriebene Zwischen-
schritt der Entwésserung mit Ethanol notig ist. Nachdem die Proben in einem Druckbehélter
platziert wurden, wurde bei 8 °C das Ethanol in den Zellen wie bei der Entwésserung schrittweise
mit fliilssigem CO9 ausgetauscht. Darauthin wurde die Kammer auf 40 °C erhitzt, was folglich auch
den Druck ansteigen lisst. Sobald der {iberkritische Bereich erreicht war, wurde ein Druckventil
geoffnet und gasformiges CO4 entwich aus der Kammer. Wenn der Druck unterhalb des kritischen
Drucks lag, wurde auch die Heizung abgeschaltet. Nach Erreichen der Raumtemperatur (RT) und
des Atmosphérendrucks waren die Proben fertig getrocknet und konnten mittels REM untersucht
werden.

In dieser Arbeit wurde ein CPD 030 Critical Point Dryer (BAL-TEC AG, Balzers, Liechtenstein)

zur iiberkritischen Trocknung verwendet.

Aufgrund der beschriebenen Priaparationsschritte ist es vorstellbar, dass deponierte Partikel wéih-
rend der Praparation verloren gehen. Um solche Verluste auszuschliefen wurden in einem Test
mehrere Proben doppelt prozessiert, d.h. nach einer ersten Prozessierung und Bestimmung der de-
ponierten Partikelmengen mittels REM, wurden die gleichen Proben erneut entwéssert, getrocknet
und quantifiziert. Der Vergleich der Ergebnisse zeigte keine nennenswerten Unterschiede.

4.1.4 Herstellung von Diinnschnitten fiir STEM-Untersuchungen — Einbetten
in Epoxidharz und Ultramikrotomie

Zur Priparation von STEM-Diinnschnitten miissen die Proben eingebettet werden, was eine spe-
zielle Priaparationsroutine erfordert. In die iiblichen 6-well Kulturplatten wurden Transwell(®)-
Membraneinséitze platziert, sodass die Membran eine Grenze zwischen einer oberen und einer un-
teren Kammer bildete. In die untere Kammer wurden 2,5 mL CCM gegeben, und auf die Membran
in der oberen Kammer wurden 3,7 x 10° A549-Zellen in 1,5mL CCM ausgesit und iiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Nach Entfernen des kompletten Mediums in der oberen Kammer wurden
1,5mL der Partikelsuspension mit der gewiinschten Fingabekonzentration hinzugefiigt und fiir die
gewiinschte Expositionsdauer ruhen gelassen. Nach Absaugen des Mediums, sowohl im Einsatz
(obere Kammer) als auch im well (untere Kammer), wurden die Zellen mit 1 mL 0,1 M Pipes-
Losung gespiilt. Pipes ist wie PBS™/~ eine Pufferlésung. Um zu verhindern, dass die Membran
austrocknet, wurden nach dem Absaugen der zum Spiilen verwendeten Losung wieder 1 mLl 0,1 M
Pipes-Losung auf die Membran gegeben und das Insert in eine Petrischale iiberfithrt. Mit einem
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Biopsy-Punch wurden schliellich Proben aus der Membran ausgestochen und in 1 mL grofle Eppen-
dorf-Reaktionsgefifle gegeben, welche mit einer Losung zu Erstfixierung der Zellen gefiillt waren.
Das vollstéindige Rezept fiir deren Herstellung kann Anhang entnommen werden. Die Erstfi-
xierung erfolgte iiber Nacht bei 4 °C. Nach zweifacher zehnminiitiger Wésche der Proben mit 0,1 M
Pipes erfolgte die Zweitfixierung mit einer Osmiumtetroxid enthaltenden Losung (Zusammenset-
zung s. Anhang . Nach 1h auf Eis wurden die Membranen erneut zweimal fiir je 15 min
mit 0,1 M Pipes-Losung gewaschen, was im Anschluss mit destilliertem Wasser wiederholt wurde.
SchlieBlich folgte iiber Nacht eine Blockfirbung mit einer 2 % Uranylacetat-Losung, gelost in 25 %
Ethanol / 75 % Wasser.

Fiir die eigentliche Einbettung mussten die Proben zunichst schrittweise entwéssert werden, was in
Ethanolbddern mit steigendem Ethanolgehalt (50, 70, 95, 100 %, je 2 mal fiir 10 Minuten) vollzogen
wurde. Dann wurde das Ethanol durch Propylenoxid ausgetauscht, indem die Membranen zweimal
fiir je 5 Minuten in 100 % Propylenoxid gegeben wurden. Dieser Zwischenschritt erméglichte erst
den Austausch mit dem zum Einbetten verwendeten Epoxidharz (EPON). Auch dies erfolgte in
EPON/Propylenoxid-Bédern mit steigendem EPON-Gehalt (30, 70, 100 %), jedoch iiber deutlich
langere Zeitrdume (1h, iiber Nacht, 6h). Hiernach wurden die Proben in Flacheinbettungsfor-
men, in denen sich bereits etwas angetrocknetes EPON befand, gelegt und mit EPON iibergossen.
Zur finalen Polymerisierung mussten die Proben fiir 3 Tage bei 60 °C im Trockenschrank gelagert
werden.

Um Diinnschnitte zu préaparieren, wurden die ausgehérteten Proben zunéchst pyramidenférmig zu-
geschnitten, sodass an der Spitze in einer ca. 1 x 1 mm? groen Fliche die eingebettete Membran zu
sehen war. Die so priaparierten Proben wurden in ein Ultramikrotom gespannt und der Pyramiden-
stumpf wurde mit einem Glasmesser planparallel zugeschnitten. Dann wurde dieses Messer gegen
ein Diamantmesser mit Wasserbad ausgetauscht, um die finalen Diinnschnitte mit 100 nm, 200 nm
und 300 nm Dicke zu schneiden. Dabei rutschten die Diinnschnitte entlang des Messer auf die Was-
seroberfliche und konnten von da mit einem speziellen Greifwerkzeug auf TEM-Kupfernetzchen
(100er mesh) iibertragen werden, wo sie an Luft trockneten und schlielich im Elektronenmikroskop
untersucht werden konnten.

In dieser Arbeit wurde ein Leica EM UC6 Ultramikrotom verwendet, welches vom ITG, Campus
Nord des KIT freundlicherweise zur Verfiigung gestellt wurde. Die Zellkultivierung, Partikelexpo-
sition, Fixierung und Einbettung wurden am ITG von Silvia Andraschko durchgefiihrt.

4.2 Elektronenmikroskopie

4.2.1 Rasterelektronenmikroskopie

Alle REM-Untersuchungen wurden an einem FEI Quanta 650 ESEM (FEI, USA) durchgefiihrt.
Das Mikroskop ist ausgestattet mit einer Schottky-Feldemissionskathode, einem Everhart-Thorn-
ley-Detektor fiir SE-Aufnahmen und einem ringférmigen Silizium-BSE-Detektor, basierend auf
einer Schottky-Diode, mit einer aktiven Detektorfliche von ungefihr 200 mm?, welcher zentral un-
terhalb des Polschuhs platziert ist. Die Proben wurden auf einen Aluminiumhalter von 32 mm
Durchmesser platziert und mit Leitsilber fixiert, was den zusétzlichen Effekt der Erdung der Probe
hat.
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Abbildung 4.1. SE-REM-Ubersichtsaufnahme einer Probenstelle auf ITO160. Im oberen Abschnitt ist ein
dichter Teppich von Zellen zu sehen, wdhrend im unteren Teil freies ITO-Substrat zu erkennen ist. Die
farbigen Kreise zeigen beispielhaft zwei Fliachen von Interesse fiir Depositionsuntersuchungen: interzelluldrer
Bereich (grin) und zelluldre Oberflichen (gelb).

Abbildung von Nanopartikeln

Zur Untersuchung der Partikeldeposition wurden grundsétzlich Aufnahmen zweier verschiedener
Bereiche erstellt, die in Abbildung illustriert sind. Zum einen handelt es sich dabei um zell-
freie Flachen des ITO-Substrats (griiner Kreis), welche im Folgenden als interzelluldire Bereiche
bezeichnet werden. Zum anderen wurden Aufnahmen der Zelloberflichen (gelber Kreis) erstellt,
welche als zelluldre Bereiche bezeichnet werden. Bei interzelluldren Bildern wurde darauf geachtet,
keine Aufnahmen in unmittelbarer Ndhe von Zellen vorzunehmen, da die natiirliche Bewegung der
Zellen wahrend der Exposition mit NP die Flichendichten dort verfilschen kann.

Interzellulire Aufnahmen wurden mit dem SE-Detektor bei 5keV PE-Energie erstellt. Aufgrund
der starken Topografie der Zelloberfliche waren die gesuchten Partikel, insbesondere die 100 nm
kleinen NP, im SE-Kontrast auf Zelloberflichen aber kaum zu erkennen. Abbildung[4:2h zeigt eine
solche SE-Aufnahme einer Zelloberfliche mit deutlicher Aufladung des Zellkerns. Die vorhande-
nen 100 nm Nanopartikel sind nur sehr schwer zu detektieren. Deshalb wurde hier auf BSE-Bilder
zuriickgegriffen, die mit einem zentral unter dem Polschuh angebrachten ringférmigen Halbleiter-
detektor erstellt wurden. Die Probenbiihne blieb dabei stets waagerecht. BSE-Aufnahmen ermog-
lichen es, den Materialkontrast zwischen SiOs (Z = 10) und dem Zellmaterial (prim#r Kohlenstoff,
7 = 6) auszunutzen. In Abbildung wird eine BSE-Aufnahme von der gleichen Probenstelle
wie in Abbildung gezeigt. In erster Linie fillt auf, dass die Aufladung des Zellkerns bei BSE-
Abbildungen nicht stort, da die hochenergetischen BSE vom elektrischen Feld der Aufladung weni-
ger beeinflusst werden als SE. Dank des Materialkontrastes heben sich die Silika-NP hier leicht vom
zelluldren Hintergrund ab. Da der Kontrast jedoch gering ausfillt, musste er durch Anlegen einer
Bremsspannung Up;,s an die Probenbiihne verstarkt werden. Durch diese wird die Landeenergie,
mit der die Primérelektronen auf die Probe treffen, reduziert und gleichzeitig werden austretende
SE und BSE zum BSE-Detektor hin beschleunigt. Bei 200 nm und 500 nm groflen Submikropar-
tikeln wurde mit einer Landeenergie von Fy = 3keV bei der maximal moglichen Gegenspannung
von Upies = —4kV gearbeitet (Ausgangsenergie der PE 7keV'), wihrend bei nur 100 nm grofien
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Abbildung 4.2. Vergleich von (a) SE-Abbildung, (b) regulirer BSE-Abbildung und (c) BSE-Abbildung mit
angelegter Bremsspannung von 1,9 kV. Dargestellt ist eine Zelloberfiiche mit einzelnen 100 nm SiO2-Nano-
partikeln. Alle 8 Bilder wurden mit einer Landeenergie von 5 keV erstellt und zeigen den gleichen Bildaus-
schnitt. Im linken Teil ist der Zellkern lokalisiert, zu erkennen an der starken Aufladung in (a).

NP eine reduzierte Spannung von Up;,s = —1,9kV und eine Landeenergie von 5keV verwendet
wurden (Ausgangsenergie der PE 6,9 keV'). Durch die kleinere Bremsspannung wurde vermieden,
einen Grofiteil der ebenfalls zum Halbleiterdetektor beschleunigten SE zu detektieren, da sie in der
Schutzschicht des Halbleiters absorbiert werden (eine detailliertere Behandlung der Detektoreffizi-
enz findet sich in Abschnitt . Diese Beschrinkung ist nétig, um zelluldre Strukturen in der
GroBlenordnung der NP nicht féilschlicherweise als solche zu identifizieren. Bei den grofieren SMP
ergibt sich diese Problematik nicht, weshalb hier die maximale Bremsspannung verwendet werden
kann. In Abbildung 4.2k wird die gleiche Probenstelle wie in Abbildung[£.2b gezeigt, diesmal jedoch
mit einer angelegten Bremsspannung von 1,9kV. Im Vergleich zur Abbildung ohne Bremsspannung
hat sich der BSE-Kontrast der SiO2-NP deutlich erhéht und sie sind gut zu detektieren.

Bei BSE-Abbildungen wird ein weiterer Effekt ausgenutzt, um die Detektierbarkeit von Nanoparti-
keln zu erhéhen. Durch Verringerung des Arbeitsabstandes (engl. working distance, WD) gewinnt
in BSE-Abbildungen Topografiekontrast an Stéarke. Durch das gemischte Signal aus Materialkon-
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a) WD 10 mm

Abbildung 4.83. Vergleich von 5keV BSE-Abbildungen mit (a) 10 mm WD und (b) 5mm WD von einer
Zelloberfliche mit 100 nm SiO-NP.

trast und zusétzlichem Topografiekontrast wird die Sichtbarkeit der NP auf den Zellen nochmals
verbessert. Abbildung [.3] veranschaulicht den Effekt anhand zweier BSE-Abbildung einer Zellober-
fliche mit 100 nm SiO2-NP bei WD = 10 mm (Abbildung[4.3h) und WD = 5mm (Abbildung[4.3p).
Daher wurden alle BSE-Aufnahmen zur Quantifizierung der Deposition auf Zellen mit einem Ar-
beitsabstand von 5mm erstellt. Die Arbeitsabstandsabhéngigkeit des BSE-Kontrastes wird im
Rahmen der Kontrastuntersuchungen in Kapitel [f] umfassend behandelt.

Um eine ausreichend gute Statistik zu gewéhrleisten, wurden Bilderserien von 50 bis 100 Bildern
pro Probe und Bereich (zelluldr/interzellulir) aufgenommen und beziiglich der Flidchendichten
ausgewertet (s. Abschnitt. Dabei wurde Wert darauf gelegt, moglichst viel Substratoberfliche
abzudecken, um den Einfluss lokaler Inhomogenitéiten zu minimieren. Die Vergréflerung wurde stets
so gewihlt, dass die Bildausschnitte so gro3 wie moéglich waren und gleichzeitig die Partikel noch
ausreichend gut sichtbar blieben.

Riickstreuelektronenkontrast von Nanopartikeln

Unabhéngig von den Depositionsexperimenten wurde der BSE-Kontrast von SiOo-NP auf ITO-
beschichteten Substraten untersucht. Dazu wurden BSE-Aufnahmen interzelluldrer Bereiche von
Proben mit 100nm groflien NP erstellt. Dabei blieb die Probenbiihne stets in waagerechter Pos-
tion, wurde also nicht gekippt. Zu Vergleichszwecken wurden ebenfalls SE-Aufnahmen mit dem
Everhart-Thornley-Detektor gemacht. Von beiden Substraten (/7022 und IT0160) wurden je 3
energieabhéingige Bilderserien bei konstanten Arbeitsabstéanden von 4 mm, 6 mm und 10 mm aufge-
nommen. Dabei wurde Ey zwischen 3keV und 17 keV variiert. Ferner wurden je 2 WD-abhéngige
Serien von BSE-Aufnahmen bei konstanten PE-Energien von 5keV und 10keV erstellt, bei denen
die WD zwischen 4 mm und 12 mm variiert wurde. Um einen verfiilschenden Einfluss von Elektro-
nenstrahl-induzierter Kontamination auf den Kontrast zu minimieren, wurden nach der Justage
jeweils Bilder an benachbarten Probenstellen aufgenommen. Es wurde ferner darauf geachtet, dass
die Kontrast- und Helligkeitseinstellungen des Mikroskops iiber eine komplette Bilderserie konstant
gehalten wurden, ohne dass Bildintensitidten iiber- oder untersteuert dargestellt wurden. Abwei-
chend davon musste der Kontrast bei Ey < 5keV vereinzelt erhoht werden, um ein akzeptables
Signal zu erhalten. Eine ndhere Untersuchung der Auswirkungen von Kontrast- und Helligkeits-
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regler auf den BSE-Kontrast im Bild bei Fy = 5keV und WD = 4mm ergab, dass lediglich
eine Anderung der Helligkeit den BSE-Kontrast im Bild merklich versndert, wihrend Variationen
der Kontrasteinstellungen nur minimalen Einfluss auf den BSE-Kontrast haben. Schliellich muss-
te fiir alle in den Bilderserien verwendeten Detektoreinstellungen das Hintergrundsignal, der sog.
Schwarzwert, ermittelt werden. Dies erfolgte durch einfaches Wegblenden des Elektronenstrahls
wihrend der Aufnahme eines Bildes. Sdmtliche Aufnahmen wurden als 16 bit Graustufen-Bilder
mit einer Pixelgréfle von 1,46 nm und einer Beleuchtungszeit von 10 us pro Pixel erstellt.

4.2.2 Rastertransmissionselektronenmikroskopie
Niederenergie-Rastertransmissionselektronenmikroskopie

Um die Utrastruktur von Zellen sowie mogliche inkorporierte Partikel abzubilden, wurden mit-
tels low-keV STEM-Diinnschnitte von eingebetteten Zellen untersucht. Durchgefiihrt wurden die
Untersuchungen am FIB/REM-System FEI Strata 400S (FEI, USA), welches iiber einen STEM-
Detektor verfiigt. Nach der Identifizierung geeigneter, unbeschidigter Diinnschnitte wurden bei
Ey = 30keV HAADF-Aufnahmen moglichst ganzer Zellen sowie Detailaufnahmen erstellt. Nach
Moglichkeit wurde dabei versucht, einzelne Zellen auf unterschiedlichen Diinnschnitten wiederzu-
finden, was jedoch nur vereinzelt gelang. Der HAADF-STEM-Modus wurde gewéhlt, da er guten
Materialkontrast liefert.

Hochenergie-Rastertransmissionselektronenmikroskopie

Fiir priazise MC-Berechnungen des BSE-Kontrastes von NP ist eine genaue Kenntnis der Materi-
alparameter erforderlich. Daher wurden klassische Hochenergie-STEM-Untersuchungen bei Eg =
200 keV in Kombination mit EDXS-Analysen angewandt, um die Dicke und die Zusammensetzung
der hier verwendeten ITO-Schichten zu bestimmen. Zum Einsatz kam dabei ein FEI Osiris ChemiS-
TEM (FEI, USA), ausgestattet mit vier Bruker-Silizium-Drift-Detektoren. Die dafiir benstigten,
lediglich knapp 60nm dicken Querschnittsproben, auch TEM-Lamellen genannt, wurden mittels
FIB-Lift-out-Verfahren hergestellt [123]. Von beiden ITO-Schichten wurden mehrere HAADF-Auf-
nahmen sowie EDXS-Mappings erstellt und ausgewertet. Die Dicke wurde in ImageJ [124] gemessen
und quantitative EDXS-Auswertungen wurden mit Hilfe der Bruker-Software ESPRIT durchge-
fithrt. Die Messungen wurden von Dr. Ing. Heike Stormer (LEM) durchgefiihrt.

4.2.3 Environmental Scanning Electron Microscopy

Wie im Kapitel erlautert wurde, kénnen im ESEM-Modus aufgrund des Restgasdruckes in
der Probenkammer feuchte Proben wie beispielsweise Zellen untersucht werden, ohne das diese
aufgrund des Vakuums austrocknen und dabei ihre empfindliche Strukturen zerstért werden. Wie
im Folgenden beschrieben wird, sind bei der Préparation der Proben keine Entwésserung und KPT
notwendig, was die Gefahr von Préparationsartefakten reduziert. Bei der Abbildung von Zellen
wird ferner eine Aufladung dieser verhindert, da die ionisierten Gasatome fiir einen effektiven
Ladungsaustausch auf der Zelloberfliche sorgen. Andererseits fithrt die unvermeidliche Streuung
der PE an den Gasatomen zu einer Verschlechterung der Auflosung und des Signal-zu-Rausch-
Verhéltnisses, weshalb iiberpriift werden musste, ob ESEM zu Zwecken der Quantifizierung von
effektiven Dosen auf Zellen geeignet ist.
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Verglichen mit regularen REM-Versuchen erfordern ESEM-Experimente eine abgewandelte Prépa-
rationsroutine, weshalb diese im Folgenden genauer beschrieben wird. Als Substrat kamen PEL-
CO®) Siliziumnitrid-TEM-Membranen (Ted Pella, Inc., USA) mit neun 1 x 1 mm? grofen Fenstern
zum Einsatz. Der freitragende Siliziumnitrid-Film hatte eine Dicke von 200 nm. Die Membranen
wurden in 96-well Kulturplatten gegeben und fiir 5 min in 80 % Ethanol inkubiert. Nach Entfernen
des Uberstandes und Abdampfen des restlichen Ethanols wurden in 1 mL CCM, ergénzt mit 10%
FBS, 0,25 x 10° A549-Zellen ausgesiit und bei 37°C iiber Nacht ruhen gelassen. Die anschliefende
Partikelexposition mit der gewiinschten Partikelkonzentration und Fixierung erfolgte in Analogie
zum reguldren REM-Versuch (vgl. Abschnitt [4.1.2)), jedoch mit reduzierten Volumina (je 1 statt
3mL) und Glutaraldehyd statt PFA als Fixationsmittel. Entwésserung und KPT entfielen. Die
Préaparation bis hierhin wurde von Dr. Susanne Fritsch-Decker am I'TG, Campus Nord des KIT,
durchgefiihrt.

Nach Entnahme einer gekiihlt und in PBS™/~ gelagerten Membran musste diese vier mal fiir einige
Sekunden in deionisiertes Wasser getaucht werden, um PBS~/~ Uberreste zu entfernen, bevor sie
im Mikroskop auf einen spezielle kithlbare Probenbiithne mit integriertem STEM-Detektor platziert
wurde. Die Membran wurde anschlieBend mit 3 yLi deionisiertem Wasser benetzt, um ein spontanes
Austrocknen der Probe beim folgenden Abpumpen der Kammer zu verhindern. Zu diesem Zweck
wurden auch drei weitere 3 uL. grofle Tropfen deionisierten Wassers auf den Probenhalter in der Né-
he der Probe platziert. Bei einer Bithnentemperatur von 3°C wurde die Probenkammer schliellich
fiinfmal auf 800 Pa abgepumpt und wieder mit Wasserdampf auf 1500 Pa geflutet, sodass am Ende
des Prozesses in der Kammer eine Wasserdampfatmosphére mit einem Druck von 800 Pa vorlag.
An diesem Punkt wurde mit der REM/STEM-Untersuchung bei 30 keV PE-Energie begonnen.
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Abbildung 4.4. Phasendiagramm von Wasser zwischen —10° C und 20° C. Der Gleichgewichtsdruck bei 3° C
ist 758 Pa (rote, gestrichelte Linien).

Ublicherweise ist bei 3°C und 800 Pa der Wasserfilm auf der Probe noch zu dick, um Details zu
erkennen, da man sich noch oberhalb der Phasengrenze zwischen fliissiger und gasformiger Phase
von Wasser befindet. In Abbildung [£.4] wird ein Ausschnitt des Phasendiagramms von Wasser
gezeigt. Der ideale Gleichgewichtsdruck zwischen Kondensation und Verdampfung liegt bei 3°C
demnach bei 758 Pa, jedoch ist bauartbedingt die tatsédchliche Temperatur der Probe selbst in
der Regel etwas hoher als die am Kiihlelement eingestellte Temperatur. Daher ist eine schrittweise
Reduzierung des Druckes mit Wartezeiten von mehreren Minuten zwischen den einzelnen Schritten
empfehlenswert.
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4.3 Einsatz von FIB/REM zur Zelltomografie

Da die low-keV STEM auf Diinnschnitte angewiesen ist, kann sie immer nur kleine Ausziige einer
Zelle abbilden. Um ein Gesamtbild des Inneren von Zellen zu erhalten und so eine fundiertere Ein-
schitzung der Partikelaufnahme treffen zu kénnen, wird ein Verfahren wie die FIB slice-and-view
Technik benotigt. Hierbei wird die Zelle systematisch mit einem streifend einfallenden Ionenstrahl
schichtweise abgetragen, wihrend mit dem Elektronenstrahl REM-Abbildungen erstellt werden.
Hierzu mussten regulire REM-Proben zuvor mit einer diinnen Kohlenstoffschicht bedampft wer-
den, um die Leitfihigkeit zu optimieren (s. Abschnitt . Die ITO-Schicht unterhalb der Zellen
reichte hier nicht, um die Ladungstriager abzutransportieren und damit Aufladung zu vermeiden.
Die Tomografie wurde an einer FEI Strata 400S (FEI, USA) durchgefiihrt. Nach der Auswahl
einer geeigneten Zelle mittels REM wurde die Probe um 52° gekippt, sodass der Ionenstrahl senk-
recht auf die Probe traf, und in der Hohe angepasst, sodass beide Strahlen auf den selben Punkt
fokussiert wurden. Die unter diesen Bedingungen erzeugten SE-Bilder lassen den Beobachter aus
besagtem Winkel auf die Probe schauen.

Zunichst wurde der aus der aus Sicht des Betrachters vordere Teil der Zelle groflflichig weggesput-
tert, um einen freien Blick auf die Zelle zu erhalten. Da die Zellen den mit 30kV beschleunigten
Gat-Ionen kaum Widerstand entgegensetzten, reichte dafiir ein Ionenstrom von lediglich 90 pA
aus. Dann wurde im iSPI™ Verfahren von FEI sukzessiv mit dem Ga™t-Ionenstrahl eine Schicht
nach der anderen entfernt und nach jedem Schritt eine SE-REM-Aufnahme mit einer PE-Energie
von 10keV erstellt. Dabei musste die Schichtdicke geeignet gew#hlt werden. Um nicht versehent-
lich ganze Partikel auf einmal undetektiert zu entfernen, wurde stets eine Schichtdicke gewihlt, die
1/4 bzw. 1/5 des jeweiligen Partikeldurchmessers betrug, sodass Partikel hochstens angeschnitten
wurden und in mehreren aufeinanderfolgenden Bildern erschienen.

4.4 Datenauswertung

4.4.1 Quantifizierung von Partikel-Fliachendichten

Die Auswertung der SE-Aufnahmen zur Bestimmung der Partikel-Flichendichten wurde mit Hil-
fe einer semi-automatischen Zihlsoftware, geschrieben in Matlab (The MathWorks, Inc., Natick,
USA), vollzogen. Entwickelt wurde das Programm am Institut fiir Biomedizinische Technik des KIT
durch Michael Simon und Gunnar Seemann. Es verfiigt iiber eine grafische Oberfliche, diverse Me-
thoden zur Subtraktion des Hintergrundes und zur Unschérfereduktion sowie zwei verschiedene
Zahlalgorithmen: der erste basiert auf Template-basierter Kreuzkorrelation und der zweite ist ein
Connected-Component-Labeling Algorithmus. Fiir weitere Details beziiglich der Algorithmen sei
auf die Masterarbeit von Michael Simon verwiesen [125].

Abbildung zeigt beispielhaft das Ergebnis der automatischen Analyse einer REM-Aufnahme
eines interzelluldren Bereiches. Detektierte Partikel werden im analysierten Bild durch farbliche
Kreise hervorgehoben, was eine visuelle Uberpriifung der Ergebnisse erlaubt. Griin steht dabei
fiir eine dem Programm nach sichere Detektion, rot fiir eine unsichere Erkennung. Falsch positive
erkannte Elemente oder nicht identifizierte Partikel kénnen manuell durch Mausklicks entfernt
oder hinzugefiigt werden. Die Software berechnet automatisch die Flachendichte basierend auf der
Anzahl detektierter Partikel und der Grofle des Bildes, ermittelt aus der Pixelgréfie und deren
Anzahl (enthalten in den Metadaten der REM-Aufnahmen). Nach der Quantifizierung aller Bilder
einer Serie wurde der arithmetische Mittelwert und die statistische Standardabweichung berechnet.
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Abbildung 4.5. Beispiel eines automatisch ausgewerteten SE-REM-Bildes eines interzelluliren Bereiches
mit 100 nm SiOs-Partikeln (weiffe Punkte) vor ITO-Hintergrund (grau). Die automatisch gezdhlten Partikel
werden durch grine (sichere Detektion) und rote (unsichere Detektion) Kreise markiert. Blauer Pfeil deutet
auf ein nicht identifiziertes NP, weifSer Pfeil zeigt ein kleines Agglomerat an.

4.4.2 Messung des NP-Kontrastes auf ITO-Substraten

Der Kontrast eines Nanopartikels C' ist gegeben durch:

Inp— 1
C — NP Sub (4.1)
ISub - Ischwarz

wobei Iyp die Bildintensitéit des NPs, Ig,, die des Hintergrundes und Iscppar, der Schwarzwert
der verwendeten Detektoreinstellung ist. Zur Bestimmung der ben6tigten Werte wurden die Bilder
mit ImageJ analysiert. Hierzu mussten zunéchst Ausreifler, dass heifit Pixel mit unverhaltnisméafig
hohem oder niedrigem Grauwert, entfernt werden, da ansonsten die Fehler bei der Bestimmung
der mittleren Intensitdten sehr grofi ausfallen. ImageJ verfiigt iiber einen entsprechenden Filter
»,2Remove Outliers”, welcher jedes Pixel mit dem Median der umgebenden Pixel vergleicht. Ist die
Abweichung grofler als ein festgelegter Schwellenwert, so wird der Grauwert des Pixel mit dem
Median der umgebenden Pixel ersetzt. Die hier verwendeten Parameter wurden wie folgt gesetzt:
pixels = 7, threshold = 2000.

Anschlielend wurde ein Kreis von ca. 40 bis 50 nm ausgewihlt, mittig auf abgebildete NP platziert
und der mittlere Grauwert Inyp jedes einzelnen NP gemessen. Ig,; wurde durch die Mittelung
von 10 moglichst grofien, partikelfreien Flichen bestimmt und Iscppar, durch die Bestimmung des
mittleren Grauwerts eines Bildes mit ausgeblendetem Elektronenstrahl. Mit den so bestimmten
Werten konnte der Kontrast jedes Partikels C; nach Formel berechnet werden und schliellich
auch der mittlere Kontrast C' durch Mittelung aller C;. Pro Bild wurden die Kontraste von 20 NP
bestimmt und gemittelt und die Standardabweichung ermittelt.
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4.5 Computersimulationen / Modellierung

4.5.1 Monte-Carlo-Simulation — eNISTMonte

Alle Monte-Carlo-Simulationen des BSE-Kontrastes von NP wurden mit einer modifizierten Ver-
sion von NISTMonte [126], genannt eNISTMonte, durchgefiihrt. Die Modifizierungen wurden ein-
gefiigt, um den Einfluss des Halbleiterdetektors auf die gemessene BSE-Intensitét zu beschreiben.
Entscheidend ist, dass Halbleiterdetektoren nicht einzelne Elektronen zihlen, sondern die Anzahl
im Detektor erzeugter Elektron-Loch-Paare, weshalb die gemessene Intensitéit im Bild proportio-
nal zur BSE-Energie ist (s. Kapitel . Da BSE unterschiedliche Energien haben und damit
unterschiedlich viele Elektron-Loch-Paare erzeugen, miissen in MC-Simulationen auch die Aus-
trittsenergien ausgegeben werden, um die gemessenen Intensitéten reproduzieren zu kénnen. Wie
in Abschnitt bereits erwéihnt, ist in MC-Simulationen die Berechnung des Energieverlustes
in Form der Continuous-Slowing-Down Approximation gingige Praxis. In NISTMonte wird die
Variante nach Joy und Luo [116] verwendet (s. Kapitel [3.3.2)). Jedoch werden die Energiewerte
iiblicherweise nicht weiter verwertet.

In eNISTMonte dagegen werden alle BSE nach ihren Streuwinkeln in Winkelsegmente sortiert und
die akkumulierte Elektronenenergie pro Segment registriert. Nun kann, je nach dem vom Detek-
tor abgedeckten Winkelbereich, die Summe der Energien in den entsprechenden Winkelsegmenten
gebildet werden. Da die Anzahl der im Detektor erzeugten Elektron-Loch-Paare und damit der
gemessene Grauwert proportional zu der gesamten Energie der BSE ist, kann der Partikelkontrast
wie folgt berechnet werden:

Ep — Egup

Egup

wobei Ep die berechnete BSE-Gesamtenergie ausgehend von einem Partikel ist, welches auf dem
Substrat platziert wird, und Eg,; die BSE-Gesamtenergie vom Substrat allein ist.

C = (4.2)

Eine weitere Modifizierung behandelt die Effizienz, mit der Elektronen die Schutzschicht eines
Halbleiterdetektors basierend auf einer Schottky-Diode durchdringen kénnen. Dabei handelt es
sich nicht um die charge-collection efficiency €., welche prinzipiell angibt, wie effektiv der Detektor
im Aufsaugen der im Halbleiter erzeugten Elektron-Loch-Paare ist (vgl. Kapitel . Aufgrund
der metallischen Beschichtung zum Schutz der Detektoroberfliche sinkt die Transmissionseffizienz
mit abnehmender BSE-Energie, da die Elektronen in dieser Schutzschicht zusétzliche unelastische
Streuung und damit einen zusétzlichen Energieverlust erfahren, bevor sie das eigentliche Detektor-
material erreichen. BSE mit geringer Energie werden sogar mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit
in der Schutzschicht génzlich absorbiert. Im Gegensatz zur theoretischen Betrachtung der Halb-
leiterdetektoren, bei der der Schwellenwert Ey, eine abrupte Detektionsgrenze darstellt, unterhalb
derer kein Elektron den Halbleiter erreichen kann (vgl. Abbildung[3.16h), wurde hier der Ansatz ei-
ner linear abnehmenden Transmissionswahrscheinlichkeit der Elektronen T7r,qns = EE% fiir BSE-
Energien Epgp unterhalb des Schwellenwertes Ejj, verfolgt. Fiir Eggr > Fyy, ist die Transmission
dagegen konstant 100 %.

Abbildung zeigt schematisch den Verlauf der beschriebenen Detektorcharakteristik in Abhén-
gigkeit von Epgp. Dabei wurde basierend auf Messungen eine Schwellenenergie Eyj, von 3keV an-
genommen. Diese Charakteristik kann verwendet werden, um eine Energiekorrektur der in eNIST-
Monte berechneten BSE-Energien vorzunehmen. Durch Integration der Kurve in Abbildung
von 0 bis Epgg erhilt man die tatséichlich transmittierte Energie E7yqns, wobei man die Félle
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Abbildung 4.6. Grafische Darstellung der durch die Schutzschicht transmittierten FElektronen bei einem
Halbleiterdetektor. Eyy, gibt BSE-Energie an, ab der Elektronen mit 100 % Wahrscheinlichkeit in den Detektor
gelangen.

Epse < Ey, (Gleichung 4.3a)) und Epsp > Ey, (Gleichung [4.3b)) unterscheiden muss:

EBsk
2
Eirans = idE = EBSE fir EBSE < Eth (433)
Eq, 2E
0
Eqp, B Epsk )
Eirans = / EdE + / dE = Epsg — §Eth fir FEpsg > Eu, (4.3b)
t
0 FEyp

Bei der Aufsummierung der Energien in den Winkelsegmenten musste eine weitere Korrektur
beriicksichtigt werden. Aufgrund der Positionierung des BSE-Detektors zentral unterhalb des Pol-
schuhs, ist der fiir die Summation bendtigte Winkelbereich abhéingig von dem eingestellten Ar-
beitsabstand (engl. working distance, WD). Die am Mikroskop eingestellte WD ist jedoch gegeben
durch die Distanz zwischen Probe und Polschuh. Um den korrekten minimalen und maximalen
Detektionswinkel zu erhalten, muss bei der Berechnung die Dicke des Detektors von 2,15 mm vom
nominellen Arbeitsabstand subtrahiert werden. Der innere Durchmesser des verwendeten Detek-
tors betrigt 2,96 mm, der dufere 8,53 mm, was eine effektive Fliche von etwa 200 mm? entspricht.
Bei der kleinsten in dieser Arbeit verwendeten WD von 4mm ergibt das einen detektierbaren
Winkelbereich von 1,78rad - 2,13rad. Ein Arbeitsabstand von nominell 12 mm entspricht einem
Winkelbereich von 2,43 rad - 2,85 rad. Der Streuwinkel 6 ist relativ zur Einfallsrichtung der PE de-
finiert, d.h. § = Orad entspricht Vorwértsstreuung, wiahrend § = mwrad fiir Riickstreuung senkrecht
zur nicht gekippten Oberfliche steht.

Um die Kontraste von Partikeln auf I'TO-Substraten zu simulieren, mussten in eNISTMonte zwei
verschiedene geometrische Modelle konstruiert werden. Zur Bestimmung von Eg,; wurden massive
Substrate aus amorphem SiO2 (Glas) bzw. amorphen Glaskohlenstoff mit einer 160 nm bzw. 22 nm
dicken ITO-Schicht versehen. Fiir Ep wurde auf diese Substrate zusétzlich ein SiO2-NP von 90 nm
Durchmesser (entspricht dem mittlerer Trockendurchmesser der nominell 100 nm groBen Partikel,
vgl. Kapitel platziert, welches mittig vom simulierten Elektronenstrahl getroffen wurde. Abbil-
dung zeigt den Aufbau eines solchen MC-Experimentes mit Nanopartikel und die berechneten
Trajektorien von 100 Elektronen.
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Si0, Nanopartike!

ITO Beschichtung

24

Substrat

Abbildung 4.7. Schematische Darstellung einer MC-Simulation. Sie zeigt ein 90 nm NP, platziert auf
einem mit 160 nm ITO-beschichtetem Glassubstrat. Griine Strahlen reprdsentieren Primdrelektronen bzw.
transmittierte Elektronen, blaue und hellblaue Linien geben Pfade von Elektronen im Material wieder, und
rote Linien entsprechen Riickstreuelektronen.

Tabelle 4.1. Zusammenfassung der in MC-Simulationen verwendeten Materialparameter.

Silika ITO ITO Glas Kohlenstoff
(NP) (160nm)  (22nm)  (Substrat) (Substrat)

Stochiometrie Si09 In1pSnO1;  In7ySnOq9 Si09 C

mittlere

Ordnungszahl Z 10 28,5 24,5 10 6

mittlere 20 65.6 55,7 20 12
Atommasse

Dichte (8/cm?) 2,2 7.1 5 2,2 1,3

Die verwendeten Materialparameter sind in Tabelle [£.1] zusammengefasst. Die gelistete SiO2-Dichte
von 2,28/cm® entspricht géingigen Literaturangaben fiir kolloidale, amorphe Silika-Partikel [7,[127].
Dariiber hinaus wurden folgende Parameter in den MC-Simulationen verwendet:

e je 10% simulierte Elektronen

e GaufBiformiger Primérelektronenstrahl mit Halbwertsbreite von 1 nm

e PE-Energien von 2keV bis 17keV

e Screened-Rutherford (ScR) [128] und Czyzewski (Cz) Mott Wirkungsquerschnitte

Zur Fehlerabschétzung der berechneten Kontraste wurden ergénzende Simulationen durchgefiihrt,
in denen je nur ein Parameter auf Basis der dem Parameter zugrundeliegenden Unsicherheit variiert
wurde. Zum Beispiel wurde die Unsicherheit der SiO9-Dichte mit + 0,2 8/cm® abgeschitzt, weshalb
Simulationen mit sowohl erhdhter als auch verringerter Dichte durchgefithrt wurden. Durch Sub-
traktion der sich so ergebenden Kontrastwerte vom mittleren berechneten Kontrast konnte der
Einzelfehler des Kontrastes in Bezug auf die Unsicherheit der SiOs-Dichte bestimmt werden. Der
gesamte Fehler des simulierten Kontrastes wurde folglich mittels Gaufi’scher Fehlerfortpflanzung
aller Einzelfehler berechnet. Die Variation der iibrigen Parameter betrug + 0,5 &/cm? (ITO-Dichte),
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+ 8nm (NP-Durchmesser), und £+ 5 nm (ITO-Schichtdicke). Aufgrund der hohen Anzahl von simu-
lierten Elektronen lag der statistische Fehler bei 0,1 % (poissonverteilt), weshalb er vernachléssigt
werden konnte.

4.5.2 Berechnung der Deposition von SiO;-Nanopartikeln in-vitro mit ISDD

Die in dieser Arbeit verwendete Version von ISDD ist eine Weiterentwicklung namens ISDD+ von
Michael Simon [125] (Version 3.0). Sie beinhaltet einige Optimierungen, eine verbesserte Ausgabe
sowie eine grafische Oberfliche. Unter anderem besteht die Moglichkeit bis zu fiinf verschiede-
ne Strukturen (einzelne Partikel verschiedener Groie oder Agglomerate) gleichzeitig zu simulieren,
jedoch wurden in der vorliegenden Arbeit stets monodisperse, nicht agglomerierende Partikel ange-
nommen. Ferner wurde eine simple Implementierung der Proteinkorona vorgenommen. Allerdings
hat diese aufgrund ihrer geringen Dicke keinen nennenswerten Einfluss auf die simulierte Deposition
von Partikeln > 70 nm, weshalb sie vernachléssigt wird.

ISDD+ erfordert die Eingabe einiger experimenteller Parameter iiber die grafische Oberfléche, wie
u.a. die Eingabekonzentration, die Expositionszeit und den hydrodynamischen Partikeldurchmes-
ser. Dieser gibt die effektive Grofle von Partikeln in einer Suspension an und ist meist deutlich
grofer als der Trockendurchmesser (vgl. Kapitel . Befindet sich ein geladenes Teilchen in einem
Medium, lagern sich auf seiner Oberfliche Ionen des Mediums fest an, die sogenannte Helmholtz-
Schicht. Dariiber hinaus lagern sich weitere Ionen diffus gebunden an die feste Schicht an. Bei
der Bewegung im Suspensionsmedium muss das Partikel diese Hiille mitfithren. Es erscheint also
grofler als es wirklich ist, was folglich den Diffusions- und Sedimentationsprozess beeinflusst.

In Tabelle [4.2)sind die verwendeten Parameter zusammengefasst. Hier wurde abweichend von MC-
Simulationen als SiOs-Dichte die Herstellerangabe von 2,08/cm? verwendet, aber ein Test ergab,
dass es keine relevanten Auswirkungen auf die Ergebnisse hat. Als hydrodynamischer Durchmesser
werden Zahlenwerte verwendet, die auf in HoO durchgefiithrten DLS Messungen basieren (s. Kapi-
tel . Als Resultat eines Simulationslaufs erhilt man neben dem Bruchteil deponierter Partikel
(in %) auch deren absolute Anzahl und die resultierende Flichendichte (in 1/um?).

Tabelle 4.2. Zusammenfassung verwendeter Eingabeparameter fir ISDD.

Parameter Wert Einheit
Partikeldichte 2,0 g/cm?
Hydrodynamische Durchmesser 122 / 198 / 501 nm
Eingabekonzentration variabel 18/ mL
well-Flache 9,62113 cm?
Temperatur 37,0 °C
Volumen Medium 3,0 mL
Dauer Exposition 1,0 / 4,0 h
Viskositdat Medium 0,00074 Pas
Dichte Medium 1,0 8/cm®

4.5.3 Berechnung der Deposition von SiO;-Nanopartikeln in-vitro mit dem
DG-Modell

Da das DG-Modell iiber keine grafische Oberfliche verfiigt, miissen hier sémtliche relevanten Para-
meter direkt im Programmcode iibergeben werden. Eine tabellarische Auflistung aller benotigten
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Werte findet sich im Anhang Neben einigen zusétzlichen Parametern werden grofteils die
gleichen wie bei ISDD (vgl. Tabelle verwendet (ggf. in einer anderen Einheit). Einzig die well-
Fldche und das Volumen des Mediums wird durch die Hohe des Mediums im well ersetzt. Es ist
ferner moglich, Groflenverteilungen in Form von Arrays zu iibergeben, jedoch wurde in dieser Ar-
beit auch beim DG-Modell von monodispersen, nicht agglomerierenden Partikeln ausgegangen. Bei
aktivierter stickiness (entsprechender Parameter = 1 gesetzt) wurde ein Kp Wert von 1079 mol/1,
verwendet; entsprechende Simulationen werden im Folgenden als sticky bezeichnet. Berechnungen
mit non-sticky Randbedingungen wurden dagegen mit deaktivierter stickiness (Parameter = 0)
durchgefiihrt und werden entsprechend benannt.

Die Ergebnisse eines Durchlaufs werden in einer Excel-Datei mit mehreren Tabellen gespeichert.
In jeder werden die einzelnen Ausgabegrofien (u.a. Masse, Partikelanzahl, Partikeloberfliche, be-
zogen jeweils auf Einheitsvolumen oder Einheitsfliche) orts- und zeitaufgelost tabellarisiert. Eine
weitere Tabelle fasst die Werte aller Groflen am Boden, d.h. im untersten Segment, zeitaufgelost
zusammen. In der vorliegenden Arbeit war in der Regel lediglich die Anzahl der Partikel pro Fliche
am Boden am Ende der Simulationsdauer von Interesse.

4.6 Sonstige verwendete Methoden

4.6.1 Groflenbestimmung der SiO,-Partikel mittels Rasterelektronenmikrosko-
pie

Der tatsédchliche Durchmesser von Partikeln kann deutlich von der nominellen Herstellerangabe
abweichen, weshalb er mittels REM bestimmt wurde. Hierzu wurden SE-Aufnahmen von SiOs-
Partikeln auf ITO-Substraten erstellt und mittels ImageJ analysiert. Um eine ausreichend hohe
Messgenauigkeit zu gewéhrleisten, wurde die Vergrolerung an den jeweiligen Partikeltyp angepasst.
Die Durchmesser von 20 Partikeln wurden so gemessen und arithmetisch gemittelt.

4.6.2 Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers und des (-Potentials
der SiO,-Partikel mittels dynamischer Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung (DLS) ermdglicht es hydrodynamische Durchmesser von Partikeln
in Fliissigkeiten zu bestimmen [129]. Das Prinzip beruht auf Rayleigh-Streuung. Das bedeutet,
dass Licht von kleinen Partikeln in alle Richtungen gestreut wird. Aufgrund der Brownschen Be-
wegung der Partikel in der Fliissigkeit variiert die Streuintensitéit jedoch zeitlich und damit variiert
ebenfalls die Intensitdt der konstruktiven bzw. destruktiven Interferenz zwischen dem Streulicht
verschiedener Partikel. Je kleiner die Partikel, desto stérker ist die Brownsche Bewegung und ent-
sprechend grofler ist die zeitliche Fluktuation der Intensitét, welche von einem Detektor gemessen
wird. Aus ihr wird mittels Autokorrelationsfunktion z.B. der Diffusionskoeffizient D bestimmt,
mit dessen Hilfe man aus der Stokes-Einstein-Gleichung (Gleichung den hydrodynamischen
Durchmesser berechnen kann.

Ferner lasst sich das (-Potential von Partikeln in Suspension bestimmen. Das (-Potential ist das
elektrische Potential von bewegten, geladenen Partikeln in Suspension. Befindet sich ein geladenes
Partikel in Suspension in Ruhe, erscheint es nach auffen hin neutral aufgrund der fest gebundenen
Helmholtz-Schicht aus Ionen des Mediums und weiterer diffus gebundener Ionen. Bewegt es sich
jedoch, so wird ein Teil der diffusen Schicht durch Reibung abgeschert und das Partikel erscheint
geladen. Das resultierende Potential kann gemessen werden und kann als Maf fiir die Ladung von
Partikeln in Suspension angesehen werden.
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Im vorliegenden Fall wurde ein Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Southborough, USA)
zur Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers (sowohl in Wasser als auch in DMEM +
FBS) und des (-Potentials der drei in dieser Arbeit verwendeten Partikelklassen verwendet. Hier-
zu wurden aus den Standard-Suspensionen fiir Depositionsexperimente relevante Verdiinnungen
(50 #8/mL) erstellt und zum einen direkt gemessen (0h Messung bei RT), zum anderen zunéchst
bei 37°C fiir 4h bzw. 24 h ruhen gelassen und im Anschluss gemessen. Zur Messung mussten die
Proben in Zeta-Kiivetten iiberfithrt werden. Die Untersuchungen wurden am ITG, Campus Nord
des KIT von Dr. Susanne Fritsch-Decker durchgefiihrt.

4.6.3 Physikalische Gasphasenabscheidung

Zur Beschichtung von Proben, um deren elektrische Leitfihigkeit zu verbessern, sowie zur Depositi-
on von ITO-Schichten auf amorphen Kohlenstoffsubstraten wurden in der vorliegenden Arbeit zwei
verschiedene Verfahren der physikalische Gasphasenabscheidung (engl. physical vapor deposition,
PVD) verwendet.

Elektronenstrahlverdampfung

Bei der Elektronenstrahlverdampfung wird das zu deponierende Material unter Hochvakuum durch
Bestrahlung mit hochenergetischen Elektronen in die Gasphase tiberfithrt. Dabei kann das zu be-
schichtende Objekt erhitzt oder gekiihlt werden, um die Schichtqualitdt zu verbessern und das
Objekt zu schiitzen. Die Atome in der Gasphase kondensieren schliefSlich auf allen Oberflichen,
die in ihrer Flugbahn liegen, u.a. auf dem zu beschichtendem Objekt. Fiir Untersuchungen des
Riickstreuelektronenkonstrastes wurden in einer Lesker PVD75 (Kurt J. Lesker Company, Has-
tings, UK) amorphe Kohlenstoffsubstrate (Glaskohlenstoff, HTW, Thierhaupten, Deutschland)
mit einer diinnen ITO-Schicht versehen. Bei einem Arbeitsdruck von 2 x 10~° mbar wurden die auf
200 °C aufgeheizten Substrate mit einer Rate von 0,354/s beschichtet. Zum Ausheilen der Schicht
wurden die Substrate anschliefend in einem Hochtemperaturofen bei 360 °C ausgelagert.

Thermisches Verdampfen

Beim thermischen Verdampfen wird unter Hochvakuum das zu verdampfende Material durch eine
elektrische Heizung stark erhitzt, wodurch sich entstehender Materialdampf auf das Zielobjekt
niederschlagen kann. Am LEM steht hierzu ein Kohlenstoffbeschichter PD 170AZw (Leybold-
Heraeus, Koln, Deutschland) zur Verfiigung, in dem durch einen diinnen Kohlenstofffaden Strom
geleitet wird. Aufgrund des elektrischen Widerstands heizt sich der Faden auf und verdampft. Mit
dieser Technik wurden in dieser Arbeit vereinzelt Proben mit einem wenige Nanometer dicken
Kohlenstofffilm beschichtet, um die Leitfdhigkeit der Proben fiir FIB-Tomografie-Untersuchungen
zu erhohen.






Kapitel 5

In-vitro-Deposition von SiO9-
Nanopartikeln

Zur Untersuchung des Depositionsverhaltens von SiOg-Partikeln mit Gréflen zwischen 100 und
500 nm auf A549-Zellen wurden Depositionsexperimente in Abhéingigkeit von der Expositionsdau-
er durchgefithrt. Wahrend in den hier betrachteten Zeitrdumen von maximal 4 h das Verhalten von
100 nm grofien Partikeln iiberwiegend durch Diffusion bestimmt wird, dominiert bei den gréfleren
Partikeln die Sedimentation (vgl. Abbildung . In Abschnitt werden zunéchst die Ergebnis-
se der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Partikelcharakterisierung prasentiert. Kapitel
beschéftigt sich mit der Wirkung von Substratbeschichtungen auf die Deposition und deren expe-
rimentellen Untersuchung. In Kapitel werden die experimentellen Ergebnisse mit Simulationen
verglichen. In Abschnitt [5.4] wird die Rolle von fétalem Rinderserum auf die Deposition dargestellt.
Um eine mogliche Verfilschung der gemessenen Fliachendichten von Partikeln auf Zelloberflichen
durch Inkorporation von Partikeln in die Zellen auszuschlieffen, wurde die Partikelaufnahme durch
Zellen ebenfalls experimentell untersucht (Kapitel . SchlieBlich wird in Abschnitt die Nutz-
barkeit von ESEM fiir Depositionsuntersuchungen dargestellt.

5.1 Eigenschaften der SiO,-Partikel

Tabelle 5.1. Zusammenfassung der gemessenen Partikeleigenschaften: Trockendurchmesser (drem), hy-
drodynamischer Durchmesser (dprs) in DMEM + FBS (CCM) und Wasser nach 0 h, sowie (-Potential.

. . dDLS / nm .
SiOg-Partikel  drgy / nm (COM) (H,0) ¢-Potential / mV
100nm NP 90 £ 8 173 +£5 112 £2 —29+1
200 nm SMP 188 + 12 251+ 6 188 + 3 —22+1
500nm SMP 437 £ 23 532 + 70 491 + 17 —40+1

In Tabelle sind die Ergebnisse der Partikelcharakterisierung zusammengefasst. Es fillt auf, dass
die im Rasterelektronenmikroskop trocken gemessenen Durchmesser drgn aller Partikel im Mittel
kleiner sind als vom Hersteller angegeben. DLS-Messungen in CCM sowie in HoO zeigten nach
0h keine Agglomeration (vgl. Abbildungen [A.4.1p,b im Anhang). Frithere Arbeiten mit diesen
Partikeln haben gezeigt, dass auch noch nach 24 h stabile GroBenverteilungen in den Suspensionen
vorliegen [130]. Auch die Erfahrungen aus den durchgefiihrten Depositionsexperimenten zeigen
keine gegenteiligen Anzeichen. Das negative (-Potential aller drei Partikelklassen zeugt von einer

59
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deutlich negativen Ladung der Partikel in Suspension, was sich unterstiitzend auf die Stabilitat
der Suspensionen auswirkt.

Besonders auffallend sind jedoch die deutlich gréfieren, mittels DLS in CCM gemessenen hydro-
dynamischen Durchmesser dprg. Sie sind jeweils 85, 63 bzw. 95 nm gréfer als die Trockendurch-
messer dggm. Nienhaus et al. [131] haben jedoch gezeigt, dass die Schichtdicke der géngigsten, an
NP-Oberflichen adsorbierten Proteine lediglich zwischen 3 und 7nm betréigt. Folglich ist davon
auszugehen, dass die Proteinkorona der in DMEM + FCS suspendierten Silika-Partikel den Par-
tikeldurchmesser um etwa das Doppelte der Proteinlinge vergrofiert. Einen weiteren Beitrag zum
hydrodynamischen Durchmesser liefert die sich bildende elektrochemische Doppelschicht, welche
anhand der Debye Lénge in DMEM abgeschétzt werden kann:

ercokpT
Ap = ) OB 1
b ON 4e2] (5.1)

Bei einer Tonenstérke I von 0,13 mol/, ergibt sich damit eine Schichtdicke von lediglich ca. 1 nm [132].
Folglich ldsst sich davon ausgehen, dass der hydrodynamische Durchmesser der Silika-Partikel in
CCM ca. 12nm groBer sein muss als der Trockendurchmesser (angenommen die Proteinkorona ist
im Mittel 5nm dick).

Eine mogliche Erklarung fiir die zu grofien dpy,g-Werte wéren kleine Agglomerate von zwei bis drei
Partikeln, jedoch zeigte die Analyse von REM-Aufnahmen deponierter Partikel, dass gut 90 % aller
deponierten 100 und 200 mm Partikel Einzelpartikel sind. Daraus lésst sich folgern, dass die Parti-
kelsuspensionen zum Grofiteil monodispers sein miissen und die unrealistischen hydrodynamischen
Durchmesser der erheblichen Ungenauigkeit von DLS-Messungen in CCM geschuldet sind.

Im Fall der 500 nm Partikel sind nur gut 60 % der deponierten Objekte einzelne Partikel. Die iib-
rigen 40 % setzen sich aus Dimern, Trimern und gréfleren Agglomeraten zusammen. Sollten diese
Agglomerate aber bereits in der Suspension vorliegen, miisste in den Intensitdts-basierten DLS-
Messungen ein ausgeprigter Peak in der Groflenordnung zwischen 1 und 2 pm vorzufinden sein.
Grund ist die starke Empfindlichkeit Intensitéts-basierter DLS-Messungen beziiglich der Gréfie von
Objekte, die mit der sechsten Potenz skaliert, was bedeutet, dass die vermeintlichen Agglomera-
te mindestens 64 mal so stark das Licht streuen miissten wie Einzelpartikel. Da kein derartiger
Peak beobachtet wird, sondern nur ein vergleichsweise breiter Peak im Bereich von 530 nm (vgl.
Abbildung im Anhang), lisst sich daher fiir die 500 nm Partikel die gleiche Schlussfolge-
rung ziehen wie fiir die kleineren Partikel: die verwendeten Suspensionen sind monodispers und die
beobachteten kleinen Agglomerate entstehen erst nach der Deposition auf der Substratoberfléche.

Entgegen den Messungen in CCM ergeben DLS-Messungen in HoO deutlich nachvollziehbarere
Ergebnisse (vgl. Tabelle [5.1]und Abbildung [A.4.1p im Anhang). Zu Simulationenszwecken wurden
fir den hydrodynamischen Durchmesser daher diese dpyg-Werte plus zweimal die durchschnitt-
liche Dicke der Proteinkorona von 5nm angenommen. Die Abweichungen von den theoretisch zu
erwartenden Werten, d.h. dggm + 2 x Dicke Korona + 2 x Debye Lénge in DMEM, wurden zur
Abschitzung der potentiellen Fehler berechneter Partikel-Flachendichten verwendet. Da aber im
Falle der 200 nm Partikel dpr,s und drgn identisch sind, wurde hier eine Ungenauigkeit von schét-
zungsweise 10 % angenommen. Details beziiglich der Fehlerberechnung werden in Kapitel
erlautert.

5.2 Quantifizierung der Deposition von SiO;-Nanopartikeln

Um die Deposition von SiOs-Partikeln auf A549-Zellen zu untersuchen, wurden unter verschiede-
nen Bedingungen in-vitro-Experimente durchgefithrt und die resultierenden Flidchendichten von
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Partikeln auf der Oberfléiche bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass A549-Zellen einen beachtlichen
Einfluss auf das Depositionsverhalten haben.

., - o g

e — .

Abbildung 5.1. Abbildung einer typischen A549-Zelle auf ITO-Substrat mit 100 nm SiOs-Partikeln. Der
Betrachtungswinkel ist um 52° geneigt. Zur besseren Sichtbarkeit wurden die Partikel auf der Zelloberfliche
gelb hervorgehoben.

Abbildung [5.1] zeigt beispielhaft eine SE Aufnahme einer dieser Zellen. Um eine bessere Vorstellung
vom Aussehen der Zellen vermitteln zu kénnen, wurde das Bild aus einer geneigten Perspektive
aufgenommen. Sdmtliche Aufnahmen zur Quantifizierung der effektiven Dosis wurden dagegen
in Draufsicht erstellt. Im Topografiekontrast der SE Abbildung ist sehr gut die grobe, unebene
Oberflache der Zelle zu erkennen, die auch stets in den zur Quantifizierung verwendeten BSE
Aufnahmen der Zelloberflichen zu erkennen ist. Sie wird durch zahlreiche Pseudopodien erzeugt.
Pseudopodien sind fiilchenférmige, langliche Plasmaausstiillpungen der Zellmembran und treten in
verschiedenen Formen auf. In der Mitte der Zelle ragt der Zellkern in die Hohe. Uber die gesamte
Zelle verteilt sind einzelne 100 nm grofle Silika-Partikel zu finden, welche zur besseren Sichtbarkeit
im Bild gelb markiert wurden. Weitere Partikel sind auf dem die Zelle umgebenden freien ITO-
Substrat zu erkennen (weile Punkte). Im unteren Bereich des Bildes sind Ausldufer weiterer Zellen
zu sehen. Hier fallt auf, dass in den freien Rd&umen zwischen den Zellen nahezu keine Partikel zu
finden sind. Dies riithrt von der natiirlichen Bewegung der Zellen wiahrend des Experimentes her,
durch die sie die deponierten Dosen in ihrer unmittelbaren Umgebung verfilschen. Aus diesem
Grund werden interzelluldre Fléchendichten in einigem Abstand zu Zellen gemessen.

5.2.1 Flachendichten von SiO,-Partikeln in Anwesenheit von A549-Zellen

Vergleicht man die Flichendichten auf Zelloberflichen (zelluldrer Bereich) und auf freier Substra-
toberfliche zwischen den Zellen (interzelluldrer Bereich), so fallen schnell Unterschiede auf. In Ab-
bildung werden repréisentative Aufnahmen interzelluldrer Regionen (a,c,e) und entsprechender
zelluldrer Oberflachen (b,d,f) von drei verschiedenen Proben gegeniibergestellt. In Abbildung 7b
wurden 100nm NP mit einer Eingabekonzentration von 7 #g/mL verwendet, in Abbildung ,d
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a) interzellular
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Abbildung 5.2. Reprisentative REM-Aufnahmen von interzellulir (a,c,e) und zelluldr (b,d,f) gemesse-
nen Flichendichten nach einstindiger Exposition von (a,b) 100 nm NP mit einer Eingabekonzentration von
Thr9/mL, (c,d) 200 nm SMP mit 50 #9/mL Eingabekonzentration, und (e,f) 500 nm SMP mit 109 #9/mL Ein-
gabekonzentration. (a,c,e) SE-REM-Bilder, aufgenommen mit 5 keV PE-Energie, (b,d,f) BSE-REM-Bilder
aufgenommen mit 5 keV PE-Energie und 1,9 kV (b) bzw. 4 kV (d,f) Bremsspannung. Zu besseren Sichtbarkeit
wurden Bildkontrast und Helligkeit angepasst.

200nm SMP mit 50 #g/mL und in Abbildung ,f 500nm SMP mit 109 #g/mL. Die Expositions-
dauer betrug in allen Féllen eine Stunde. Es sind in allen Experimenten deutliche Unterschiede
zwischen den Partikel-Flachendichten in zelluldren und interzelluldren Bereichen erkennbar. Ferner
zeugen die Bilder von einer merklichen Inhomogenitét der Flachendichten auf den Zellen verglichen
mit relativ homogen verteilten Partikeln auf dem reinen Substrat. Besonders deutlich wird dies in
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Abbildung [5.2d. Wéhrend im linken Bereich der abgebildeten Zelle zahlreiche Partikel vorzufinden
sind, sind auf der rechten Seite kaum Partikel auszumachen.

Bei den BSE Bildern mit angelegter Bremsspannung wird auch deutlich, dass diese Technik den
ungiinstigen Nebeneffekt hat, die Topografie von zelleigenen Strukturen wie Pseudopodien zu ver-
stiarken. Je nach Form und Ausrichtung kénnen diese Strukturen auch den Anschein von Partikeln
erwecken, weshalb insbesondere bei den 100 nm NP mit Sorgfalt bei der Quantifizierung der Fli-
chendichten vorgegangen werden muss.
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Abbildung 5.3. Vergleich von zelluldr und interzellulir gemessenen Fldachendichten aus Depositionsex-
perimenten mit 100 nm, 200 nm und 500 nm SiOs-Partikel. Fxpositionszeit bei verschiedenen Eingabekon-
zentrationen (s. Legende) betrug 1h bzw. 4 h. Die diagonale Linie kennzeichnet eine Ubereinstimmung von
zelluldren und interzelluldren Werten.

In Abbildung[5.3]sind die Ergebnisse der Quantifizierung der Deposition grafisch aufbereitet. Dabei
werden die durchschnittlich gemessenen zelluldren Flachendichten den entsprechenden interzellu-
ldaren Flichendichten gegeniibergestellt. Schwarze Symbole entsprechen 100 nm NP, blaue Symbole
200nm SMP und griine Symbole 500 nm SMP. Versuche mit 1h Expositionsdauer werden durch
kreisrunde Symbole dargestellt, und Experimente mit 4 h Expositionsdauer durch dreieckige Sym-
bole. Volle Symbole représentieren Eingabekonzentrationen von 50 #8/mL, leere Symbole 109 #8/mL
und gekreuzte Symbole 7 #g/mL. Reprisentative Bilder zu den vierstiindigen Versuchen finden sich
in Abbildung im Anhang.

Wie bereits Abbildung angedeutet hat, ist nun klar ersichtlich, dass die auf den Zellen gemes-
senen Fliachendichten deutlich geringer ausfallen als im interzelluldren Fall. Die diagonale schwarze
Linie zeigt eine Ubereinstimmung beider Gréflen an, und in allen gezeigten Fillen liegen die zelluli-
ren Werte deutlich unterhalb dieser Gerade. Zum Beispiel betrigt die interzelluldre Flachendichte
im Fall von 100nm NP nach 1h Exposition durchschnittlich 0,4 £0,151/um? (Abbildung [5.2p), wo-
hingegen auf den Zellen nur 0,15 + 0,17 I/um? Partikel gefunden wurden (Abbildung [5.2p). Ferner
fallt auf, dass die Messunsicherheiten verhaltnisméfig grofl sind, insbesondere bei einigen zellu-
laren Messungen. Hintergrund sind starke globale Unterschiede der Fldchendichten. Wéahrend die
Partikel lokal relativ homogen verteilt sind, unterscheiden sie ich auf makroskopischer Skala einer
Probe teils deutlich.
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5.2.2 Zelluldrer Einfluss auf die Deposition — zellfreie Experimente

Die mitunter starken Unterschiede zwischen zelluldren und interzelluldren Flichendichten lassen
vermuten, dass die Zellen die deponierte Dosis beeinflussen. Konkret wird, basierend auf der An-
nahme eines préferenziellen Bindungsmechanismus iiber sogenannte ,,Dockingplatze®, davon ausge-
gangen, dass interzellulére ,,Dockingplétze erst durch die Zellen selbst erzeugt werden. Dies wurde
mittels zellfreien in-vitro-Experimenten bei unterschiedlicher Vorbeschichtung der Substratoberflé-
che untersucht. Auf die ,,Dockingpliatze“-Hypothese wird im folgenden Abschnitt detaillierter
eingegangen.

a) CCM b) konditioniertes CCM C) interzellular
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Abbildung 5.4. Reprisentative SE-REM-Aufnahmen von 200 nm SiOo-SMP auf Substraten mit unter-
schiedlicher Vorbeschichtung. a) Zellfreies Substrat, im Vorfeld der Deposition mit gewdhnlichem CCM wvor-
beschichtet. b) Zellfreies Substrat, vorbeschichtet mit konditioniertem CCM. c) Interzellulire Fliche eines
requldren in-vitro- Experimentes mit Zellen. Ezrpositionsbedingungen in allen drei gezeigten Fdllen identisch:
50 #9/mL Eingabekonzentration, 1 h Expositionsdauer. Bildkontrast und Helligkeit wurden zur Verbesserung
der Sichtbarkeit nachtrdglich angepasst.

Abbildung zeigt repriasentative SE-REM-Aufnahmen, die den Einfluss der Vorbeschichtungen
auf die Flachendichten veranschaulichen. Gezeigt werden jeweils 200 nm Silika-Partikel nach ein-
stiindiger Exposition bei 50 #g/mL Eingabekonzentration. In Abbildung hat das zellfreie Sub-
strat iiber Nacht eine Vorbeschichtung mit reguldrem Zellkulturmedium erhalten. Beim zellfreien
Substrat aus Abbildung wurde das CCM durch in A549-Zellkulturen konditioniertes CCM
ausgetauscht. Zu Vergleichszwecken ist in Abbildung 5.4k ein interzellulérer Bereich eines analogen
in-vitro-Experimentes mit Zellen abgebildet. Bei Betrachtung der Aufnahmen stechen die auflerge-
wohnlich geringen Fliachendichten in den beiden zellfreien Experimenten ins Auge. Verglichen mit
dem interzelluléren Bereich in Abbildung [5.4k deponierte in Abbildung und b nur ein Bruch-
teil der Partikel auf die Oberfliche. Ein genauerer Vergleich der beiden zellfreien Substrate zeigt,
dass der Wechsel von gewohnlichem CCM (a) zu konditioniertem CCM (b) eine leichte Erh6hung
der Fldchendichte mit sich bringt.

Die beschriebenen Beobachtungen bei 200 nm grofien Partikeln treffen auch auf die anderen beiden
Partikelgrofien zu. In Abbildung[5.5sind in Analogie zu Abbildung[5.4]charakteristische Aufnahmen
von 100nm (a-c) und 500 nm Partikeln (d-f) aus zellfreien Versuchen bzw. zu Vergleichszwecken
von interzelluldren Bereichen gezeigt. Die Eingabekonzentrationen betrugen 7#g/mL (100 nm) und
109 #g/mL (500 nm), die Expositionsdauer wie zuvor 1h. Bei den kleineren Partikeln sind die Fl4-
chendichten so gering, dass visuell nur schwer ein Unterschied zwischen der CCM beschichteten
Probe (Abbildung [5.5h) und der Probe, die mit konditioniertem CCM vorbeschichtet wurde (Ab-
bildung ), feststellbar ist. Betrachtet man jedoch das Gesamtbild, so unterscheiden sich auch
hier die durchschnittlichen Flichendichten, wobei das mit konditioniertem CCM vorbeschichtete
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a) CCM b) konditioniertes CCM C) interzellular

Abbildung 5.5. Reprisentative SE-REM-Aufnahmen von 100 nm SiO9-NP (a-c) und 500 nm SiOy-SMP
(d-f) auf Substraten unterschiedlicher Vorbeschichtung nach 1h Ezxposition. (a,d) Zellfreies Substrat, im
Vorfeld der Deposition mit gewohnlichem CCM vorbeschichtet. (b,e) Zellfreies Substrat, vorbeschichtet mit
konditioniertem CCM. (c,f) Interzellulire Fliche eines reguliren in-vitro-Experimentes mit Zellen. Einga-
bekonzentration bei (a-c) Tr9/mr, bei (d-f) 109 #9/mr. Bildkontrast und Helligkeit wurden zur Verbesserung
der Sichtbarkeit nachtraglich angepasst.

Substrat den etwas hoheren Wert vorweisen kann. Die interzelluldr, d.h. in Anwesenheit von Zel-
len, gemessenen Flichendichten sind aber auch hier sichtbar hher, wie Abbildung[5.5c anschaulich
demonstriert.

Bei den grofiten Partikeln sind die Unterschiede wiederum deutlicher zu erkennen. Die geringste
Fléchendichte ist auf dem mit CCM vorbeschichteten Substrat zu finden (Abbildung [5.5d). Wird
konditioniertes CCM zur Vorbeschichtung verwendet, erhoht sich auch hier die deponierte Men-
ge Partikel merklich (Abbildung [5.5k). Die héchsten Partikeldichten werden bei Anwesenheit von
Zellen in interzelluléren Bereichen beobachtet (Abbildung [5.5f).

Abbildung fasst die gemessenen Fldchendichten der einstiindigen Experimente in einem Bal-
kendiagramm nach Partikelgroe sortiert zusammen. Neben den zellfreien Experimenten mit un-
terschiedlichen Vorbeschichtungen werden zum Vergleich auch die Ergebnisse der Standard-Expe-
rimente mit Zellen — sowohl interzelluldre als auch zellulire Werte — abgebildet. In allen Fiéllen
betrugen die Eingabekonzentrationen 7 #g/mL bei 100 nm Partikeln, 50 #&/mL bei 200 nm Partikel
und 109 #g/mL bei 500 nm Partikel. Die gezeigten Messwerte bestéitigen die bisherigen Beobachtun-
gen.

e Interzellulire Flichendichten (schwarz) fallen bei allen drei Partikelklassen deutlich grofier
aus als die in zellfreien Experimenten bestimmten Flidchendichten (griin und rot).

e Eine Vorbeschichtung zellfreier Substrate mit konditioniertem CCM (rot) fiihrt allgemein zu
einer Erhéhung der deponierten Dosis, verglichen mit einer Vorbeschichtung mit reguldrem
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Abbildung 5.6. Balkendiagramm der gemessenen Fldchendichten bei unterschiedlicher Vorbeschichtung
zellfreier Substrate sowie auf zelluldren und interzelluldren Flichen in Anwesenheit von Zellen. Expositi-
onszeit 1 h, Eingabekonzentrationen 7r9/mr (100 nm NP), 50 #9/mr (200 nm SMP) und 109 #9/mL (500 nm
SMP). Die Skalierung der Ordinate wurde wie in Abbildung gewdhlt, die die Ergebnisse fir 4 h Exposition
zeigt.

Medium (griin).

e Zelluldre Fliachendichten (blau) liegen meist auf &hnlichem Niveau wie unter zellfreien Be-
dingungen gemessene Werte (griin und rot).

Die geschilderten Ergebnisse lassen sich grofiteils auch auf die Resultate mit erhohter Expositions-
zeit iibertragen. Repréasentative Aufnahmen der vierstiindigen Versuche sind in Abbildung
im Anhang zu finden. Abbildung fasst die gemessenen Flichendichten in einem weiteren Bal-
kendiagramm nach Partikelgrofie sortiert zusammen. Es werden sowohl zellfreie Versuche mit un-
terschiedlichen Vorbeschichtungen als auch zelluldre und interzelluldre Ergebnisse verglichen. Die
Eingabekonzentrationen betrugen in fast allen Fillen wiederum 7 #g/mL bei 100nm NP, 50 #8/mL
bei 200nm SMP und 109 #¢/mL bei 500 nm SMP. Einzige Ausnahme bildet der Versuch mit Zel-
len und 100 nm Partikel, welcher versehentlich auch mit 50 #g/mL durchgefiihrt wurde. Aus diesem
Grund sind die zelluldren und interzelluliren Messwerte in diesem Fall nur eingeschrankt mit den
Resultaten der entsprechenden zellfreien Experimenten vergleichbar.

Betrachtet man zunéchst nur die 100 und 200 nm Partikel, so treffen prinzipiell die bei den ein-
stiindigen Versuchen gemachten Beobachtungen auch hier zu.

e Die interzelluldren Fldchendichten (schwarz) sind deutlich grofler als auf zellfreien Substraten
gemessene Werte (griin und rot). Bei 100 nm Partikeln gilt dies aber zunéichst nur unter der
Einschrankung, dass die Eingabekonzentration im Fall mit Zellen siebenfach hcher war als
im zellfreien Fall. Jedoch deuten mit dem DG-Modell durchgefiihrte Berechnungen an, dass
die beschriebenen Verhéltnisméfigkeiten auch dann zutreffen, wenn gleiche Eingabekonzen-
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Abbildung 5.7. Balkendiagramm der gemessenen Fldchendichten bei unterschiedlicher Vorbeschichtung
zellfreier Substrate sowie auf zelluldren und interzelluldren Flichen in Anwesenheit von Zellen. Ezpositi-
onszeit 4 h, Eingabekonzentrationen 7r9/mr (100 nm NP), 50 #9/mr (200 nm SMP) und 109 #9/mL (500 nm
SMP), mit Ausnahme der Ezpositionen mit 100 nm Partikeln mit Zellen (50 #9/mL).

trationen verwendet werden.

e Die Flichendichten auf Substraten, die mit konditioniertem CCM vorbeschichtet wurden
(rot), sind grofler als die Flachendichten auf mit reguléirem CCM vorbeschichteten Substraten

(griin).

Der dritte Punkt, dass zelluldre und zellfreie Messwerte auf dhnlichem Niveau liegen, lésst sich
ohne weiteres nicht auf die vierstiindigen Ergebnisse iibertragen, da die Messwerte allein fiir sich
betrachtet auf den Zellen (blau) deutlich groBer sind als auf zellfreien Substraten (griin und rot).
Wie sich aber in Kapitel beim Vergleich mit Simulationen zeigen wird, sind in diesem Fall die
zelluldren Flachendichten — moglicherweise aufgrund eines Priaparationsfehlers — unverhéltnisméfig
grol im Vergleich zu den Fliachendichten, die gem&fl den Berechnungen zu erwarten wéren. Ein
starkes Indiz dafiir sind auch die sehr groBen Fehler der zelluliren Messungen (vgl. Abbildung|5.7).
Insofern kann man davon ausgehen, dass unter fehlerfreien Bedingungen bei den vierstiindigen
Versuchen mit 100 und 200nm Partikeln tendenziell auch in etwa die Gleiche Menge Partikel
zelluldr zu finden sein sollte wie auf zellfreien Substraten.

Die Resultate mit 500 nm Partikeln nach 4h Exposition weichen von den iibrigen Ergebnissen
teilweise ab (vgl. Abbildung [5.7).

e Die interzellular gemessene Flichendichte (schwarz) ist ebenfalls grofler als die auf zellfreien
Substraten gemessenen Flichendichten (griin und rot).

e Trotz unterschiedlicher Vorbeschichtung stimmen die gemessenen Flichendichten auf beiden
zellfreien Substraten jedoch iiberein (griin und rot). Ursachen hierfiir werden im n#chsten
Abschnitt diskutiert.
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e Die zellulidr gemessene Flichendichte (blau) ist etwas kleiner als die auf zellfreien Substraten
gemessenen Flichendichten (griin und rot). Aufgrund der recht grofien Messunsicherheit der
zelluldren Messung lésst sich jedoch auch in diesem Fall davon ausgehen, dass im Rahmen
der Fehler die Flichendichten auf gleichem Niveau liegen.

Der Grof3teil der beschriebenen Ergebnisse lédsst den Schluss zu, dass Zellen einen auflerordentlichen
Einfluss auf die Adh#sion von Partikeln und damit die Deposition haben.

5.2.3 Diskussion

Die quantitative Auswertung von in-vitro-Depositionsexperimenten mit Silika-Partikeln und A549-
Zellen forderte tiberraschende Unterschiede der deponierten Dosis zu Tage, je nach betrachteter
Oberflidche. Vor allen Dingen wurden unabhéngig von Partikelgrofle, Eingabekonzentration und
Expositionsdauer weniger Partikel auf den Zellen gezéhlt als in interzellularen Bereichen abseits
der Zellen. Auch in zellfreien Versuchen mit ITO-Substraten unterschiedlicher Vorbeschichtung
zeigte sich im Allgemeinen eine deutlich schwichere Deposition als im interzelluldren Fall. Dabei
fiel insbesondere die Erh6hung der deponierten Dosis durch den Einsatz von konditioniertem CCM
statt des reguliren CCM zur Vorbeschichtung der Substrate auf.

Abbildung 5.8. Schematische Darstellung des Adsorptionsmechanismus mittels Dockingplitzen. (a) Par-
tikel mit Proteinkorona (hellblau) binden auf Zellen nur an bestimmte Rezeptoren, bzw. auf dem Substrat
nur in Liicken der Proteinbeschichtung des Substrates. (b) Eine nahezu unversehrte Proteinbeschichtung im
zellfreien Fall bietet fast keine Dockingpldtze fiir Partikel und resultiert in einer deutlich geringeren Partikel-
Flachendichte.

Es wurden umfangreiche Uberlegungen angestellt, um die beobachteten Diskrepanzen zwischen
zelluldren und interzelluldren Dosen (vgl. Abbildung|5.3) zu erkldren. Aus mehreren Griinden, die
im Folgenden noch néher erldutert werden, erscheint die folgende hypothetische Interpretation als
die am besten Nachvollziehbare, bedarf jedoch weiterer experimenteller Validierung.

Die Silika-Partikel binden nur an sogenannte ,, Dockingplitze“, was in Abbildung schematisch
illustriert wird. Auf den Zellen handelt es sich dabei um auf der Zellmembran befindliche Rezepto-
ren, die an bestimmte Proteine binden kénnen. Trifft ein Partikel mit solch einem in seiner Korona
enthaltenen Protein auf einen passenden Rezeptor, so wird es fest gebunden . Die
Wahrscheinlichkeit fiir einen solches Aufeinandertreffen kann als recht grofl angenommen werden,
da die hohen Diffusionskonstanten der verwendeten Silika-Partikel von ca. 1 -5 #m?/s fiir eine starke
Brownsche Bewegung der Partikel sprechen, sodass es im Rahmen der zur Verfiigung stehenden
Zeit (1-4h) zu sehr vielen Kontakten zwischen Partikel und Zellen kommt. Im Fall des Substrates
wird angenommen, dass es sich bei den Dockingplatzen um Defekte der Proteinbeschichtung des
Substrates handelt (s. Abbildung[5.8h). Wie die Partikel erhilt auch die Oberfléiche des Substrats
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bei Kontakt mit proteinhaltigem Zellkulturmedium eine Beschichtung mit Proteinen. Da also Par-
tikel und Substrat dem gleichen Proteinmix ausgesetzt sind und nach Lesniak et al. [135] Proteine
untereinander nahezu keine Wechselwirkung zeigen, konnen die Partikel nur in Liicken der Prote-
inbeschichtung des Substrates fest an dessen Oberfliiche binden. Uber die Ursache der Entstehung
dieser Defekte kann an dieser Stelle nur spekuliert werden. Sicher ist jedoch, dass die Zellen einen
essentiellen Beitrag leisten, da zellfreie Versuche eine deutlich verringerte Deposition zeigten, es
also in Abwesenheit von Zellen deutlich weniger Dockingpléitze fiir die Partikel auf dem Substrat
geben muss (vgl. Abbildung [5.8p).

Bei der Bindung an Dockingplitze, seien es Rezeptoren oder Liicken in der Proteinbeschichtung,
muss es sich um eine sehr starke Bindung handeln, denn die mechanischen Krifte auf die Partikel
beim Absaugen der Partikelsuspension vor der Fixierung sind als enorm einzustufen. Sédmtliche
ggf. nur leicht gebundenen Partikel werden dabei entfernt. Ob auch stark gebundene Partikel
verloren gehen ist experimentell kaum tiberpriifbar. Ein Testversuch mit direkter Fixierung vor
dem Absaugen der Suspension hat zumindest keine merklichen Unterschiede zur reguléren Proze-
dur aufgezeigt. Bei der direkten Fixierung wird das Fixiermittel hoher konzentriert direkt in die
Partikelsuspension hinzugegeben, jedoch besteht dabei die Gefahr von Artefakten durch die Wech-
selwirkung mit der Partikelsuspension, weshalb dieses Verfahren nicht die erste Wahl ist. Durch
die Fixierung mit Paraformaldehyd werden Molekiile, wie Proteine, chemisch vernetzt, was deren
Festigkeit und Stabilitdt erhoht, sodass auch bei den darauf folgenden Priparationsschritten keine
weiteren Verluste zu erwarten sind. In einem zweiten Test wurden Proben doppelt prozessiert, d.h.
alle Praparationsschritte wurden nach einer ersten Quantifizierung erneut durchgefiihrt und eine
zweite Quantifizierung unternommen. Dieser Test ergab keine nennenswerten Unterschiede nach
der zweiten Prozessierung im Vergleich zur ersten, sodass davon ausgegangen wird, dass ein Abwa-
schen nicht der Grund fiir die Diskrepanzen zwischen zelluldren und interzelluldren Flachendichten
ist.

Die oft zitierte elektrostatische AbstofSung zwischen negativ geladenen Partikeln (negatives (-Po-
tential) und der negativ geladenen Zellmembran [136,/137] kann auch nicht als Ursache fir die ge-
ringere Partikeldeposition auf den Zellen angefiihrt werden. Aufgrund der Debye-Lénge in DMEM
von lediglich ca. 1nm sind die Ladungen von Membran und Partikel so stark abgeschirmt, dass
— in Anbetracht der Grofle der Partikel und deren hohen Diffusionskonstanten — die Coulomb-
Kraft den Kontakt zwischen Partikeln und Zelle nicht unterbinden kann. Jedoch ist sie mitun-
ter ein Grund, warum die Partikel, wenn sie auf keinen passenden Rezeptor treffen, wieder leicht
weg diffundieren koénnen. Bei negativ geladenen Teilchen wurde deshalb im Allgemeinen nur eine
sehr schwache Adsorption an die Zelloberfliche und damit nur eine sehr geringe Partikelaufnahme
beobachtet |4}, 138]. Partikel mit positivem Zeta-Potential tendieren dagegen stérker dazu auf der
negativ geladenen Membran, unabhéngig von Rezeptoren, liegen zu bleiben [137}/138].

Aus der Bindung an spezifische Rezeptoren folgt, dass die Partikel via Endozytose aufgenommen
werden konnen [139]. Aus diesem Grund wire die Inkorporation von Partikeln ein méglicher Grund
fiir die Unterschiede zwischen zelluldren und interzelluldren Partikel-Flachendichten. Zur Untersu-
chung der Konzentration inkorporierter Partikel wurden FIB/REM-Tomografien mehrerer Zellen
sowie STEM-Untersuchungen von Zelldiinnschnitten durchgefiihrt, welche jedoch nur eine gerin-
ge Inkorporation von Partikeln zeigten, die nicht ausreicht, um besagte Diskrepanzen erkliaren zu

konnen (s. Kapitel [5.5)).

Schlussendlich sind die voneinander abweichenden Flidchendichten wahrscheinlich unterschiedlichen
Dichten von verfiigbaren Rezeptoren auf Zellen und Defekten der Substratbeschichtung zuzuschrei-
ben. Diese Interpretation ist nur schwer {iberpriifbar, jedoch konnten in zellfreien Versuchen aus-
sagekriiftige Indizien gewonnen werden, die dafiir sprechen. Zum einen fiihrte, wie weiter oben
erwihnt, das Weglassen von Zellen — bei ansonsten identischer Préparation kommt dies einer Vor-
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beschichtung des Substrates mit FBS gleich — zu einer stark reduzierten Deposition von Partikeln,
ungeachtet ihrer Gréfie (vgl. Abbildung [5.6). Dies deutet auf eine intakte Proteinbeschichtung
dieser Substrate hin und identifiziert die Zellen selbst als Ursache der Entstehung von Defekten
der Substratbeschichtung und der damit verbundenen erhéhten interzelluliren Deposition. Zum
anderen fithrt die Vorbeschichtung mit konditioniertem Zellkulturmedium in zellfreien in-vitro-
Versuchen zu einer leicht stirkeren Adsorption der Nanopartikel als im Fall mit reguldren Medium
(vgl. Abbildung [5.6). Das aus A549-Zellkulturen stammende konditionierte Medium enthélt zahl-
reiche zusétzliche Substanzen, wie zelleigene Proteine, die wihrend der Kultivierung von Zellen ins
Medium abgegeben werden. Dies fithrt unweigerlich zu einer verédnderten Proteinbeschichtung der
zellfreien Substrate, was — aus nicht genauer bekannten Griinden — in einer leichten Zunahme von
Defekten resultiert.

Vereinzelt wurde der Einfluss von Zellen auf den Transportprozess und die Aufnahme von Parti-
keln in einer anderen Form bereits beobachtet. Lesniak et al. [59] lieferten erste Hinweise darauf.
In ihrer Studie berichten sie, dass sich unter serumfreien Bedingungen in Anwesenheit von A549-
Zellen auf Silika-NP eine Korona bildet, die sich deutlich von der durch Serumproteine geform-
ten Korona unterscheidet. Diese Konditionierung von Partikeln wurde von Albanese et al. [140]
anhand von Gold-Nanopartikeln zwischen 15 und 90 nm eingehender untersucht. Sie stellten in
Folge der Modifizierung eine verdnderte Proteinkorona, ein verstidrktes Agglomerationsverhalten,
stiarkere Adhésion an Zellmembranen und stirkere Partikelaufnahme fest.

Eine der wenigen Studien, die einen zelluldren Einfluss auf die Partikeldeposition in in-vitro-Ver-
suchen nachweisen konnte, kommt von Halamoda-Kenzaoui et al. [5], die ebenfalls in-vitro-Ex-
perimente mit fluoreszenzmarkierten Silika-NP (30 und 80nm) und A549-Zellen mit zellfreien
Versuchen vergleichen. Mittels Bestimmung des gesamten Fluoreszenzsignals auf den Oberflichen
und im Zellkulturiiberstand wird ein qualitativer Verlauf der Partikeldeposition gemessen. Es wird
berichtet, dass unter serumfreien Bedingungen auf die zellfreie Oberfliche nur ein Bruchteil dessen
deponiert wird, was auf einer Monolage Zellen zu finden ist. Dieses Ergebnis wird durch eigene
serumfreie Versuche in dieser Arbeit bestétigt (s. Abschnitt . Interessanter ist jedoch, dass
im Fall mit Serum sowohl auf der Zellmonolage als auch auf der leeren Kunststoffoberfliche der
wells nur ein geringer Prozentsatz der eingegebenen Partikel zu finden ist. Leider werden die Daten
hierzu nicht gezeigt, doch lisst sich aufgrund der getroffenen Aussagen annehmen, dass in beiden
Fallen ungefahr die gleiche geringe deponierte Dosis gemessen wurde. Das deckt sich ebenfalls
erstaunlich gut mit den in dieser Arbeit beobachteten Resultaten auf Zellen und auf zellfreien
Substraten nach einstiindiger Exposition (vgl. Abbildung . In dieser Arbeit ist es jedoch durch
den Einsatz von REM erstmals moglich, eine Quantifizierung der kleinen effektiven Dosen durch-
zufithren. Die zelluldr gemessenen Flidchendichten (orange in Abbildung sind ungefihr genauso
gro} wie die Flidchendichten auf zellfreien, mit regulirem CCM vorbeschichteten Substraten (rot
in Abbildung[5.6). Die analogen 4 h Messungen weichen davon zwar ab, doch weisen die zelluldren
Flachendichten auch extrem groffe Messunsicherheiten auf.

Es sei ferner noch erwihnt, dass die gleiche Gruppe [6] kurze Zeit spéter auch bei Gold-Nanopar-
tikeln verschiedener Grofien den gleichen zelluldren Einfluss auf die deponierte Dosis beobachten
konnte, jedoch diesmal bei zugesetztem Serum. Hier zeigt sich, wie unterschiedlich die Wechselwir-
kungen in biologischen Systemen sein konnen.

Basierend auf den erzielten Ergebnissen kann der REM eine sehr gute Eignung zur Bestimmung der
effektiven Dosis ausgesprochen werden. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit und guten Auflésung
konnten sehr kleine Dosen bis zu wenigen Partikeln pro 100 um? erfolgreich quantifiziert werden.
Auf Substraten sind SiOq-Partikel grundsétzlich gut mit SE zu detektieren und mit Hilfe einer
an den Substrathalter angelegten Bremsspannung konnen auch auf Zelloberflichen 100 nm kleine
SiO2-NP mit BSE ausreichend gut sichtbar gemacht werden. Ob dies auch bei noch kleineren Na-
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nopartikeln der Fall ist, bleibt abzukléren. Materialien mit gréflerer mittlerer Ordnungszahl sollten
dabei aufgrund des hoheren Riickstreukoeffizienten kein Problem darstellen. Die Abbildung leich-
terer Materialien (wie beispielsweise Kohlenstoff Nanorshrchen) wird dagegen ungleich schwieriger
sein, da deren mittlere Ordnungszahlen der mittleren Ordnungszahl des Zellmaterials zu &hnlich
sein werden. In solchen Féllen konnte nur der Topografiekontrast eine Abbildung ermdoglichen, was
jedoch bei grobstrukturierten Oberflichen, wie denen der A549-Zellen, schwierig sein wird.

Aus den durchgefiihrten Experimenten ergibt sich aber eine wichtige Voraussetzung fiir eine erfolg-
reiche Quantifizierung der effektiven Dosis mittels REM. Um die Z&hlbarkeit zu wahren, diirfen
die Dosen nicht zu grofl sein. Andererseits sollten die deponierten Dosen auch nicht zu klein sein,
da sich die statistische Unsicherheit der Versuche erhcht. Geht man bei der Sedimentation und
Diffusion von Partikeln von poissonverteilten Zufallsexperimenten aus, ldsst sich die zu erwartende
Streuung durch den Variationskoeffizienten abschéitzen. Sie bewegt sich in den gezeigten Experi-
menten in Grofenordnungen zwischen 34 % im ungiinstigsten Fall (850 gezihlte Partikel in 100
Bildern) und 3,5% im besten Fall (40000 gezéhlte Partikel in 50 Bildern). Eine zu kleine Dosis
fithrt also unweigerlich zu statistisch ungenaueren Messungen.

Die gemessenen Standardabweichungen, die in den Abbildungen und umgerechnet in
Fldchendichten gezeigt werden, liegen sogar teilweise deutlich iiber der theoretischen Standardab-
weichung nach Poisson. Einerseits passt dies zu der auf Zellen beobachteten, teilweise extremen
Inhomogenitit der Partikelverteilung, widerspricht andererseits aber dem Eindruck, dass auf den
Substraten die Partikel recht homogen verteilt sind. Zwar kénnte eine Erhohung der Anzahl quan-
tifizierter Bilder den Fehler weiter reduzieren, jedoch wird der Effekt bei einem bereits jetzt vor-
handenen Stichprobenumfang von 50 bis 100 Bildern marginal sein. Wenn es die augenscheinliche
Homogenitét erlaubt, kann die Anzahl zu quantifizierender Bilder sogar deutlich reduziert werden,
ohne eine nennenswerte Verschlechterung des Fehlers in Kauf nehmen zu miissen, wodurch deutlich
Zeit gespart werden kann. Es lédsst sich also schlussfolgern, dass der Partikeltransport in-vitro nur
grob einer Poisson-Verteilung folgt.

5.3 Simulation des Partikeltransportes in-vitro

5.3.1 Vergleich von berechneten und gemessenen effektiven Dosen

Die beobachteten Messergebnisse wurden mit Simulationen verglichen, um deren prinzipielle Eig-
nung zur Modellierung der Deposition zu iiberpriifen. Sowohl ISDD als auch das DG-Modell kamen
dabei zum Finsatz, wobei schnell klar wurde, dass im Fall von sticky Randbedingungen kein signi-
fikanter Unterschied zwischen beiden Programmen besteht.

Abbildungzeigt den Vergleich von einigen simulierten Fldchendichten zwischen 0,2 und 3,5 1/um?,
welche mit beiden Programm unter identischen Bedingungen durchgefiihrt wurden (vgl. Tabelle
in Kapitel [4.5.2| und [A.3.1] im Anhang). Werden beim DG-Modell sticky Randbedingungen mit
Kp = 1079 mol/[, verwendet, so zeigt sich eine sehr gute Ubereinstimmung mit ISDD (volle Symbo-
le). Kp-Werte in der GréBenordnung von 1078 bis 1079 mol/1, sind charakteristisch fiir Bindungen
hoher Affinitét, was typisch ist fiir spezifische Protein-Wechselwirkungen [§]. Werden beim DG-
Modell dagegen non-sticky Randbedingungen benutzt, werden klare Unterschiede zu ISDD deutlich
(leere Symbole), da mit ISDD non-sticky Bedingungen nicht modelliert werden konnen. Bei 100 nm
und 200 nm groflen Partikeln sind die unter non-sticky Bedingungen berechneten Flachendichten
wesentlich kleiner als unter sticky Randbedingungen. 500 nm SMP dagegen weisen eine schwiicher
ausgeprigte Abhingigkeit von den Randbedingungen auf. Aufgrund der minimalen Unterschiede
zwischen ISDD und DG-Modell unter sticky Bedingungen werden im Folgenden die Messergebnisse
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Abbildung 5.9. Gegeniiberstellung von verschiedenen Simulationsergebnissen mit DG-Modell und ISDD.
Die diagonale Linie kennzeichnet eine Ubereinstimmung beider Programme. Beim DG-Modell wird zwischen
Simulationen unter sticky Randbedingungen (volle Symbole) und non-sticky Randbedingungen (leere Symbole)
differenziert.
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Abbildung 5.10. Vergleich von interzellulir gemessenen Flichendichten mit unter sticky Randbedingungen
simulierten Fldchendichten. Gegenstand sind Depositionsexperimente mit 100 nm, 200 nm und 500 nm SiOs-
Partikel bei verschiedenen Eingabekonzentrationen (s. Legende) und 1h bzw. 4 h Expositionsdauer. Man
beachte die Unterbrechung der z-Achse zwischen 4,1 und 101/um?. Die diagonale Linie kennzeichnet eine
Ubereinstimmung gemessener und berechneter Werte.
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lediglich mit dem DG-Modell verglichen.

Wie in Abschnitt gezeigt wurde, weisen interzelluldr gemessene Fléchendichten allgemein ho-
he Werte auf, weshalb hier zum Vergleich Simulationen mit sticky Randbedingungen herangezogen
werden. Das Ergebnis ist in Abbildung [5.10] zu sehen. Betrachtet man lediglich die Messunge-
nauigkeiten (y-Fehler), so kann in deren Rahmen streng genommen nur in zwei Fillen von einer
Ubereinstimmung von gemessenen und berechneten Flichendichten gesprochen werden. Es gibt
jedoch zwei wichtige Fehlerquellen, die dabei unberiicksichtigt bleiben.

e Es besteht die Gefahr, dass bei der Préparation der Suspensionen (vgl. Kapitel das
nur einmalige Durchmischen der Standard-Suspensionen fiir 10 Sek. nicht ausreicht, um eine
homogene Verteilung der Partikel zu erreichen. Bei der Entnahme fiir die weitere Verdiinnung
kann es folglich sein, dass fiir die gewiinschte Endkonzentration zu viele oder zu wenige Par-
tikel entnommen werden. Und auch bei der anschlieenden Verdiinnung wird nur zweimal fiir
10 Sek. durchgemischt, was nicht zwingend geniigt, um die entnommenen Partikel homogen
im deutlich gréferen Volumen zu verteilen, sodass es zu globalen Konzentrationsunterschie-
den bei der Exposition von Zellen mit Partikeln kommen kann. Folglich wurde der potentielle
Fehler der Eingabekonzentrationen mit 10 % abgeschitzt.

e Die hydrodynamischen Durchmesser der Partikel werden mittels DLS-Messungen bestimmt,
jedoch ist diese Technik héchst umstritten, insbesondere beziiglich ihrer Messgenauigkeit. Die
potentielle Ungenauigkeit des hydrodynamischen Durchmessers wurde durch Differenzbil-
dung eines Messwertes zum theoretisch zu erwartenden Wert abgeschéitzt (s. Abschnitt [5.1]).

e Eine dritte mogliche Unsicherheit stellt die Materialdichte dar, doch haben Simulationen mit
leicht unterschiedlichen Dichten gezeigt, dass die Auswirkungen verhéltnisméflig gering sind,
sodass sie nicht weiter beriicksichtigt wird.

Um die Auswirkungen der einzelnen Unsicherheiten auf die Flichendichten zu bestimmen, wurden
zusétzliche Simulationen durchgefiihrt, in denen je ein Parameter um die ihm zugrundeliegende
Unsicherheit variiert wurde. Der Differenzbetrag zum urspriinglich berechneten Wert wird als der
resultierende Fehler der berechneten Flidchendichte angenommen. Schliefllich wird aus den Einzel-
fehlern der quadratische Mittelwert berechnet, welcher in Abbildung [5.10] wie auch in den noch
folgenden Abbildungen und als x-Fehler eines jeden Messwertes eingezeichnet ist. Es sei
ferner erwihnt, dass der Fehler asymmetrisch ist.

Beriicksichtigt man neben den Messungenauigkeiten auch die abgeschétzten Unsicherheiten der
Simulationen, so kann in Abbildung [5.10| in deren Rahmen sogar in fiinf der gezeigten Fille von
einer Ubereinstimmung von gemessenen und berechneten Flichendichten gesprochen werden, zwei
weitere Messpunkte liegen sehr nah dran. Auffillig ist lediglich ein Ausreifler (100 nm, 4 h, schwar-
zes, volles Dreieck), auf den im néchsten Abschnitt noch néher eingegangen wird.

Der Vollstéandigkeit halber wurden die interzelluldren Flachendichten noch mit non-sticky Simula-
tionen verglichen (vgl. Abbildung m im Anhang). Hierbei zeigte sich in der Tat eine schlechte
Ubereinstimmung mit den Messwerten, da das DG Modell mit non-sticky Randbedingungen die
deponierte Menge Partikel deutlich unterschétzt.

In Abbildung werden die zelluldren Messungen mit non-sticky Simulationen verglichen, da
sie eine stark reduzierte Deposition zeigten (vgl. Abbildung [5.6). Im Fall der einstiindigen Expo-
sitionen (kreisrunde Symbole) zeigt sich im Rahmen der Messungenauigkeiten eine gute Uberein-
stimmung von Messungen und Simulationen. Dagegen weisen die Werte der 100 nm und 200 nm
Partikel nach 4h Expositionsdauer deutliche Abweichungen auf, weshalb hier nur aufgrund der
immensen statistischen Fehler eine akzeptable Ubereinstimmung konstatiert werden kann. Ursache
hierfiir sind moglicherweise globale Konzentrationsunterschiede in der Partikelsuspension aufgrund



74 KAPITEL 5. IN-VITRO-SEDIMENTATION

non-sticky Randbedingungen
Zelluldre Messungen

2.5 4 ® 100nm, 1h, 7 pug/ml
~ 1 A 100nm, 4h, 50 ug/ml
& @® 200nm, 1h, 50 pg/ml
é‘ ] A 200nm, 4h, 50 pg/ml
- 204 500nm, 1h, 109 pg/ml
Q 1 500nm, 4h, 50 pg/ml
-E) 500nm, 4h, 109 pg/ml
2 154 A
(O] J
<
(S}
©
u -

—A—

o 1.0+
C
)]
17}
(%]
) ]
£ 0.5+ e
] J
O

00— T T T

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Simulierte Flachendichte / 1/um?2

Abbildung 5.11. Vergleich von zelluldr gemessenen Flichendichten mit unter non-sticky Randbedingun-
gen simulierten Flichendichten. Gegenstand sind Depositionsexperimente mit 100 nm, 200 nm und 500 nm
SiOs-Partikel bei verschiedenen Fingabekonzentrationen (s. Legende) und 1 h bzw. 4 h Ezpositionsdauer. Die
diagonale Linie kennzeichnet die theoretische Ubereinstimmung beider Werte.

ungeniigender Durchmischung derselbigen, weshalb es auf der Probe zu starken Inhomogenitéiten
der Flichendichten kommt. Dies duflert sich folglich auch in den sehr grofien Messfehlern. Bei 500
SMP stimmen berechnete und simulierte Fldchendichte nach 4h wiederum recht gut iiberein.

Im Gegensatz dazu zeigen Simulationen mit sticky Randbedingungen eine merklich schlechtere
Ubereinstimmung, wie in Abbildung im Anhang zu erkennen ist. Die tatsichlich deponierte
Dosis wird hier deutlich iiberschétzt.

Fldchendichten der zellfreien Experimente liegen auf dhnlichem Niveau wie die zellularen Mes-
sungen (vgl. Abbildungen und , weshalb diese Messwerte in Abbildung ebenfalls mit
non-sticky Simulationen verglichen werden. Hierbei wird zwischen Proben, die mit regulirem CCM
vorbeschichtet wurden (rote Symbole), und Substraten mit einer Vorbeschichtung durch konditio-
niertes CCM (violette Symbole) unterschieden.

Betrachtet man lediglich die Versuche mit gewshnlichem CCM als Vorbeschichtung (rote Symbole
in Abbildung zeigt sich allgemein eine akzeptable Ubereinstimmung mit den non-sticky Si-
mulationen. Vier von sechs Messpunkten liegen im Rahmen ihrer Fehler auf der Diagonalen, die
eine Ubereinstimmung von gemessenen und berechneten Werten anzeigt. Eine Ausnahme bilden
hier die Flichendichten von 500 nm Partikeln (rote dreieckige Symbole), wobei im Fall der Messung
nach 4 h Exposition (leeres rotes dreieckiges Symbole) im Rahmen der Unsicherheiten zumindest
noch von einer akzeptablen Ubereinstimmung gesprochen werden kann. Nach 1 h Exposition (volles
rotes dreieckiges Symbol) liegt jedoch eine deutliche Abweichung von der berechneten Fléchendich-
te vor.

Betrachtet man die Experimente mit Vorbeschichtungen durch konditioniertes Zellkulturmedium
(violette Symbole in Abbildung , so fillt auf, dass die Ubereinstimmung bei den 100 und
200 nm Partikel deutlich schlechter ausfillt, da die gemessenen Fliachendichten grofler sind. 500 nm
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Abbildung 5.12. Vergleich von bei zellfreien Depositionsexperimenten gemessenen Fldchendichten mit un-
ter non-sticky Randbedingungen simulierten Flichendichten. Gegenstand sind Versuche mit 100 nm (quadra-
tische Symbole), 200 nm (kreisrunde Symbole) und 500 nm (dreieckige Symbole) SiOz-Partikel bei verschie-
denen Eingabekonzentrationen und 1 h (geschlossene Symbole) bzw. 4 h (leere Symbole) Expositionsdauer.
Ezperimente mit CCM-Vorbeschichtung des Substrats sind rot dargestellt, Versuche mit konditioniertem
CCM als Vorbeschichtung violett. Die diagonale Linie kennzeichnet eine Ubereinstimmung gemessener und
berechneter Werte.

Partikel bilden wiederum eine Ausnahme. Nach einstiindiger Exposition (volles violettes dreieckiges
Symbol) ist die Ubereinstimmung zwischen berechneten und experimentellen Werten besser als bei
der Vorbeschichtung mit reguléirem CCM. Nach vierstiindiger Exposition (leeres violettes dreiecki-
ges Symbol) ist die gemessene Flidchendichte nahezu identisch zum Fall mit der Vorbeschichtung
mit regulirem CCM, entsprechend liegt auch hier eine akzeptable Ubereinstimmung vor. Zwei
weitere Messpunkte von 500nm Partikeln mit reduzierter Eingabekonzentration (50 #g/mL statt
109 #g/mL, leere violette dreieckige Symbole mit Pluszeichen und Kreuz) zeigen sogar eine gute
Ubereinstimmung, jedoch liegen hierfiir keine Vergleichswerte in Form von Messungen auf Proben,
die mit regulirem CCM vorbeschichtet wurden, vor.

Zum Vergleich wurden auch in diesem Fall zusétzliche Simulationen mit sticky Randbedingungen
durchgefiihrt, welche jedoch wiederum die deponierte Dosis iiberschéitzen und so eine sehr schlechte
Ubereinstimmung mit den gemessenen Flichendichten liefern (vgl. Abbildung im Anhang).

5.3.2 Diskussion

Bei erstmaliger Einfithrung des DG Modells wurde lediglich die Depositionskinetik, festgelegt durch
Sedimentation und Diffusion, experimentell validiert [§]. Hierzu wurden berechnete Konzentrati-
onsverldufe mit eingefrorenen Querschnitten von Partikelsuspensionen verglichen. Die Validitét
der implementierten variablen Randbedingungen, d.h. der stickiness, in Form einer Langmuir-
schen Gleichgewichtskonstante Kp, als geeigneter Parameter zur Beschreibung unterschiedlicher
Bindungsstéirken von Partikeln an Oberflichen muss jedoch erst noch bestétigt werden. Beispiels-
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weise haben Wiemann et al. [141] in ihrer Studie zu in-vitro Effekten von Silika Nanopartikeln
auf Makrophagen sowohl ISDD als auch das DG Modell verwendet, um die effektive Dosis, die auf
die Zellen gelangt, abzuschétzen. Jedoch beklagten sie das Fehlen einer geeigneten Methode zur
quantitativen Messung der deponierten Menge Partikel, weshalb nicht festgestellt werden konnte,
welches Modell oder welche Randbedingungen die Experimente am besten beschreiben. Die Ergeb-
nisse dieser Arbeit zeigen aber, dass REM hierfiir sehr gut geeignet ist (s. Kapitel. Aus diesem
Grund wurden die experimentell bestimmten Fldchendichten mit mittels ISDD und DG Modell
berechneten Flachendichten verglichen.

Der in Kapitel postulierte Bindungsmechanismus von Partikeln tiber Dockingpléitze sowie der
festgestellte zelluldre Einfluss auf die Anzahl dieser zur Verfiigung stehenden Dockingpldtze haben
spiirbare Auswirkungen auf den Versuch, die Partikeldeposition zu simulieren. Das weit verbreite-
te Modell ISDD [7] sté8t dabei an seine Grenzen, denn es berechnet die deponierte Partikeldich-
te vollig unabhingig von deren biologischem Kontext. Darunter fallen die Vernachléssigung von
Partikel-Partikel- und Partikel-Zell-Wechselwirkungen, insbesondere Effekte durch die Proteinko-
rona. Dariiber hinaus wird eine mdogliche Riickdiffusion vom Boden in die Suspension ausgeschlos-
sen. Hierdurch werden sdmtliche Partikel, die den Boden erreichen, aus der weiteren Berechnung
entfernt. Dies erzeugt einen zuséitzlichen Konzentrationsgradienten, der die Diffusion zum Boden
verstiarkt. Abbildung demonstriert auf anschauliche Weise den moglichen Fehler von ISDD,
wenn die adh#siven Eigenschaften eines Systems, in dem Partikeln nur schlecht an der Oberfli-
che des Bodens/der Zellen adsorbieren, nicht beriicksichtigt werden. Lediglich bei den sehr grofien
500nm Partikeln sind die Unterschiede zwischen non-sticky Berechnungen im DG Modell und
ISDD weniger stark ausgeprégt, da Diffusion mit zunehmender Partikelgrofle weniger ins Gewicht
fallt.

Der entwicklungstechnische Fortschritt des DG Modells [8] liegt also in der groben Implemen-
tierung dieser Effekte durch die Einfithrung der stickiness in Form der Langmuirschen Gleichge-
wichtskonstante. Jedoch wird diese als allgemeine Adsorptionseigenschaft des betrachteten Systems
bestehend aus Oberfliche und Partikel betrachtet, d.h. die gesamte Oberfliche wird als stark oder
schwach adsorbierend betrachtet (je nach gewihlter stickiness). Dies ist aber nicht konsistent mit
den in dieser Arbeit beobachteten Ergebnissen und der darauf aufbauenden Hypothese der Ad-
sorption an individuelle Dockingplitze. Ein Indiz dafiir liefert der Ausreifier in Abbildung
(schwarzes volles dreieckiges Symbol). Hier wurde eine vergleichsweise hohe Flichendichte vom
DG Modell vorhergesagt, wihrend die tatsidchlich gemessene Fléchendichte viel kleiner ausfiel. Das
Problem liegt darin, dass sdmtliche Partikel, die sich am Ende der Exposition im untersten Seg-
ment befinden (vgl. Kapitel , als deponiert angenommen werden, und sich aus diesen die
zu erwartende Flichendichte berechnet. Die angenommene hohe Adsorptionsstérke der Oberfliche
(Kp = 1079 mol/z) in Kombination mit der hohen Konzentration von 50 #g/mL in diesem Versuch
fithrt dazu, dass in der Simulation sehr viele Partikel im untersten Segment verbleiben und nicht
zuriick diffundieren kénnen, sodass das DG Modell die deponierte Partikelmenge drastisch iiber-
schétzt. Dies spricht dafiir, dass tatsdchlich nur eine beschrinkte Anzahl Dockingplatze verfiigbar
sein muss.

Dennoch beschreiben sowohl sticky als auch non-sticky Randbedingungen die gemessene Depo-
sition auf die unterschiedlichen Oberflichen ansonsten iiberraschend gut, insbesondere wenn die
Standardabweichungen der gemessenen Fléchendichten und die abgeschétzten Unsicherheiten der
berechneten Flichendichten in die Bewertung einbezogen werden (vgl. Abbildungen [5.10H5.12)). In-
sofern kann der stickiness des DG Modells eine gewisse Validierung durch die hier durchgefiihrten
REM Versuche zugesprochen werden. Kp bleibt jedoch eine eher schwammige Gréfle, da eine ex-
perimentelle Bestimmung derzeit nicht moglich ist und ihre Festlegung daher auf Schétzungen und
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Annahmen beruht. In Verbindung mit der zuvor aufgestellten Dockingplétze-Hypothese miisste die
stickiness auch uminterpretiert werden, nimlich als eine Art Maf} fiir die zur Verfiigung stehenden
Dockingplétze.

In Anbetracht der grundsétzlichen Einfachheit des Modells lisst sich festhalten, dass das DG Modell
bereits gute Anhaltspunkte fiir die Planung von in-vitro-Experimenten liefert. Dennoch stellt es
nach wie vor keinen Ersatz fiir die Messung der tatséchlich deponierten Dosis dar, denn zum einen
ist in Ermangelung einer profunden Messmethode die Abschitzung der korrekten stickiness im
Vorfeld eines Versuches sehr schwierig, zum anderen scheinen die Simulationen sehr empfindlich
auf Messungenauigkeiten des hydrodynamischen Durchmessers zu sein. Insbesondere bei kleinen
Partikeln und hohen Konzentrationen macht sich dies bemerkbar, weshalb in solchen Féllen eine
préizisere Kenntnis des hydrodynamischen Durchmessers absolut notwendig ist. Und schlieflich
konnen bei derart komplexen biologischen Systemen jederzeit unerwartete Effekte auftreten, die
nur experimentell beobachtbar sind.

5.4 Auswirkungen des Weglassens von fotalem Rinderserum auf
die Deposition von SiO;-Nanopartikeln

Neben den in Kapitel durchgefiihrten reguldren Depositionsexperimenten wurden auch mehrere
Versuche durchgefiihrt, in denen das CCM der verwendeten Partikelsuspension nicht um 10 % FBS
erganzt wurde. Es ist bekannt, dass das Hinzufiigen von Serumproteinen zu einer Verringerung der
Aufnahme von Silika-NP durch Epithelzellen fiithrt [59]. Auch fiir Nanopartikel aus anderen Mate-
rialien wie Polystyrol oder Kohlenstoff werden gleiche Beobachtungen berichtet [142}[143]. Insofern
dient der Vergleich von Experimenten ohne den Zusatz von FBS zum CCM (,,-FBS“-Proben) mit
den zuvor diskutierten reguliren Experimenten mit zugesetzten FBS (,,+FBS“Proben) dazu, Indi-
zien fiir oder wider eine Partikelaufnahme als mogliche Ursache der zelluldren und interzelluléren
Unterschiede zu erhalten. Die Resultate der -FBS-Experimente werden im Folgenden vorgestellt.

5.4.1 Experimentelle Beobachtungen

Abbildung[5.13|zeigt typische SE-REM-Aufnahmen von interzelluléiren (a,c,e) und zelluliren (b,d,f)
Flidchen von Versuchen ohne FBS. In Abbildung [5.13h,b wurden 100 nm NP verwendet, in Abbil-
dung ,d 200nm SMP und in Abbildung ,f 500nm SMP, alle mit 50 #&/mL Eingabekon-
zentration und 4h Expositionsdauer. In den weifl eingerahmten Kisten in jedem Bild wird die
Vergroflerung eines ausgewihlten Ausschnitts des jeweiligen Bildes gezeigt.

Bei den beiden Proben mit 100 und 200 nm Partikeln (Abbildung —d) l&sst sich eine gravie-
rende Partikelagglomeration beobachten. Die Agglomerate haben dabei unterschiedlichste Grofien,
wie in den jeweiligen Vergrofierungen in Abbildung [5.13h-d zu erkennen ist. Sie reichen von Zu-
sammenschliissen einiger weniger Partikel bis hin zu grofien Anh&ufungen vieler hundert Partikel.
Mit der starken Agglomeration geht aber auch eine entsprechend umfangreiche Deposition einher,
die eine quantitative Auswertung der Proben weder zelluldr noch interzelluldr erlaubt. Die Aus-
wirkungen des Fehlens von FBS werden besonders deutlich, wenn die Bilder in Abbildung mit
reprisentativen Aufnahmen der analog mit FBS durchgefiihrten Versuche verglichen werden, in
welchen die Deposition bereits als verhéltnisméBig stark einzustufen ist (vgl. Abbildung [A.5.1p-d
im Anhang).
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Abbildung 5.13. Reprisentative SE-REM-Aufnahmen von interzelluliren (a,c,e) und zelluldren (b,d,f)
Flichen eines vierstindigen —FBS-Versuches, durchgefiihrt mit einer Eingabekonzentration von 5018/mL,

fir 100nm NP (a,b), 200nm SMP (c,d) und 500 nm SMP (e,f). Weif eingerahmt sind Vergriflerungen
ausgewdhlter Bereiche des jeweiligen Bildes.
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Abbildung 5.14. Reprdsentative SE-REM-Aufnahmen zellfreier —FBS-Versuche auf mit requlirem CCM
vorbeschichteten ITO-Substraten. 4 h Exposition mit (a) 100 nm SiOz-NP bei 7r19/mL Eingabekonzentration,
(b) 200 nm SiO3-SMP bei 50 #9/mL Eingabekonzentration und (c) 500 nm SiO2-SMP bei 109 n9/mL Eingabe-
konzentration.

Bei 500nm Partikeln ist die Agglomeration schwiicher ausgeprégt, wie in Abbildung [5.13,f zu
sehen ist. Die Vergroflerungen zeigen, dass die grofiten Agglomerate nur einige Dutzend Partikel
enthalten. Der Grofiteil der deponierten Partikel aber ist in Verbiinden von wenigen Partikeln
oder sogar als einzelne Partikel vorzufinden. Dennoch ist auch in diesem Fall die Deposition -FBS

stérker als im analog mit FBS durchgefiihrten Experiment (vgl. Abbildung [A.5.1p,f im Anhang).

Auch in Abwesenheit von Zellen zeigt sich der Einfluss des Fehlens von FBS klar. In Abbildung|[5.14]
sind charakteristische SE-REM-Aufnahmen zellfreier Experimente mit gewohnlichem CCM ohne
FBS gezeigt. Die Expositionsdauer betrug 4h. Abbildung zeigt deutlich mehr 100 nm NP
(Eingabekonzentration 7#g/mL) auf dem Substrat liegend als es mit FBS der Fall ist (vgl. Ab-
bildung im Anhang). Auch ist die Haufigkeit von Agglomeraten hoher als mit FBS, wo
vornehmlich einzelne Partikel detektiert werden. Auch bei 200nm SMP (Eingabekonzentration
50 #g/mL) ist bei -FBS (Abbildung [5.14p) eine viel hohere Deposition und Agglomeration zu be-
obachten als bei +FBS (vgl. Abbildung im Anhang). Gleiches gilt auch fiir die in Abbil-
dung[5.14k gezeigten 500 nm SMP (Eingabekonzentration 109 #g/mL). Mit FBS ist bei den grofiten
Partikeln zwar auch schon eine geringe Agglomeration zu beobachten (vgl. Abbildung im
Anhang), jedoch hélt sie sich die Gesamtmenge deponierter Partikel noch im quantifizierbaren
Rahmen.
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5.4.2 Diskussion

Durch die Gegeniiberstellung der -FBS-Resultate mit +FBS-Ergebnissen soll die mdgliche Aufnah-
me von SiOq-Partikeln durch die Zellen untersucht werden. Da durch die Hinzugabe von Proteinen
ins CCM die Partikelaufnahme reduziert wird [59], miisste durch das Weglassen der Serumproteine
in den —FBS-Versuchen eine geringere effektive Dosis auf der Partikeloberfliche vorliegen als im
Fall +FBS, vorausgesetzt die Depositionskinetik ist in beiden Féllen die Gleiche. Bei vergleichbaren
Flachendichten auf den Zellen, sowohl bei -FBS als auch bei +FBS, konnte folglich Partikelauf-
nahme ausgeschlossen werden.

Leider wurden dabei zwei Faktoren unterschétzt. Die Abwesenheit von Serum fithrt zu einer stér-
keren Adhésion von SiO2-NP an A549-Zellen [135] und zu einer deutlich stérkeren Partikeldeposi-
tion [5]. Das bedeutet, es erreichen beim Fehlen von FBS viel mehr Partikel die Zellen als im Fall
mit FBS, wie in Abbildung auch zu sehen ist. Die extreme Anh&ufung von Partikeln in den
Versuchen ohne Serum verhindert deshalb eine mogliche Aussage iiber etwaige Partikelaufnahme
in den Versuchen mit Serum.

Wie der Vergleich der Ergebnisse ohne Serum (Abbildung und mit Serum (Abbildung
im Anhang) zeigt, fiihrt das Weglassen von Serumproteinen bei allen drei Partikelklassen zur ver-
starkten Bildung von Agglomeraten. Dies deckt sich mit den Beobachtungen anderer Studien zum
Agglomerationsverhalten von Nanopartikeln. So zeigten Gualtieri et al. [58], dass 30 und 50 nm
groBe SiO2-NP mikrometergrofie Agglomerate in Abwesenheit von Rinderalbumin (bovine serum
albumin, BSA) bilden. BSA ist ein Protein, das im Blut von Kiihen vorkommt und ein wesent-
licher Bestandteil von FBS ist. Das Hinzufiigen von 0,1 % BSA hingegen fiihrt bereits zu einem
deutlichen Riickgang der Agglomeration. Auch Humanalbumin, das menschliches Pendant zu BSA,
stabilisiert nachweislich 30 nm grofie Silber-NP und verhindert deren Agglomeration [65].

Die Tatsache, dass alle Partikel bei DLS-Messungen in Wasser stabil sind (vgl. Kapitel, spricht
eigentlich gegen eine Agglomeration im reinen CCM ohne FBS, da im Wasser auch keine Proteine
vorliegen. Agglomeration im DMEM (das in dieser Arbeit verwendete CCM) kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, da das DMEM mdglicherweise das (-Potential der Partikel soweit verén-
dern kann, dass es doch zur Agglomeration kommt. DLS-Messungen in DMEM ohne FBS liegen
leider nicht vor.

Aus physikalischer Sicht ist eine Agglomeration der Partikel im CCM ohne FBS die einzige sinn-
volle Erklarung der stark erhéhten Deposition. Durch Agglomeration gewinnt die gravitationsge-
triebene Sedimentation stark an Bedeutung, da die Sedimentationsgeschwindigkeit V' proportional
zum Quadrat des Objektdurchmessers dp ist (vgl. Kapitel Gleichung Bereits ein Zu-
sammenschluss weniger Partikel fiihrt zu einem deutlich gréofleren Objektdurchmesser und damit
zu einer viel grofleren Sedimentationsgeschwindigkeit, zumal der entscheidende hydrodynamische
Durchmesser von Agglomeraten nochmals grofier ist. Wie empfindlich in-vitro-Systeme auf Varia-
tionen des hydrodynamischen Durchmessers sind wurde bereits in Abschnitt diskutiert.

Dartiiber hinaus ist auch unter serumfreien Bedingungen ein zelluldrer Einfluss auf die Deposition
erkennbar: ein qualitativer Vergleich der Bilder in Abbildung und zeigt, dass deutlich
weniger Silika-Partikel in zellfreien Versuchen als in Versuchen mit Zellen auf dem nur mit regulé-
rem Medium beschichteten zellfreien Substrat liegen bleiben. Dies ist vermutlich der gleiche Effekt,
wie er bereits in Abschnitt bei zugesetzten Serumproteinen beobachtet und diskutiert wird.
Dieser zellulédre Einfluss auf den Partikeltransport konnte in Abwesenheit von Serum erst kiirzlich
in einer Studie von Halamoda-Kenzaoui [5] beobachtet werden, in der auf dem Boden leerer Poly-
styrol wells nur ein Bruchteil der deponierten Menge von Silika-NP gefunden wurde, die auf einer
Monolage A549-Zellen zu finden war.
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Schliefflich soll noch kurz auf die Bedeutung der ~FBS-Ergebnisse in Bezug auf die Simulationen
eingegangen werden. Wihrend die berechneten effektiven Dosen in einem akzeptablen Rahmen zu
den +FBS gemessenen Flichendichten passen (vgl. Abschnitt , ist das beim Weglassen des
Serums aufgrund der stark erhéhten Deposition nicht mehr der Fall, trotz identischer Versuchs-
bedingungen. Auch wenn die —FBS-Versuche nicht quantitativ ausgewertet werden konnten, ist
klar, dass die deponierten Partikeldichten drastisch unterschéitzt werden. Auch eine Erhchung der
stickiness auf Kp Werte mehrere GroBenordnungen unterhalb von 1072 mol/1, (d.h. eine deutliche
Erhohung der moglichen relative Bedeckung f der Oberfliche) erbrachte in einem Test keine wei-
tere Erhohung der berechneten Deposition. Wie zuvor erwéhnt ist der entscheidende Parameter in
diesem Fall wahrscheinlich der hydrodynamische Durchmesser der Agglomerate im CCM. Ohne ei-
ne prézise Kenntnis seiner Dimension ist eine Verwendung der Simulationen fiir serumfreie in-vitro-
Versuche auszuschliefen, was den moglichen Einsatzbereich beider Modelle deutlich einschrankt.

5.5 Untersuchung moglicher Inkorporation von SiO;-Nanoparti-
keln durch A549-Zellen

Die in Kapitel behandelten Unterschiede zwischen zelluldr und interzelluldr gemessenen Fla-
chendichten kénnten darauf zuriickzufithren sein, dass Partikel durch die Zellen aufgenommen wer-
den und deshalb nicht mehr an der Zelloberfliche nachweisbar sind. Da aus serumfreien Versuchen
dariiber keine Aussage getroffen werden kann, wurde die potentielle Aufnahme von Silika-Partikeln
in Zellen mit einem kombinierten FIB/REM-System untersucht. Dabei werden die Zellen schicht-
weise aufgeschnitten und analysiert. Ferner wurden zur weiteren Bestdtigung Diinnschnittproben
mittels STEM untersucht.

5.5.1 Focused-Ion-Beam-Tomografie von ganzen Zellen

Abbildung zeigt beispielhaft zwei im iSPI™Verfahren (s. Abschnitt erstellte SE-REM-
Aufnahmen von aufgeschnittenen A549-Zellen. Die Querschnittsansichten zeigen die Glassubstrate
im Vordergrund und darauf die diinnen ITO-Schichten mit etwas hellerem Kontrast. Dariiber
ertffnet sich der Blick ins Innere der Zellen, jedoch lassen sich Details nur schwer identifizieren.
Lediglich ein Teil des Zellkerns in Abbildung (weifle Markierung) hebt sich klar vom Rest
der Zelle ab, da er deutlich dichter ist. In Abbildung sind einige 200 nm Silika-Partikel auf
der Zelloberfliche zu erkennen (s. z.B. gelbe Markierung), aber nur ein Partikel innerhalb (griine
Markierung). Gleiches gilt fiir die 100nm NP in Abbildung [5.15b. Der gelbe Kreis markiert ein
Partikel auf der Zelloberfliche, der griine Kreis ein Partikel im Inneren. Die Bilder vermitteln
eine gute Vorstellung iiber die Schwierigkeit der Erkennung von Partikeln im Inneren einer Zelle.
Ursache ist die starke Topografie der zelluldren Ultrastruktur. Insgesamt ergab die Untersuchung
von 15 Zellen, dass im Allgemeinen nahezu keine Silika-Partikel von A549-Zellen aufgenommen
werden.

Zuletzt seien noch die Beschéddigungen der Zellmembran in Form von zahlreichen Lochern erwéhnt,
welche in den fiir Quantifizierungsstudien in Kapitel erstellten Bildern nicht zu sehen sind.
Erst durch die bessere Leitfahigkeit der Oberfliche aufgrund der Beschichtung mit Kohlenstoff
lassen sie sich erkennen. Das Ausmafl der Beschiddigungen ist von Probe zu Probe unterschiedlich,
weshalb hier von einem Préparationsproblem auszugehen ist. Wahrscheinlichste Ursache ist ein
unzureichender Austausch von Wasser und Ethanol wihrend der Entwisserung. Infolge dessen
verdampfen bei der KPT etwaige Riickstdnde von Wasser, ohne den kritischen Punkt erreicht zu
haben, was zu den beobachteten Beschiddigungen der Zellmembran fiihrt.
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Abbildung 5.15. Exemplarische SE-REM-Bilder mittels FIB aufgeschnittener A549-Zellen mit SiOs-Parti-
keln in (grine Markierungen) und auf (gelbe Markierungen) der jeweiligen Zelle: a) 200 nm SMP, b) 100 nm
NP. Entstanden am FIB/REM-System FEI Strata 400.
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Abbildung 5.16. SE-REM-Aufnahme des Randbereiches einer dichten A549-Zelle mit zahlreichen, sichit-
baren 100 nm grofien SiOs-Partikeln, aufgenommen am FIB/REM-System Zeiss Crossbeam.

Da an der FEI Strata 400 kein BSE-Detektor zur Verfiigung steht, ist es nicht moglich, sich hier
Materialkontrast zunutze zu machen. Beim Versuch die Zelltomografie an einer Zeiss Crossbeam
durchzufiihren, fanden sich in einigen Zellen iiberraschenderweise grofie Mengen von Silika-Parti-
keln. Ein Beispiel ist in Abbildung zu sehen. Auffillig ist das massive Erscheinungsbild des
Inneren der Zelle, was die einfache Erkennung der Partikel erst moglich macht.

In den Abbildungen und wird dieser spezielle A549-Zelltyp mit regulidren A549-Zellen
verglichen, um die Unterschiede hervorzuheben.

Abbildung [5.17h zeigt nochmals ein Beispiel eines Querschnittes besagter spezieller Zellen mit meh-
reren 100 nm SiO2-NP im Inneren (weifl hervorgehoben). Auch lassen sich einzelne Poren erkennen.
Die abgebildete Zelloberfliche weist keine feinen Pseudopodien mehr auf und erscheint allgemein
eher hiigelig und glatt. Wie in Abbildung sind auch hier einzelne Locher in der Zellmembran
zu erkennen. Aufgrund ihres massiven Erscheinungsbildes im Inneren werden diese Zellen im Fol-
genden als dichte Zellen bezeichnet.

Reguldre Zellen dagegen erscheinen im FIB-Querschnitt durch die Ultrastruktur des Zellinneren
leicht und ,luftig® (s. Abbildung|5.17b). Ausnahme bildet hier der Zellkern (weile Markierung), der
Ahnlichkeit mit den dichten Zellen hat, jedoch eine deutlich hoherer Porositéit aufweist. Anders als
in den dichten Zellen ist aber in keinem Zellkern der regulédren Zellen ein SiOs-Partikel nachweisbar
gewesen. Die Zelloberfliche in Abbildung[5.17b weist zahlreiche typische Pseudopodien auf, jedoch
ist die Zellmembran in diesem Fall sehr stark beschddigt. Auch hierfiir ist Restfeuchtigkeit in der
Zelle wahrend der KPT die wahrscheinlichste Ursache.

In Abbildung [5.17c wird ein weiterer A549-Zelltyp prisentiert, der vereinzelt anzutreffen ist und
wie eine Zwischenform der beiden erstgenannten anmutet. Aufgrund des teilweise dichten, teil-
weise regulidren Erscheinungsbildes im Querschnitt werden sie als semi-dicht bezeichnet. Auf der
Oberflache der dargestellten Zelle sind nur wenige Pseudopodien zu erkennen, jedoch einige 200 nm
grofle Silika-Partikel und wiederum mehrere Locher in der Zellmembran.

Wie bereits angedeutet lassen sich die A549-Zelltypen auch oberfléchlich klar unterscheiden. In
Abbildung |5.18_ werden SE-Ubersichtsaufnahmen jeweils eines typischen Vertreters seines Zelltyps




84 KAPITEL 5. IN-VITRO-SEDIMENTATION

semi-dicht

S T T

Abbildung 5.17. SE-REM-Aufnahme mittels FIB aufgeschnittener A549-Zellen, welche die unterschied-
lichen Erscheinungsbilder der drei beobachteten A549-Zelltypen demonstrieren: a) dichte Zelle mit 100 nm
NP im Inneren (weifS hervorgehoben zur besseren Sichtbarkeit), b) regquldre Zelle und c) semi-dichte Zelle.
Der weiffe Rahmen in (b) markiert den Zellkern. In (a,b) wurden die Zellen mit 100 nm SiO2-NP exponiert,
in (c) mit 200 nm SiO3-SMP.
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Abbildung 5.18. Gekippte SE-REM-Aufnahmen der drei unterschiedlichen Zelltypen: a) dichte Zelle mit
glatter Oberfliche, b) requlire Zelle mit starker Topografie, ¢) semi-dichte Zelle mit glatter Oberfliche.

gezeigt. Dichte Zellen haben eine glatte, flache Oberfliche (Abbildung |5.18n), wohingegen regu-
lare Zellen zahlreiche Pseudopodien auf der Oberfliche haben, die ihnen eine starke Topografie
verleihen (Abbildung [5.18p). Semi-dichte Zellen weisen ebenfalls eine sehr glatte Oberfliche auf
(Abbildung ), was deren Artverwandtschaft mit den dichten Zellen bekriftigt. Wie aber in
Abbildung [5.17k bereits gezeigt wurde, kénnen auch sie noch einzelne Pseudopodien haben. Die in
den Abbildungen [5.18h,c sichtbaren Risse sind wie die vielen Locher in den Zellmembranen Arte-
fakte der kritischen Punkt Trocknung, hervorgerufen durch die Schrumpfung der Zellen wéhrend

des Trocknens [144].

Aufgrund der duflerlich unterschiedlichen Erscheinungsbilder zeigen die dichten und semi-dichten
Zellen auch bei niedrigeren VergroBerungen im Rasterelektronenmikroskop einen von reguléren Zel-
len abweichenden Kontrast. In Abbildung sind links dichte Zellen zu sehen und im rechten
Teil des Bildes regulére Zellen, getrennt von einer gelben Linie. Aufgrund der starken Topografie
liefern die reguléren Zellen ein viel stérkeres SE-Signal als die dichten Zellen, bei denen nur der
Bereich des Zellkerns aufgrund von Aufladung hell abgebildet wird. Abseits der Kerne sind die
dichten Zellen kaum vom Substrat zu unterscheiden, regelrecht schwarz. Auch bei den reguléren
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Abbildung 5.19. a) SE-REM-Aufnahme zeigt stark unterschiedlichen Kontrast zwischen dichten Zellen
(mit vorwiegend dunklem Kontrast) und normalen Zellen (mit grofSteils hellem Kontrast). Gelbe Linie stellt
ungefihr die Grenze zwischen den beiden Zelltypen dar. b) Schwarze Flecken auf ITO-Substrat aufgrund
des dunkleren Kontrastes dichter Zellen. Griner Kreis markiert freie Substratfliche inmitten dichter Zellen,
welche keinerlei Auffilligkeiten im Vergleich zum Substrat in Umgebung normaler Zellen (gelber Kreis) zeigt.
Bildausschnitt oben rechts zeigt Vergrifierung des Bereichs um die grine und gelbe Markierung.
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Zellen zeigen die Randbereiche dunklen Kontrast, jedoch sind diese Bereiche deutlich kleiner.

Sofern sich die dichten Zellen auf einen endlichen Bereich beschrinken, resultiert daraus bei sehr
geringen Vergroferungen der Eindruck von schwarzen Flecken auf der Probe. In Abbildung [5.19b
sind drei solcher schwarzen Flecken zu sehen. Griin markiert ist ein Stiick freie Substratfliche
innerhalb des Flecks. Verglichen mit dem ebenfalls sichtbaren Substrat zwischen reguléren Zellen
(gelbe Markierung), ist keinerlei Unterschied, keine Verfirbung des Substrats innerhalb des Flecks
zu erkennen. Die Vergroferung dieser Bereiche in Abbildung[5.19b macht diesen Sachverhalt noch-
mals deutlicher. Damit ist gezeigt, dass der dunklere Kontrast der dichten Zellen im Vergleich zum
helleren Kontrast der regulédren Zellen nicht von etwaigen Kontaminationen des Substrats herriihrt.

5.5.2 Rastertransmissionselektronenmikroskopie von zelluliren Diinnschnitten

Zahlreiche Diinnschnitte von in EPON eingebetteten A549-Zellen wurden mit dem Ziel der Be-
statigung der FIB-Ergebnisse mittels STEM untersucht. Die Zellen wurden hierzu 100 nm, 200 nm
und 500 nm SiOg-Partikeln bei einer Eingabekonzentration von 50 #g/mL fiir 4 h exponiert.

a)

Abbildung 5.20. (a) 30 keV HAADF-STEM-Aufnahme eines Dinnschnittes einer A549-Zelle mit 17 in-
korporierten 100 nm SiO-Nanopartikel. (b) Vergriflerungen des weifS umrandeten Ausschnitts in (a). Weifle
Pfeile markieren die Positionen der Partikel innerhalb einer Zelle. Mit gelben Zeichen sind einige typische
Organellen der Zelle markiert: Nu = Zellkern, M = Mitochondrium, GA = Golgi-Apparat, ER = Endoplas-
matisches Retikulum, L = Fetttropfen, V="Vesikel.

Abbildung zeigte eine reprasentative HAADF-STEM-Aufnahme eines Diinnschnitts einer
A549-Zelle mit 100 nm SiOz-Nanopartikeln. HAADF-STEM-Bilder zeigen besonders guten Mate-
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rialkontrast. Durch die ,,Farbung® der Zellen mit Osmiumtetroxid und Uranylacetat (vgl. Kapitel
lagern sich die Schwermetalle an zelluldre Strukturen an, sodass in HAADF-Aufnahmen
die Ultrastruktur der Zellen detailliert sichtbar wird. So sind in Abbildung gut zahlreiche
Mitochondrien (M) und Vesikel (V) zu erkennen, von denen der Ubersicht halber nicht alle mar-
kiert wurden. Im linken Teil ist ein Ausschnitt des Zellkerns (Nu) zu sehen sowie ein Fetttropfen
(L). In der Vergréflerung in Abbildung werden besonders Details innerhalb der einzelnen
Organellen sichtbar, wie beispielsweise die Einstiilpungen der inneren Membran der Mitochondri-
en. Ferner lassen sich auch gut die beiden Golgi Apparate (GA) erkennen. Die aufgenommenen
SiO9-NP sind ebenfalls sehr gut zu erkennen (weiie Pfeile in Abbildung [5.20p). Sieben NP befin-
den sich eingeschlossen in einem Vesikel (oberer Pfeil), wéihrend sich sechs weitere scheinbar frei
im Cytoplasma gruppieren (unterer Pfeil). Am unteren Rand von Abbildung ist die porose
Kunststoffmembran zu sehen, auf der die Zelle kultiviert wurde.

Insgesamt wurden 102 Zellquerschnitte hinsichtlich der aufgenommenen Silika-Partikel ausgewer-
tet. Die Spanne der Anzahl gefundener Partikel in den Zellen ist dabei sehr breit. Ein Grofiteil
(80 %) enthélt zwischen null und vier Partikel. Eine représentative HAADF-STEM-Beispielauf-
nahme einer Zelle mit nur einem enthaltenen Partikel findet sich in Abbildung im Anhang.
Weitere 10 % der Diinnschnitte weisen zwischen fiinf und neun Partikel pro Zellquerschnitt auf (s.
zum Beispiel Abbildung im Anhang). Die iibrigen 10 % enthalten nachweislich 10 oder mehr
Partikel in ihrem Inneren. Ein extremes Beispiel ist in Abbildung [5.20] gezeigt. Der dargestellte
Zellquerschnitt enthélt insgesamt 17 Nanopartikel.

Tabelle 5.2. Prozentuale Anteile von Zellquerschnitten einer Partikelklasse, die eine bestimmte
Anzahl Partikel inkorporiert haben.

Anzahl Partikel Anteil der Zellquerschnitte mit
pro Zellenquerschnitt ~ 100nm NP , 200nm SMP , 500 nm SMP
0 7% ! 13% ! 53 %
1-4 1% 73% L 4T%
5-9 21 % | 11% | 0%
10+ 31 % | 3% | 0%

Betrachtet man die Ergebnisse nach den einzelnen Partikelklassen aufgeschliisselt, dann werden
Unterschiede deutlich. In Tabelle werden fiir jede Partikelgrofle die prozentualen Anteile der
Querschnitte, die eine bestimmte Anzahl von Partikeln beinhalten, zusammengefasst. So fallt auf,
dass iiber die Hélfte der untersuchten Diinnschnitte mit 500 nm Partikeln keine Partikel in den
Zellen aufweisen. Die Anteile bei 100nm und 200nm Partikeln sind deutlich kleiner (7% und
13%). Trotzdem gibt es auch bei den 500 nm SMP nachweislich eine geringe Aufnahme, da 47 %
der betrachteten Zellquerschnitte 1—4 Partikel enthalten. Auch im Fall der 200 nm SMP weist der
Grofiteil (73 %) der Diinnschnitte 1 -4 Partikel pro Zelle auf. 100nm NP dagegen tendieren dazu
starker aufgenommen zu werden, wie die gréfferen Anteile bei 5—9 und 10+ Partikel pro Zelle
andeuten.

Diesen Resultaten kénnen deutliche Tendenzen im Hinblick auf die Groflenabhéngigkeit der Par-
tikelaufnahme entnommen werden. Die Haufigkeit von Zelldiinnschnitten, die keine Partikel ent-
halten, steigt mit zunehmender Partikelgrofie an, wiahrend die Anzahl mit verhéltnisméflig vielen
Partikeln (5—9) je Diinnschnitt abnimmt. Dies spricht fiir eine klar schlechtere Inkorporation der
groflen Submikropartikel gegeniiber den kleineren Nanopartikeln.

Da Diinnschnitte immer nur einen Ausschnitt einer Zelle zeigen, ist die statistische Aussagekraft
einzelner Schnitte sehr gering. Infolge dessen lassen sich die Ergebnisse nur eingeschrinkt mit
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den Zahlen der Depositionsversuche aus Kapitel vergleichen. Abbildung veranschaulicht
schematisch, wie diese Vergleichbarkeit hergestellt werden soll.

100 nm
B

©
Q'(\
AS

F

Abbildung 5.21. Schema zur Veranschaulichung der Umrechnung der STEM-Quantifizierung in Fldchen-
dichten durch Aufsummieren der projizierten Flichen einzelner Dinnschnitte (rote Flichen).

Zunichst wird die gesamte projizierte Oberfidche der in den Diinnschnitten abgebildeten Zellen auf
eine imaginére ebene Oberfliche iiber diesen bestimmt (rote Balken in Abbildung [5.21]). Hierzu
muss die Querschnittsliange x; einer Zelle mit der Dicke des jeweiligen Diinnschnitts multipliziert
werden. Die Summe dieser Projektionen bildet die gesamte projizierte Oberfliche und entspricht
prinzipiell der Fliche, die aus REM-Aufnahmen in der Draufsicht gewonnen wird. Ferner werden
pro Partikelklasse alle gezdhlten Partikel aufsummiert, sowohl intrazellulér (d.h. in den Zellen) als
auch zelluldr (d.h. unmittelbar auf der Oberfléche). Dividiert man diese mit der zugrundeliegenden
projizierten Oberfliche erhélt man eine projizierte Fldachendichte.

Tabelle 5.3. Berechnete projizierte Flachendichten aus STEM-Messungen fiir jede Partikelklasse, verglichen
mit mittels REM gemessenen Flichendichten nach 4 h Exposition bei 50 #9/mL.

berechnete Fldchendichten in 1/;m? gemessene Fliachendichten in 1/um?
Partikelklasse in Zellen auf Zellen in & auf Zellen . zellulér interzellulér
100nm 1,89 0,22 2,11 1,04+ 1,35 1,88 £ 0,41
200 nm 0,59 0,46 1,05 - 1,5441,07 1,93 £ 0,65
500 nm 0,32 0,80 1,12 + 0,60+0,34 1,08 £ 0,20

Die Resultate dieser Berechnungen sind in Tabelle [5.3] zusammengefasst. Zum Vergleich sind dar-
iiber hinaus die gemessenen interzelluldren und zelluldren Flichendichten des mit gleichen Para-
metern (4h Exposition, 50 #g/mL Eingabekonzentration) durchgefiithrten Depositionsexperimentes
enthalten, welches bereits in Abschnitt diskutiert wurde. Mittels REM bestimmte zelluldre
Werte lassen sich mit den berechneten projizierten Flachendichten von Partikeln auf den Zellen
vergleichen und interzelluldre Werte der REM-Studien mit der gesamten projizierten Flachendichte
von Partikeln in den Zellen als auch auf den Zellen.

e Bei 500 nm SMP passen die zelluldr mit REM gemessenen Flichendichten recht gut zu den
mittels STEM auf Zellen bestimmten projizierten Werten. Vergleicht man die interzellular
gemessenen Fliachendichten mit der berechneten projizierten Fldchendichte von Partikeln in
und auf Zellen, so stimmen die Werte gut iiberein. Insgesamt lésst sich also eine tendenziell
gute Ubereinstimmung feststellen.



90 KAPITEL 5. IN-VITRO-SEDIMENTATION

e Bei 200nm SMP ist die gesamte projizierte Flichendichte (von Partikeln in und auf den Zell-
diinnschnitten) deutlich kleiner als die mit REM bestimmten interzelluldren und zelluldren
Flachendichten. Das bedeutet, dass die absolute Menge gefundener Partikel in den Diinn-
schnitten deutlich geringer ist als das, was in den REM-Versuchen vorgefunden wurde. Es
liegt folglich keinerlei Ubereinstimmung vor.

e Bei 100 nm NP stimmt zwar die gesamte projizierte Flichendichte der STEM-Untersuchungen
recht gut mit der interzellulér gemessenen Flichendichte aus dem REM-Versuch iiberein, d.h.
die Gesamtzahl deponierter Partikel in diesen beiden Féllen dhnelt sich, aber die Mengen auf
den Zellen stimmen nicht {iberein. Das bedeutet im STEM-Versuch sind deutlich mehr NP
von den Zellen aufgenommen worden, als die Differenz zwischen interzellulérer und zellulérer
Flachendichte aus dem REM-Versuch vermuten lésst.

5.5.3 Diskussion

Die Untersuchung méglicher Inkorporation von SiOs-Partikeln durch A549-Zellen erbrachte ambi-
valente Ergebnisse. Zum einen zeigen tomografische FIB-Untersuchungen, dass in regulédren Zellen
nahezu keine Partikel aufzufinden sind. Eine Verfilschung der Resultate durch Herausschlagen von
ganzen Partikeln durch den Ionenstrahl ist sehr unwahrscheinlich, da Partikel, die sich auf der
Oberflidche befinden, trotz Ionenbeschuss nachweislich stabil bleiben. Einzig im Falle der 100 nm
Partikel lassen sich aufgrund der Partikelgrole begriindete Zweifel an der einwandfreien Detektier-
barkeit der Teilchen innerhalb der komplexen Zellstrukturen hegen.

Andererseits zeigen STEM-Resultate klare Indizien, dass SiOs-Partikel von A549-Zellen aufgenom-
men werden (vgl. Tabelle [5.2)), und das auch in signifikanten Mengen (vgl. Tabelle [5.3).

Doch der Vergleich der STEM-Ergebnisse mit den reguldren REM-Versuchen ist problematisch, da
die zur Berechnung der Flichendichten verwendeten projizierten Oberflichen in der Summe nur
sehr geringe Zelloberflichen reprisentieren. Die gesamte projizierte Oberfliche betrigt jeweils nur
ca. 100 um? (100 nm Partikel), 230 zm? (200 nm Partikel) und 150 pm? (500 nm Partikel). Im Ver-
gleich dazu decken die je 50 ausgewerteten zelluldren Bilder beim vierstiindigen REM-Experiment
mit gleicher Eingabekonzentration ca. 9400 ym? (100nm Partikel), 16000 ym? (200 nm Partikel)
bzw. 36000 um? (500 nm Partikel) Zelloberfliiche ab, d.h. das 70 bis 240fache. Hinzu kommt, dass
mit STEM nur ein sehr eingeschrianktes Areal der Probe erfasst wird, da aus der gesamten Kunst-
stoffmembran, auf der die Zellen in STEM-Versuchen kultiviert werden, nur drei kleinere Proben
ausgestochen und eingebettet wurden (s. Abschnitt . Ferner wurden aus lediglich einer dieser
drei eingebetteten Proben im Ultramikrotom Diinnschnitte erstellt. Die Schnitte wurden zudem
sukzessive vom eingebetteten Block geschnitten, sodass im Endeffekt mit STEM nur ein sehr kleiner
Ausschnitt der ganzen Probe abgebildet wird. Globale Inhomogenitéiten, wie sie bei REM-Versu-
chen beobachtet werden und zu sehr grofien statistischen Unsicherheiten fithren, werden so aufler
Acht gelassen. Schlussendlich besteht also die Moglichkeit, dass zufillig ein Bereich mit beson-
ders starker Aufnahme ausgewihlt wurde. Solche Bereiche wurden bei den FIB/REM-Tomografie
Untersuchungen sogar beobachtet, ndmlich in Form von Ansammlungen dichter Zellen (vgl. Ab-
bildung ) Die in diesem Zelltyp beobachtete starke Partikelaufnahme (vgl. Abbildung
wiirde zu der groflen Menge gefundener 100 nm Partikel in den Zellen bei STEM-Untersuchungen
passen (vgl. Tabelle [5.3).

Weitere Zweifel an der statistischen Aussagekraft der STEM-Resultate liefern die Ergebnisse der
FIB-Tomografie-Untersuchungen, die, wie zuvor erwahnt, so gut wie keine Partikel in reguldren
Zellen nachweisen konnten. Basierend auf den berechneten projizierten Flachendichten aus STEM-
Untersuchungen miisste bei einer typischen Schnittbreite in der FIB von 10 ym rechnerisch durch-
schnittlich alle 170nm ein 200nm grofles Partikel sichtbar sein, d.h. bei einer Schnitttiefe von
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50nm in jedem vierten aufgenommene Bild. Diese Héufigkeit héitte bei den FIB-Untersuchungen
auffallen miissen. Im Fall der 100 nm Partikel miisste sogar alle 50 nm ein Partikel in den FIB-
Schnitten erscheinen. Beides ist nicht der Fall.

Durch die beschriebenen statistischen Unwégbarkeiten der STEM-Experimente muss auch die
grundsétzliche Vergleichbarkeit von FIB und STEM in Frage gestellt werden. STEM kann nur
in einem kleinen Cluster von Zellen als reprisentativ betrachtet werden, wohingegen FIB durch
die Wahl einzelner, iiber die gesamte Probe verteilter Zellen die Probe als Ganzes repréisentiert.
Trotz der Schwierigkeit der Detektierbarkeit von SiOg-Partikeln in den Zellen, insbesondere bei den
kleinsten 100nm NP, kann daher FIB als aussagekréftiger eingestuft werden, da das Gesamtbild
von groflerem Interesse ist als eine Detailaufnahme.

Auch wenn die STEM-FErgebnisse alleine fiir sich betrachtet werden, lésst sich dennoch keine ein-
deutige Aussage iiber die Partikelaufnahme von Silika-Partikeln in A549-Zellen treffen. Die REM-
Studien in Kapitel kommen bei allen drei Partikelklassen zum Ergebnis, dass zelluldr weniger
deponiert als interzelluldr, und daher die Vermutung nahe liegt, dass die Differenzen moglicher-
weise von den Zellen aufgenommen wurden. Im Gegensatz dazu sind die hier diskutierten STEM-
Ergebnisse insgesamt in sich sehr inkonsistent. Wahrend bei 500 nm Partikeln eine tendenziell gute
Ubereinstimmung zwischen REM und STEM zu beobachten ist, passen die Ergebnisse bei 200 nm
Partikeln im Grunde iiberhaupt nicht zu den REM-Resultaten. Bei 100 nm Partikeln stimmen zwar
die Gesamtzahlen deponierter Partikel einigermaflen iiberein, dafiir aber nicht die Mengen auf den
Zellen. Diese Inkonsistenz spricht dafiir, dass bei den durchgefithrten STEM-Experimenten syste-
matische Fehler vorliegen miissen.

Wie weiter oben erldutert, stellen dichte Zellen eine mogliche Ursache fiir die in den Diinnschnitten
beobachtete, ungewdhnlich starke Partikelaufnahme im Fall der 100nm NP dar. Daneben gibt es
eine weitere mogliche Fehlerquelle, die insbesondere fiir die schlechte Ubereinstimmung zwischen
STEM und REM bei den 200 nm Partikeln verantwortlich sein kénnte. Beim Einbetten und Aus-
hérten des EPONs konnten Partikel von den Zelloberflichen auf- und weggeschwemmt werden,
sodass die Zahl der deponierten Partikel auf den Zellen unterschéitzt werden wiirde. Jedoch konn-
ten Partikel im EPON oberhalb der Zellen nur in Ausnahmefillen beobachtet werden, was fiir die
Stabilitdt der wiahrend der Priaparation durchgefiihrten Fixierung spricht. Zwar finden sich zahl-
reiche Locher zwischen 50 und 100 nm Durchmesser im Einbettmaterial, jedoch sind diese auch
bei Diinnschnitten mit 200 und 500 nm groflen Partikel in der gleichen Grofenordnung und damit
kleiner als die jeweiligen Partikel. Hierbei handelt es sich folglich um Lufteinschliisse und nicht um
verloren gegangene Partikel.

Schlussfolgernd lasst sich daher zusammenfassen, dass grundsétzlich Inkorporation von SiOs-Parti-
keln durch A549-Zellen existiert und mittels STEM-Experimenten bestétigt wird, eine zweifelsfreie
Quantifizierung aber nicht moglich ist. Statistisch relevant hingegen sind die mittels FIB-Tomo-
grafie erhaltenen Ergebnisse. Diese besagen, dass im Mittel keine nennenswerte SiOs-Partikelauf-
nahme stattfindet, welche die Diskrepanzen zwischen zelluldren und interzelluldren Flichendichten
erkldren konnte. Dieses Ergebnis deckt sich mit Beobachtungen von Gualtieri et al. [58], die in
anderen Epithelzellen (BEAS-2B) ebenfalls keine Aufnahme von mit Rhodamin funktionalisierten
amorphen Silika-NP (30 und 50 nm) nachweisen konnten.

Schlielich wird im Folgenden noch genauer auf die Ergebnisse der FIB/REM-Tomografie einge-
gangen.

Bei den FIB-Untersuchungen wurden teilweise sogenannte dichte Zellen entdeckt, die oft hohe
Partikelkonzentrationen beinhalten. Worum es sich bei dem dichten Material handelt konnte nicht
gekldrt werden. Es dhnelt optisch zwar dem Zellkern, weist aber kaum Porositit auf und ist auch
nicht auf einen bestimmten Bereich beschrinkt, sondern in der gesamten Zelle zu finden. Ferner
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gibt es semi-dichte Zellen, die im Inneren teilweise die Merkmale dichter Zellen, teilweise die re-
guliirer Zellen zeigen. Moglicherweise befinden sie sich in einer Ubergangsphase. Aulerlich weisen
aber sowohl dichte als auch semi-dichte Zellen bereits die gleiche glatte Oberfliche auf.

In seiner Dissertation beschreibt Dass [145] ein &uflerlich &hnliches Aussehen von anderen Epi-
thelzellen (HeLa), wenn sie polymeren Nanopartikeln ausgesetzt werden. Dabei Kugeln die Zellen
sich zusammen und verlieren ihre Pseudopodien auf der Zelloberfliche, werden also ebenfalls glatt.
Dafiir bilden sich auf der Zelloberfliche kugelférmige Plasmaausstiilpungen. Zusammen mit dem
Zusammenkugeln sind das beides Anzeichen von Apoptose, einer Form des kontrollierten Zelltods.
Zieht man aus diesen Beobachtungen den Schluss, dass das Verschwinden der Pseudopodien eben-
falls ein Hinweis auf Apoptose ist, so lidsst sich daraus folgern, das die bei den dichten Zellen
beobachtete glatte Oberfliche auch auf ein Zellsterben hindeutet. Ein weiteres Indiz dafiir sind die
vielen Silika-Partikel innerhalb dieser dichten Zellen, die diesen Prozess verursacht haben kénnten.
Es gibt aber auch einige Aspekte, die sowohl gegen Apoptose, als auch gegen Partikel als Ursache
der dichten Zellen sprechen. Zum einen ist aus Ubersichtsaufnahmen ersichtlich, dass die dichten
Zellen nicht stérker zum Zusammenkugeln tendieren als es regulidre Zellen tun. Wére ihre glatte
Oberfliche ein Hinweis fiir Apoptose, so miissten in den Bereichen dichter Zellen deutlich mehr
zusammengerollte Zellen zu finden sein. Ferner verlieren apoptotische, regulire Zellen nicht ih-
re zahlreichen Pseudopodien und werden somit nicht glatt, insofern deutet auch dies auf keinen
zwingenden Zusammenhang zwischen Apoptose und glatter Oberfliche hin. In Abbildung
ist im unteren Bildabschnitt eine apoptotische, regulére Zelle abgebildet. Zwar liefle sich noch ar-
gumentieren, das die Verdnderung der Zelloberflichen hin zu einer glatten Oberfliche erst durch
Nanopartikel induziert wird und regulére Zellen keine Partikel aufgenommen haben, jedoch zeigt
sich das Phénomen der dichten Zellen mit glatten Oberflichen auch auf Kontrollproben, die nicht
Silika-Partikeln ausgesetzt waren. Im Anhang zeigt Abbildung eine Querschnittsaufnahme
einer solchen dichten Zelle von einer Kontrollprobe sowie deren glatte Oberfliche. Das bedeutet
die Entstehung dichter, glatter Zellen ist unabhéngig von den Nanopartikeln.

Aufgrund der glatten Oberfliche erscheinen beide Zelltypen in SE-Bildern neben reguléren Zellen
und deren zerkliifteten Erscheinungsform regelrecht schwarz, was sie leicht identifizierbar macht.
Dadurch konnte ihr Vorkommen auf einzelne, fleckenartige Bereiche eingegrenzt werden (vgl. Ab-
bildung ), weshalb sie schlussendlich als eine Anomalie, vermutlich ein Praparationsartefakt,
betrachtet werden.

5.6 Uberpriifung der Eignung des ESEM-Modus zur Quantifizie-
rung der effektiven Dosis

Da die meisten Versuche dieser Arbeit an einem ESEM durchgefiihrt wurden und diese Mikrosko-
pietechnik préidestiniert ist biologische Proben zu untersuchen, wurden testweise nasse Proben von
A549-Zellen mit 100 nm SiOz-Nanopartikel (Eingabekonzentration 7 #g/mL, Expositionsdauer 1h)
unter ESEM-Bedingungen untersucht, um die Praktikabilitdt der Technik fiir die Quantifizierung
von Partikeldeposition zu eruieren. Da die Entwésserung mit Alkohol und die KPT entfallen, verur-
sacht dieses Verfahren prinzipiell weniger Préiparationsartefakte. Die erhaltenen Resultate werden
in Abbildung und in Form einiger bei 780 Pa und 3°C aufgenommenen STEM- und SE-
Bilder présentiert. Die gewéhlte Beschleunigungsspannung betrug 30 kV bei einem Arbeitsabstand
von 12 mm.

Abbildung zeigt eine DF-STEM-Aufnahme eines der neun Siliziumnitrid Fenster der unter-
suchten Probe. Auf der 200 nm dicken Membran sind mehrere A549-Zellen zu erkennen (heller
Kontrast). Die beiden farblichen Rahmen umfassen zwei Bereiche, die nidher untersucht wurden.
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Abbildung 5.22. DF-STEM-Ubersichtsaufnahme eines Siliziumnitrid Fensters mit adhérenten
Zellen unter ESEM-Bedingungen. Gelbe und grine Markierung zeigen Bereiche von Detailauf-

nahmen aus Abbildung[5.23

Gelb markiert ist der Randbereich einer Zelle. Oberhalb von ihr findet sich freie Membranflidche.
Griin umrandet ist ebenfalls ein Randbereich der Zelle, der jedoch im gesamten Ausschnitt sehr
diinn ist, weshalb der DF-STEM-Kontrast zur Siliziumnitrid Membran sehr schwach ausfillt.

In Abbildung wird eine Vergroflerung des gelb markierten Ausschnitts aus Abbildung
gezeigt (ebenfalls DF-STEM). Auf dem Substrat (schwarzer Kontrast) sind recht gut einzelne Par-
tikel als helle Punkte erkennbar. In den diinnen Regionen der Zelle (heller Kontrast) ist dies auch
noch der Fall (oben links in Abbildung [5.23h), jedoch wird die Zelle zu ihrer Mitte hin schnell
zu dick fiir STEM-Aufnahmen (unterer heller Bereich in Abbildung [5.23h), sodass aufgrund der
starken Elektronenstreuung die Signale der Partikel untergehen.

Abbildung zeigt eine DF-STEM-Aufnahme des in Abbildung griin markierten Bereichs.
Es handelt sich dabei um diinne Ausldufer der Zelle, die nach unten hin an Dicke zunehmen (zuneh-
mend hellerer Kontrast). Auch hier ist gut zu erkennen, dass mit zunehmender Dicke die Partikel
schlechter zu detektieren sind.

Abbildungen [5.23f,d schliefilich zeigen die beiden gleichen Probenstellen wie Abbildungen [5.23h,b,
jedoch handelt es sich dabei um SE-Aufnahmen. In Abbildung ldsst sich die Silhouette der
Zelle aus Abbildung nur erahnen, basierend auf den auf der freien Membran erkennbaren
SiOs-Partikeln sowie dem grofieren Schmutzpartikel, das auch in Abbildung zu erkennen ist.
Im zelluldren Bereich dagegen sind fast keine Details auszumachen. Selbst in den diinnen Regionen
kann man nur ganz schwach vereinzelte Partikel erkennen. Das gleiche gilt auch fiir die Zelloberflé-
che in Abbildung [5.23d, wo nahezu keine SiOy-Partikel detektierbar sind. Es scheint folglich nicht
moglich SiO9-NP auf Zellen mit dem SE-Detektor abzubilden. Ein zu dicker Wasserfilm fllt als
Ursache aus, da er auch auf dem Substrat die Abbildung mit Sekundérelektronen verhindern miiss-
te. Der Versuch fiir diesen Zweck den ESEM-BSE-Detektor zu verwenden war nicht erfolgreich, da
es nicht gelang ein Bild zu erhalten.

Aus den Ergebnissen ldsst sich schlussfolgern, dass der ESEM-Modus ein hohes Mafl an Optimie-
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b)

Abbildung 5.23. 30 keV STEM- (a,b) und SE- (c,d) Aufnahmen von A549-Zellen auf Siliziumnitrid Mem-
bran mit 100 nm SiOz-Nanopartikeln unter ESEM-Bedingungen.

rung der Versuchsdurchfithrung erfordert. Zwar kénnen mit STEM erfolgreich SiO9-NP auf Zellen
detektiert werden, jedoch ist nur ein Bruchteil der Zelloberfliche mit STEM analysierbar, da in den
dicken Bereiche der Zellen der Partikelkontrast aufgrund der starken Streuung durch das Zellma-
terial verloren geht. Peckys und de Jonge demonstrieren in ihren Arbeiten aber, dass stark
streuende NP aus Gold auch in dickeren Bereichen einer Zelle mit STEM erfolgreich detektiert
werden konnen. Von daher sollte es bei Nanopartikeln aus vergleichbarem Material méglich sein,
im ESEM-Modus mit STEM quantitative Analysen der Partikeldeposition auf Zellen durchzufiih-
ren. Ferner kann die Option der BSE-Abbildung im ESEM-Modus nicht ausgeschlossen werden.
Sollte damit eine Abbildung von Silika-Nanopartikeln auf Zellen gelingen, wére eine umfangreiche
Quantifizierung wie mit gewdhnlicher REM moglich.

Den Moglichkeiten des ESEM-Modus steht grundsétzlich ein sehr hoher Anspruch an die Fahig-
keiten des Mikroskopnutzers gegeniiber. Normale REM-Untersuchungen sind prinzipiell deutlich
einfacher und schneller durchzufiihren, insbesondere in interzelluldren Regionen. Dariiber hinaus
wird in Abbildung die geringe Anzahl an Zellen auf einem Fenster deutlich, weshalb es erfor-
derlich wére viele Proben zu préparieren, um eine ausreichende Statistik zu erhalten. Folglich sind
im ESEM hochstens kleinere Stichproben realisierbar.









Kapitel 6

Riickstreuelektronenkontrast in
Rasterelektronenmikroskopie-Bildern
von SiOs-Nanopartikeln auf
komplexen Substraten

Bei den zuvor behandelten Depositionsversuchen wurden Zellen auf I'TO-beschichteten Substraten
kultiviert. Diese Konfiguration ermdglicht es die Zellen im REM zu betrachten, ohne sie zusétzlich
mit einer elektrisch leitfahigen Schicht beschichten zu miissen, da bereits das leitfdhige I'TO unter-
halb der Zellen fiir den nétigen Ladungsaustausch sorgt. In diesen Versuchen erforderte die Abbil-
dung von SiOs-Nanopartikeln auf Zelloberflichen die Verwendung von BSE-Aufnahmen. Hierbei
wurden auch vereinzelt freie Substratflichen aufgenommen, jedoch zeigten die an diesen Stellen
vorhandenen SiOs-Partikel abhéngig von den gewéhlten Bedingungen ungewohnliche Kontrastin-
versionen. Die Verwendung von BSE ermdoglicht die Darstellung von Materialkontrast, weshalb
im Normalfall SiOg-Partikel (mittlere Ordnungszahl Z = 10) dunkel auf hellem ITO (mittlere
Ordnungszahl Z > 24, abhiingig von der genauen Stéchiometrie) erscheinen sollten. Da unter be-
stimmten Bedingungen das Gegenteil der Fall war, wurden diese Kontrastinversionen eingehend
untersucht. Zunéchst werden in Kapitel die Resultate der im Rahmen dieser Arbeit durch-
gefithrten Charakterisierung der beiden verwendeten ITO-Substrate prasentiert. In Kapitel
werden die experimentellen Ergebnisse beziiglich des BSE-Kontrastes von SiOs-Nanopartikeln auf
diesen Substraten dargestellt, gefolgt von einem Vergleich mit MC-Simulationen in Kapitel
Schlielich werden die Ergebnisse und die Entstehung der Kontrastinversionen in Abschnitt
diskutiert.

6.1 Eigenschaften von ITO160 und ITO22

Abbildung zeigt HAADF-STEM-Aufnahmen von IT0160 (Abbildung [6.1p) und 17022 (Ab-
bildung [6.1b). Man erkennt deutlich den hellen Materialkontrast des ITOs (Z > 24) im Vergleich
zum dunklen Kontrast der Substrate (in (a) Glas mit Z = 10 und in (b) Glaskohlenstoff mit Z = 6).
In beiden Bildern ist eine Platinschicht zu erkennen, welche bei der Herstellung der TEM-Lamel-
len zu deren Schutz wihrend des FIB-Prozesses aufgebracht wird. In Abbildung ist dariiber
hinaus eine diinne Kohlenstoffschicht zwischen ITO und Platin zu erkennen, die fiir FIB-Tomo-
grafie zur Erhchung der Leitfihigkeit aufgedampft wurde. Wahrend die IT0160-Schicht dicht und
homogen erscheint, erweckt die des IT022-Substrats einen wolkigen Eindruck, was auf deutliche
Porositiat im Material hindeutet. Dies ldsst darauf schliefen, dass die effektive Dichte der ITO22-
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A )

Glaskohlenstoff

Abbildung 6.1. HAADF-STEM-Aufnahmen von Querschnitten von (a) ITO160 und (b) ITO22, aufge-
nommen bei 200 keV PE-Energie. Beide Substrate wurden bei der Lamellen-Anfertigung zum Schutz mit
einer Platin-Schicht iberzogen. In (a) ist ferner eine dinne Kohlenstoffschicht zu erkennen, welche mittels
PVD fiir FIB-Tomografie zusdtzlich aufgetragen wurde.

Schicht geringer sein muss als bei ITO160. In der Tat zeigen MC-Simulationen eine deutlich bes-
sere Ubereinstimmung mit Messergebnissen, wenn fiir 17022 eine Dichte von lediglich 5,0 8/cm3
angenommen wird statt den nominellen 7,1 &/cm3.

Laut Herstellerangabe betriagt die Dicke der ITO-Schicht auf ITO160-Substraten 180 nm. Die
Auswertung mehrerer HAADF-STEM-Aufnahmen zeigt jedoch, dass die Dicke im Mittel lediglich
160 + 5 nm betrdgt (woher auch die Bezeichnung /70160 riihrt). Entsprechend ergibt sich fiir die
hausintern hergestellten ITO22-Schichten eine Dicke von 22 4+ 5 nm.

2

Sn

Impulse / a.u.

b

2 3
Energie / keV

Abbildung 6.2. (a) EDXS-Mapping der in Abbildung gezeigten Probenstelle von ITO160, aufgenom-
men bei 200 keV. Der Rahmen fasst den Bereich ein, der zur Quantifizierung herangezogen wurde. Das
dabei gemessene EDXS-Spektrum mit den wichtigsten Linien von Indium, Zinn und Sauerstoff ist in (b)
dargestellt.

In Abbildung [6.2k wird das zu einem Ausschnitt von Abbildung [6.1p gehérende EDXS-Mapping
einer ITO160-Schicht gezeigt. Das Indium-Signal in Abbildung ist rot und das Zinn-Signal
gelb eingeférbt, weshalb die ITO-Schicht in der Summe orange erscheint. Darunter ist in hellblau
das Silizium-Signal des Glastréagers zu erkennen. Vom umrahmten Bereich wurde eine Quantifi-
zierung durchgefiihrt; das zugehorige gemittelte EDXS-Spektrum mit den relevanten Linien von
Indium, Zinn und Sauerstoff ist in Abbildung dargestellt. Hier wird deutlich, dass die unmit-
telbare Nachbarschaft von Indium und Zinn im Periodensystem (Ordnungszahlen 49 und 50) eine
Quantifizierung erschwert, da die charakteristischen Energien sehr nah beieinander liegen und im
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Spektrum deshalb iiberlappen. Die Analyse vierer Probenstellen von IT 0160 ergibt eine atomare
Zusammensetzung von im Mittel 50,5 at.% Sauerstoff, 45 at.% Indium und 4,5 at.% Zinn, was einer
Summenformel von InygSn;O1; entspricht. Zum Vergleich: die nominelle Zusammensetzung von
ITO ist In1gSn; 099, das heifit die ITO-Schicht enthélt deutlich weniger Indium, als sie enthalten
sollte.

Die Quantifizierung dreier Probenstellen von IT022 zeigt ebenfalls Abweichungen von nominell
zu erwartenden Werten: 59,5 at.% Sauerstoff, 35,5 at.% Indium und 5 at.% Zinn entsprechen einer
Summenformel von In;Sn;Oq9 statt nominell InjgSni Ogg.

Da eine Quantifizierung von Sauerstoff mittels EDXS stark fehlerbehaftet sein kann und daher mit
Skepsis betrachtet werden sollte, wurde sie fiir beide Substrate unter Ausschluss von Sauerstoff,
also nur fiir Indium und Zinn, wiederholt. Doch auch so ergibt sich ein In-zu-Sn-Verhéltnis von
10:1 (ITO160) bzw. 7:1 (ITO22), wiahrend es nominell 18 : 1 betrégt. Geht man von einer Zusam-
mensetzung aus stochiometrisch korrekten Indium- und Zinnoxid aus (d.h. IngO3 und Sn;O2), so
ergeben sich, basierend auf den obigen Verhiltnissen, die Summenformeln InjpSn;O47 (IT70160)
und Inj4Sny095 (IT022). Da zwischen den beiden Varianten der Quantifizierung effektiv nur bei
ITO160 ein Unterschied im Sauerstoffanteil existiert und dieser bei MC-Simulationen keine nen-
nenswerte Auswirkung zeigt, wurden bei allen Simulationen die Ergebnisse der Quantifizierung mit
Sauerstoff verwendet (vgl. Tabelle [4.1)).

6.2 Kontrastinversionen im Riickstreuelektronenbild von SiO»-
Nanopartikeln auf Indium-Zinn-Oxid beschichteten Substra-
ten

BSE-Abbildungen von 100nm groflen Silika-Nanopartikeln auf IT7022- und IT0160-Substraten
wurden mit einem ringférmigen Halbleiterdetektor aufgenommen, welcher zentral unter dem Pol-
schuh montiert ist (vgl. Kapitel [3.3.4). Die systematische Untersuchung der Kontrastinversionen in
diesen BSE-Bildern zeigte eine ausgepriagte Abhingigkeit des NP-Kontrastes von PE-Energie (Ey)
und Arbeitsabstand (WD) sowie vom verwendeten Substrat. Es wurden Energiebereiche zwischen
3 und 17keV untersucht sowie Arbeitsabstéinde von 4 bis 12 mm.

6.2.1 Arbeitsabstandsabhingigkeit

In Abbildung wird die WD Abhéngigkeit des BSE-Kontrastes auf ITO160 bei konstanter PE-
Energie von 5keV betrachtet. Zum Vergleich sind SE-Bilder der gleichen Probenstellen gezeigt,
die unter gleichen Bedingungen erstellt wurden. Man erkennt, dass sich der SE-Kontrast bei den
verschiedenen Arbeitsabstéinden kaum &ndert (Abbildung [6.3p-c), wihrend Nanopartikel in den
BSE-Aufnahmen (Abbildung [6.3d-f) offenkundig mit unterschiedlichem Kontrast erscheinen. Bei
einer WD von 4mm weisen sie einen hellen (positiven) Kontrast auf (Abbildung [6.3(), welcher
angesichts der deutlich kleineren mittleren Ordnungszahlen von SiOg (Z = 10) im Vergleich zu
ITO (Z = 28,5) iiberrascht. Man erwartet eigentlich negativen Materialkontrast von SiOg auf ITO
im BSE-Bild. Bei Erhchung der WD verringert sich der NP-Kontrast rapide und verschwindet
bei ungefdhr 6 mm WD, d.h. Partikel sind nicht mehr vom Hintergrund zu unterscheiden (Abbil-
dung ) Wird die WD weiter erhoht, so kehrt sich der Kontrast um und NP erscheinen dunkel
vor hellem Hintergrund, wie Abbildung fiir WD = 12 mm demonstriert.

Beim IT022-Substrat konnte im untersuchten WD Bereich von 4 bis 12mm keine Kontrastin-
version beobachtet werden. Der Kontrast blieb stets positiv. Exemplarische Bilder finden sich in
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a) WD 4 mm b) WD 8 mm C) WD 12 mm

Abbildung 6.3. 5 keV SE- (a-c) sowie BSE-Aufnahmen (d-f) von 100 nm SiO2-NP auf ITO160 in Abhin-
gigkeit vom Arbeitsabstand zwischen 4 und 12 mm. Jedes einzelne Bildpaar (a+d, b+e, c+f) zeigt identische
Probenstellen. Bildkontrast und Helligkeit wurden zur Verbesserung der Sichtbarkeit nachtrdglich erhdéht.

Abbildung[A.7.1)im Anhang. Ferner wurden Messreihen bei Ey = 10keV durchgefiihrt. Auf 170160
ist der Partikelkontrast im gesamten WD Bereich sehr schwach. Die Partikel sind also kaum zu
erkennen. Dennoch ist eine Kontrastumkehr von positiven zu negativen Werten bei WD = 10 mm
messbar. Auf IT022 bleibt der Kontrast wiederum stets positiv. Beispielbilder hierzu finden sich

ebenfalls im Anhang, Abbildungen (ITO160) und (IT0O22).

Dariiber hinaus fallen zwei Dinge auf. Das ITO160-Substrat zeigt einen stark ausgepragten, kachel-
artigen Topografiekontrast in der BSE-Aufnahme bei 4 mm (Abbildung[6.3{d). Das Bild #hnelt stark
dem SE-Bild (Abbildung [6.3h), was auf die Uberlagerung von Material- und Topografiekontrast
hindeutet. Aulerdem sticht der deutlich unscharfe Kontrast der Partikel in Abbildung hervor,
welcher auf das groere Wechselwirkungsvolumen zuriickzufiihren ist, aus dem BSE, verglichen mit
SE, austreten.

6.2.2 Energieabhingigkeit

Abbildung [6.4] prisentiert BSE-Aufnahmen von 170160 bei konstanter WD von 10 mm mit unter-
schiedlichen PE-Energien von 3keV, 10keV und 17 keV. Bei geringen Beschleunigungsspannungen
ist der Kontrast erwartungsgeméf negativ (Abbildung ) Der Kontrast wird mit zunehmender
PE-Energie geringer. Bei £y = 10keV sind die NP nicht mehr vom Hintergrund zu unterscheiden
(Abbildung |6.4p). Trotz weiter zunehmender Energie bleibt der Kontrast verschwindend gering.
Bei 17keV (Abbildung [6.4k) betréigt er laut Messung 0,04 = 0,01, weshalb man hier ebenfalls von
einer Kontrastinversion bei Ey ~ 10keV sprechen kann.
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a) E, 3 keV b) E, 10 keV
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Abbildung 6.4. BSE-Aufnahmen von SiOy-NP auf ITO160 bei WD = 10 mm. Die verwendete PE-Energie
betrdgt bei (a) 3keV, (b) 10 keV und (c) 17 ke V. Bildkontrast und Helligkeit wurden bei (a) zur Verbesserung
der Sichtbarkeit nachtraglich angepasst.

a) E, 3 keV b) E, 8 keV ) E, 17 keV

Abbildung 6.5. BSE-Aufnahmen von SiOs-NP auf ITO22 bei WD = 10 mm. Die verwendete PE-Energie
betrdgt bei (a) 3keV, (b) 8keV und (c) 17keV. Bildkontrast und Helligkeit wurden bei (a) und (b) zur
Verbesserung der Sichtbarkeit nachtrdglich angepasst.

Bei ITO22 und dem gleichen Arbeitsabstand von 10 mm ist das Ey-abhingige Kontrastverhalten
der NP ahnlich, jedoch deutlicher ausgeprigt, wie Abbildung zeigt. Bei 3keV liegt ebenfalls
negativer Kontrast vor (Abbildung ), der mit zunehmender PE-Energie schwécher wird. In
Abbildung [6.5p ist klar zu erkennen, dass der Kontrast bei Ey = 8 keV invertiert ist, was bedeutet,
dass in diesem Energiebereich eine Kontrastinversion stattfindet. 8 keV stellt auch das lokale Ma-
ximum dar, denn fiir gréfere Energien nimmt der NP-Kontrast bis zur hochsten hier verwendeten
PE-Energie von 17keV wieder stetig ab.

Beide Messreihen wurden auch mit 6 mm und 4 mm WD durchgefiihrt. Im ersten Fall ist der Par-
tikelkontrast auf ITO160 extrem schwach und die Partikel sind kaum zu erkennen. Dennoch ist
eine Kontrastinversion zwischen 3keV und 4keV messbar. Auf IT022 ist bei 6 mm dagegen der
Kontrast stets positiv. Bei WD = 4mm ist der Kontrast auf beiden Substraten stets positiv und
keine Kontrastumkehr messbar. Einzelne anschauliche Aufnahmen hierzu finden sich in Abbildun-

gen [AT7.4) bis [A77.7 im Anhang.

Auch bei konstantem Arbeitsabstand wird die Uberlagerung von Material- und Topografiekontrast
bei hoheren PE-Energien deutlich. Obwohl die Oberfliche des ITO22-Substrates sichtlich feiner ist
(helle und dunkle Fliichen), dhnelt beispielsweise Abbildung sehr stark einer SE-Aufnahme.
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6.2.3 Substratabhingigkeit

a)

Abbildung 6.6. Vergleich von BSE-Aufnahmen von SiO3-NP auf (a) ITO160 und (b) ITO22, aufgenommen
mit 6 ke V und 10 mm WD. Bildkontrast und Helligkeit wurden zur Verbesserung der Sichtbarkeit nachtrdglich
angepasst.

Eine weitere Kontrastinversion fillt auf, wenn man Bilder gleicher Silika-Partikel auf den beiden
verschiedenen Substraten miteinander vergleicht (Abbildung. Obwohl die Aufnahmebedingun-
gen identisch sind (Ey = 6keV, WD = 10 mm), zeigt Abbildung negativen Partikelkontrast auf
IT0160, wihrend Abbildung[6.6b positiven NP-Kontrast auf 7022 aufweist. Der erste Verdacht,
dass es sich hierbei um eine materialabhéingige Kontrastinversion handeln kénnte, wird sich im Fol-
genden als Fehleinschétzung herausstellen. Tatséchlich ist sie ein Ergebnis der unterschiedlichen
ITO-Schichtdicken.

6.3 Vergleich von gemessenen und berechneten Kontrastwerten

Die beobachteten Kontrastinversionen bei BSE-Abbildungen von NP zeugen von der Problematik
der Interpretation von BSE-REM-Bildern. Bei komplexen Strukturen, wie den vorliegenden Silika-
NP auf ITO-beschichteten Substraten, ist eine Deutung des Partikelkontrastes als reiner Materi-
alkontrast unzureichend. Ferner ist aus praktischer Sicht der Versuch, den Kontrast fiir jedes zu
untersuchende System aufs Neue mittels ,, Trial and Error* Methode zu optimieren langwierig und
arbeitsintensiv. Aus diesem Grund wurde im Folgenden mit MC-Simulationen ein systematischer
Ansatz gesucht, die Entstehung des BSE-Kontrastes zu verstehen und optimale Abbildungsbedin-
gungen fiir optimalen Kontrast zu finden.

In Abbildungen— Werden die experimentell bestimmten Kontrastwerte (quadratische Sym-
bole, durchgezogene Linien) mit MC-Simulationen verglichen. Dabei kamen sowohl Mott-Wir-
kungsquerschnitte nach Czyzewski (kreisféormige Symbole, gestrichelte Linien) als auch Screened-
Rutherford-Wirkungsquerschnitte (dreieckige Symbole, gestrichelte Linien) zum Einsatz.

In Abbildung[6.7h wird der Partikelkontrast als Funktion der WD bei 5 keV PE-Energie dargestellt.
Wie bereits in Abbildung[6.3] gezeigt, nimmt der gemessene Kontrast auf IT0160 fiir zunehmende
WD stetig ab und unterlduft einer Inversion von positiv nach negativ bei WD = 6 mm (schwarze,
volle quadratische Symbole). Die entsprechenden MC-Simulationen bestétigen diesen Verlauf und
zeigen lediglich beim kleinsten Arbeitsabstand von 4 mm eine merkliche Abweichung. Gleicherma-
Ben enthalten sind in Abbildung die Messwerte auf ITO22 (rote, leere quadratische Symbole).
Sie zeigen ebenfalls eine stetige Abnahme des positiven Kontrastes, der sich fiir grole Arbeitsab-
stande null anndhert. MC-Simulationen geben auch hier den Verlauf korrekt wieder und deuten
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Abbildung 6.7. BSE-Kontrast von SiOz-NP auf ITO22 und ITO160 in Abhdngigkeit vom Arbeitsabstand
bei (a) Eg = 5keV und (b) Ey = 10keV. Es werden experimentelle Daten (quadratische Symbole, durch-
gezogene Linien) mit MC-Simulationen verglichen, welche entweder mit Screened-Rutherford (kreisformige
Smybole, gestrichelte Linien) oder Cz-Mott (dreieckige Symbole, gestrichelte Linien) Wirkungsquerschnitten
berechnet wurden.

ferner an, dass fiir grofiere Arbeitsabstinde bei IT022 eine Kontrastinversion moglich ist.
Abbildung[6.7p prisentiert die Ergebnisse von Messungen und Simulationen mit Ey = 10keV. Wie
schon bei der kleineren PE-Energie nimmt der positive Kontrast fiir zunehmende WD ab, jedoch
sind die Steigungen der Kurven ab ca. 5 mm merklich flacher, sodass sie sich asymptotisch einem
konstanten Wert zu nidhern scheinen. Zugleich sind die Kontrastwerte mit 10keV im Allgemeinen
kleiner als mit 5keV. Bei ITO22 ist keinerlei Tendenz zur Kontrastinversion sichtbar, bei IT0O160
dagegen ist eine Kontrastumkehr messbar, aber nur sehr schwach ausgepréigt. Dennoch wird auch
sie von MC-Simulationen bestétigt.
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Abbildung 6.8. BSE-Kontrast von SiOs-NP auf (a) ITO160 und (b) ITO22 in Abhingigkeit von Eq bei
WD = 4mm. Es werden experimentelle Daten (quadratische Symbole, durchgezogene Linien) mit MC-Si-
mulationen verglichen, welche entweder mit Screened-Rutherford (kreisformige Symbole, gestrichelte Linien)
oder Cz-Mott (dreieckige Symbole, gestrichelte Linien) Wirkungsquerschnitten berechnet wurden.



104 KAPITEL 6. RUCKSTREUELEKTRONENKONTRAST

Auch bei konstant gehaltenem Arbeitsabstand von 4mm und variabler PE-Energie zeigen beide
Substrate ein #hnliches Verhalten, wie Abbildungen [6.8 (/T0160) und (ITO22) demonstrie-
ren. Nanopartikel haben in Messungen und MC-Simulationen durchweg positiven Kontrast, der
sich fiir Fy > 5keV asymptotisch null annihert. Ferner weisen beide Substrate bei Ey < 5keV ein
Maximum auf. In diesem Zusammenhang deuten die MC-Simulationen in beiden Fillen auch klar
Kontrastinversionen bei Energien unterhalb von 2 keV an, welche aber experimentell nicht nachge-
wiesen werden konnen aufgrund der stark abnehmenden Detektoreffizienz in diesem Energiebereich.
Die Ubereinstimmung zwischen Simulationen und Messung ist bei ITO160 (Abbildung ) gut,
insbesondere wenn ScR-Wirkungsquerschnitte verwendet werden. Dagegen sind die Diskrepanzen
bei IT0O22 (Abbildung ) groffer, wenn auch im Rahmen der Fehlerbalken noch akzeptabel.
Auch hier passen Simulationen mit ScR-Wirkungsquerschnitten besser als die mit Mott.
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Abbildung 6.9. BSE-Kontrast von SiO2-NP auf (a) ITO160 und (b) ITO22 in Abhingigkeit von Eq bei
WD = 6 mm. Es werden experimentelle Daten (quadratische Symbole, durchgezogene Linien) mit MC-Si-
mulationen verglichen, welche entweder mit Screened-Rutherford (kreisférmige Symbole, gestrichelte Linien)
oder Cz-Mott (dreieckige Symbole, gestrichelte Linien) Wirkungsquerschnitten berechnet wurden.

Bei einer Erhchung der WD um lediglich 2mm auf 6 mm zeichnet sich auf ITO160 bereits ein
deutlich anderes Bild ab (Abbildung ) Die gemessene Kontrastkurve hat bei Energien > 4 keV
einen sehr flachen Verlauf und weist nur extrem geringe Kontrastwerte auf, jedoch kehrt er sich bei
der kleinsten verwendeten PE-Energie von 3keV ins Negative um. MC-Simulationen bestéitigen
dies, deuten aber auch eine schnelle Zunahme des negativen Kontrastes fiir Fy < 3keV an.

Auch beim IT022-Substrat ist der Partikelkontrast bei WD = 6 mm grundsétzlich deutlich schwi-
cher als im Fall WD = 4mm (Abbildung ), gleichwohl ist der Verlauf vergleichbar: Maximum
bei Ey = 6keV und asymptotische Annéherung an null fiir groe Energien. Die Ubereinstimmung
der MC-Simulationen ist im Rahmen der Fehler ebenfalls &hnlich gut, wobei Screened-Rutherford
bei Ey > 5keV wieder leicht besser abschneidet, dafiir aber unterhalb von 5 keV zunehmend stérker
von den Messwerten abweicht als Cz-Mott. Ferner implizieren Simulationen eine Kontrastinversion
bei ca. 3keV, welche bei Extrapolation der Messwerte tatséchlich zwischen 2keV und 2,5keV zu
erwarten ist, d.h. auflerhalb des verfiigbaren Messbereiches.

Eine weitere Erhohung des Arbeitsabstandes auf 10 mm verédndert die Situation nur noch gering-
fiigig (Abbildung . Bei ITO160 nimmt die Steigung der Kontrastkurve weiter ab und die
gemessene Kontrastinversion verschiebt sich nach 10keV, gleichwohl nimmt der negative Kontrast
fiir kleine PE-Energien merklich zu im Vergleich zu WD = 6 mm (Abbildung ) Fir PE-
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Abbildung 6.10. BSE-Kontrast von SiO2-NP auf (a) ITO160 und (b) ITO22 in Abhingigkeit von Eqy bei
WD = 10 mm. Es werden experimentelle Daten (quadratische Symbole, durchgezogene Linien) mit MC-Si-
mulationen verglichen, welche entweder mit Screened-Rutherford (kreisformige Smybole, gestrichelte Linien)
oder Cz-Mott (dreieckige Symbole, gestrichelte Linien) Wirkungsquerschnitten berechnet wurden.

Energien > 11keV ist der Kontrast jedoch weiterhin schwach positiv.

Auch bei ITO22 verschiebt sich das Maximum weiter zu hoheren Energien (8keV) und der Kon-
trastverlauf flacht nochmals ab im Vergleich zu den beiden kleineren Arbeitsabstéinden, was in
einer messbaren Kontrastumkehr zwischen 4keV und 5keV resultiert (Abbildung (6.10p).

Sowohl die deutliche Kontrastinversion beim diinnen Substrat als auch die kaum messbare Inversion
auf ITO160 werden auch bei konstantem 10 mm Arbeitsabstand von MC-Simulationen erfolgreich
reproduziert. Generell sind berechnete und gemessene Kontrastwerte in guter Ubereinstimmung,
wobei bei IT022 abermals ScR-Wirkungsquerschnitte etwas besser passen als Mott.

Bei allen abgebildeten Graphen fillt auf, dass die berechneten Fehler der MC-Werte von ITO22
deutlich grofler sind als die von ITO160. Das ist eine unmittelbare Konsequenz der unterschiedli-
chen Schichtdicken im Zusammenhang mit der Methode, wie die Fehler berechnet werden (s. Ab-
schnitt . Die durchgefithrten Parametervariationen haben bei der Probe mit diinner ITO-
Schicht eine priagnantere Auswirkung auf den Kontrast als bei der dickeren ITO-Schicht, insbe-
sondere die Variation der Dicke um +5nm. Die Empfindlichkeit der Simulation bezeugt die Not-
wendigkeit Materialparameter moglichst genau zu kennen, um prézise Berechnungen iiberhaupt zu
ermoglichen.

Grundsitzlich ldsst sich aber im Rahmen der Fehler eine gute Ubereinstimmung der MC-Simula-
tionen mit gemessenen Kontrastwerten festhalten. Im Spezialfall der in dieser Arbeit untersuchten
komplexen Strukturen zeigen sich ScR-Wirkungsquerschnitte allgemein besser geeignet als Cz-
Mott-Wirkungsquerschnitte, insbesondere beim Substrat mit der diinneren IT0O22-Schicht. Auf
dem ITO160-Substrat ist nur bei Arbeitsabstdnden < 5mm ein merklicher Unterschied zuguns-
ten von Screened-Rutherford feststellbar; ansonsten erscheint die Wahl des Wirkungsquerschnittes
zweitrangig.
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6.4 Diskussion des Ursprungs der Kontrastinversionen

Die beobachtete gute Ubereinstimmung von berechneten Kontrastwerten mit Messergebnissen (Ab-
bildungen- konstatiert die hervorragende Eignung von MC-Simulationen zur Modellierung
von BSE-Bildern komplexer Strukturen. Gleichzeitig zeigen die untersuchten Kontrastinversionen,
dass BSE-Kontrast nicht pauschal als Materialkontrast interpretiert werden kann. Obwohl zwischen
SiOy-Nanopartikeln (Z = 10) und ITO-Substraten (Z > 24) negativer Kontrast zu erwarten ist,
kann unter bestimmten Bedingungen auch positiver Kontrast vorliegen, wie Abbildungen -
anschaulich zeigen. Im Folgenden werden die Ursachen hierfiir diskutiert.

a) b)
) NP + ITO160 . —— NP +TO22
le - ITO160 l e - To2

b,

3,14 rad o
500 — 500 —
400 — 400 —
2 300 2 300
% 300 § 300 —
o ] \ (@] T
O 200 — 5 O 200 —
_ 3 -
100 — 100 —
0 — 1,57 rad 0 —

Abbildung 6.11. Polardiagramme der BSE-Winkelverteilungen bei Eg = 5 keV auf (a) ITO160 mit (orange)
und ohne (blau) NP, sowie auf (b) ITO22 ebenfalls mit (grin) und ohne (violett) NP. Die detektierten
Winkelbereiche sind bei 4 mm WD schwarz und bei 10 mm WD rot markiert.

Bei 5keV wird auf ITO160 eine vom Arbeitsabstand abhéngige Kontrastinversion beobachtet (vgl.
Abbildung ) Die Ursache hierfiir liegt in der anisotropen Streuung von Elektronen und de-
ren Beeinflussung durch das Platzieren eines Nanopartikels auf der flachen I'TO-Oberfliche. Dieser
Sachverhalt wird in Abbildung anhand von Polardiagrammen berechneter Winkelverteilungen
veranschaulicht. Gezeigt wird jeweils die Anzahl gezihlter BSE in Abhingigkeit vom Streuwinkel
zwischen 1,57 rad, d.h. 7/2, und 3,14 rad, also w. Abbildung zeigt den Fall eines 90 nm SiO»-
NP auf ITO160 in orange sowie den Fall eines ITO160-Substrates allein, ohne NP, in blau. Die
geraden schwarzen und roten Strahlen grenzen die vom Detektor abgedeckten Winkelbereiche bei
4mm und 10mm WD ein. In Abbildung wird das gleiche fiir ITO22 gezeigt (griin mit NP,
violett ohne NP). Es féllt auf, dass die Winkelverteilung bei beiden Modellen mit NP merklich zu
kleineren Winkeln ausgerichtet ist im Vergleich zum reinen Substrat. Das Maximum liegt bei die-
sem némlich zwischen 2,25 rad und 2,35 rad, wihrend es mit vorhandenem NP bei nur ca. 2,15 rad
liegt. Aus diesem Grund dominiert bei kleiner WD auf 170160 das BSE-Signal des NP (positiver
Kontrast). Bei grofien Arbeitsabsténden dominiert das BSE-Signal des ITOs, was zu einer Kon-
trastinversion fiihrt (negativer Kontrast).

IT022 ist deutlich diinner also ITO160. Der BSE-Beitrag des reinen Substrats ist daher nur etwa
halb so grof§ im Vergleich zu 160nm ITO (vgl. violett in Abbildung und blau in Abbil-
dung [6.11h), da deutlich mehr PE die diinne Beschichtung passieren ohne zuriickgestreut zu wer-
den. Aufgrund des geringeren BSE-Beitrages ist die BSE-Intensitidt mit NP auf dem Substrat trotz
der Verschiebung der Verteilung zu grofleren Winkeln iiber den gesamten Winkelbereich grofler als
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Abbildung 6.12. 3D-Graphen mittels MC-Simulationen berechneter BSE-Winkelverteilungen in Abhdn-
gigkeit von Egy. Es werden die 4 hier diskutierten Fdille gezeigt: (a) NP auf 160 nm ITO auf Glas (NP +
I1T0160), (b) 160 nm ITO auf Glas (ITO160), (¢c) NP auf 22 nm ITO auf Glaskohlenstoff (NP + IT022),
und (d) 22nm ITO auf Glaskohlenstoff (ITO22).

ohne NP, entsprechend ist der Kontrast stets positiv.

In Abbildung wird der beschriebene Effekt nochmals in anderer Form veranschaulicht. 3D-
Graphen zeigen mittels MC-Simulationen berechnete BSE-Winkelverteilungen fiir alle vier Féalle
(ITO22 und IT0O160, jeweils mit und ohne NP) in Abhéngigkeit von Ey. Beim Vergleich der BSE-
Verteilungen mit vorhandenem NP (Abbildungen und [6.12) mit denen ohne NP (Abbil-
dungen [6.12p und [6.12), fillt auch in dieser Darstellung die Verschiebung zu kleineren Winkeln
durch das Partikel auf. Ursache hierfiir ist die starke Topografie der experimentellen Konfiguration
(NP auf ITO-Substrat). Wie Robinson und Joy beschreiben, haben in niedrige Winkel
gestreute BSE einen hohen topographischen Informationsgehalt. Demnach fithrt Topografie auf
der Probe zu einer verstirkten BSE-Ausbeute im Kleinwinkelbereich und ist daher allgemein der
Grund fiir den beobachteten positiven Partikelkontrast.

Dariiber hinaus wird in Abbildung [6.12] deutlich, dass dieser Effekt energieabhiingig ist: je kleiner
Ey, desto stérker ist die Verlagerung der BSE-Verteilung zu kleineren Streuwinkeln, da die Streu-
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wahrscheinlichkeit innerhalb des Partikels zunimmt. Ab einer bestimmten Energie schwécht der
Effekt aber wieder ab, da das Wechselwirkungsvolumen mit abnehmender Energie kleiner wird und
die Partikeloberfliche zunehmend wie eine flache Oberflache streut. Das Resultat sind Kontrast-
maxima, wie sie beispielsweise in Abbildung und zu sehen sind. Hirsch et al. |[11] haben
einen dhnlichen Effekt bei BSE-Aufnahmen von Gold-NP auf Silizium-Substraten beobachtet: der
Partikelkontrast wird maximal, wenn die Reichweite der Elektronen im Material dem Durchmesser
der Partikel entspricht.

Neben den Kontrastmaxima fiihrt die Energieabhéingigkeit der topografiebedingten Verschiebung
der BSE-Winkelverteilung auch zu den beobachteten energieabhéngigen Kontrastinversionen. Wie
weiter oben erwéhnt dhnelt das Streuverhalten des Partikels bei sehr kleinen Energien dem einer
ebenen, massiven Probe, sodass die Riickstreuung charakteristisch fiir das Material und negativer
Materialkontrast theoretisch messbar ist. Ob er auch praktisch beobachtbar ist, ist dagegen abhén-
gig vom verwendeten Arbeitsabstand, da die abnehmende Detektoreffizienz unterhalb von 3 keV
den Messbereich stark einschriankt. Bei 4 mm WD ist der Einfluss der Topografie sehr ausgeprigt
und die notwendigen Energien, um eine energieabhéngige Kontrastinversion zu messen, liegen un-
terhalb des detektierbaren Bereiches (s. Abbildung . Erst bei Erhohung der WD auf 6 mm
reduziert sich der Einfluss der Topografie ausreichend (vgl. Abbildungen und ), sodass
der erwartete negative Materialkontrast bei Energien liegt, die messbar sind (Abbildung. Noch
hohere Arbeitsabstinde wie 10 mm vergrofiern nochmals den Energiebereich, in dem negativer Ma-
terialkontrast vorliegt (Abbildung .

Im Allgemeinen nédhern sich mit abnehmender Ey die Kontrastwerte von 17022 und ITO160 ein-
ander an (Abbildungen - , da aufgrund des abnehmenden Wechselwirkungsvolumens die
Streuung nur nahe der Oberfliche stattfindet und der Dickenunterschied zwischen beiden ITO-
Schichten keine Rolle mehr spielt. Umgekehrt haben grofie PE-Energien allgemein den Effekt, dass
die Elektronen aufgrund der zunehmenden mittleren freien Weglénge die Silika-Partikel vermehrt
ungestreut passieren. Dies hat zur Folge, dass die BSE-Intensitéten selbst mit vorhandenem Par-
tikel primér vom Substrat dominiert werden und dadurch mit und ohne Partikel nahezu identisch
sind (s. Abbildung[6.12), was im Endeffekt den Kontrast auf beiden Proben verschwinden lésst.

Beim direkten Vergleich vom Kontrast auf ITO22 und ITO160 bei ansonsten identischen Bedin-
gungen fallen vereinzelt Kontrastinversionen auf, die im ersten Moment auf die unterschiedlichen
Substratmaterialien zuriickfithrbar scheinen (beispielsweise bei Ey = 6keV und WD = 10 mm,
Abbildung. Tatséchlich sind aber die unterschiedlich dicken ITO-Schichten Grund fiir die um-
gekehrten Vorzeichen der Kontraste. Wahrend neben den bereits zuvor erwdhnten Effekten der
starke BSE-Beitrag der dicken ITO-Schicht (Abbildung [6.12b) zum negativen Materialkontrast
auf ITO160 fiihrt, ist der Beitrag vom diinnen Substrat deutlich kleiner (Abbildung [6.12[), da die
Elektronen ausreichend Energie haben, das diinne I'TO zu passieren. Die Riickstreuung wird daher
vom Kohlenstoffsubstrat dominiert, welche aufgrund der kleinen Ordnungszahl 6 viel schwécher
ist, sodass topographiebedingter positiver Kontrast auf IT0O22 iiberwiegt.

Zur Bestétigung wurden ergénzende MC-Simulationen mit vertauschten I'TO-Schichten durchge-
fiihrt, d.h. einem mit nur 22nm ITO-beschichteten Glassubstrat und einem mit 160 nm ITO-
beschichteten Glaskohlenstoffsubstrat. Abbildung zeigt die Resultate energieabhéngiger Be-
rechnungen bei 10mm WD. MC-Simulationen mit diesen hypothetischen Substraten werden in
hellblau (160 nm ITO auf C) und orange (22nm ITO auf SiO2) dargestellt, wihrend zum Vergleich
Berechnungen mit den reguldren Substraten in rot (/7022) und blau (IT0160) abgebildet wer-
den. Zusétzlich sind auch die entsprechenden Messergebnisse in dunkelrot (/77022) und schwarz
(ITO160) enthalten. Ein griiner Doppelpfeil markiert die Kontrastinversion aus Abbildung
Eine 160 nm ITO-Schicht auf einem Substrat aus amorphem Kohlenstoff wiirde demnach zu na-
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Abbildung 6.13. BSE-Kontrast von SiOs-NP in Abhdngigkeit von Eqg bei WD = 10 mm auf unterschiedli-
chen Substraten. MC-Simulationen mit hypothetischen Substraten (160 nm ITO auf C, hellblau, und 22 nm
ITO auf SiOs, orange) werden mit Simulationen mit realen Substraten (160 nm ITO auf SiOs, blau, und
22 nm ITO auf C, rot) verglichen. Ferner werden Messergebnisse auf ITO160 (schwarz) und ITO22 (dun-
kelrot) dargestellt.

hezu identischem Kontrast wie auf reguldrem ITO160 (mit Glassubstrat) fithren, sodass keinerlei
Kontrastumkehr zwischen diesen beiden beobachtbar wire. Umgekehrt wiirde eine 22nm dicke
ITO-Schicht auf Glas einen dhnlichen Kontrastverlauf bewirken wie das regulidre IT022-Substrat,
sodass auch zwischen diesen beiden keine Kontrastinversion beobachtbar wére. Folglich sind es —
wie zuvor erldutert — die unterschiedlichen Dicken, die zum beobachteten invertierten Kontrast
fiithren.

Basierend auf den diskutierten Ergebnissen lassen sich Empfehlungen fiir die Verwendung von
Riickstreuelektronen bei der Untersuchung komplexer Strukturen im Nanobereich aufstellen.

Um Abbildungen mit bestmdoglichem Materialkontrast zu erhalten, miissen folgende Bedingungen
erfiillt werden:

e Es miissen kleine PE-Energien verwendet werden, sodass das Wechselwirkungsvolumen auf
Areale nahe der Oberfliche beschrinkt ist. Fiir Probengeometrien, wie sie in dieser Arbeit
vorkommen, bedeutet dies Ey < 4keV. Dabei gilt jedoch zu beachten, dass im Energiebereich
unterhalb von 2keV Riickstreukoeffizienten nicht mehr unabhéngig von FEj sind und daher
nicht mehr zwangsliufig die Ordnungszahlen der Materialien widerspiegeln [97].

e Es sollten moglichst nur BSE detektiert werden, die in grofle Winkel zuriickgestreut werden,
um den Einfluss der Topografie zu minimieren. Bei einem ringférmigen Halbleiterdetektor
unterhalb des Polschuhs bedeutet dies, dass grofle Arbeitsabstinde verwendet werden miissen
(WD > 10mm).

Falls dagegen das Ziel eine optimale Darstellung der Partikel mittels BSE ist, miissen sehr kleine
Arbeitsabstéinde (hier 4 mm) eingesetzt werden. Dadurch wird Kontrastentstehung durch die vor-
handene Topografie dominiert, was zu positivem Partikelkontrast und einer verbesserten Auflosung
fiihrt.

Beziiglich MC-Simulationen zeigen die Ergebnisse, dass es im untersuchten Energiebereich von
3 - 17keV nur geringe bis moderate Unterschiede zwischen der Verwendung von ScR- oder Cz-
Mott-Wirkungsquerschnitten gibt. Dies deckt sich mit Aussagen von Shimizu und Ze-Jun [148§]
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sowie Reimer [96], nach denen es bei Materialien von kleiner bis mittlerer Ordnungszahl und
PE-Energien grofier 5 kel kaum eine Rolle spielt, ob ScR- oder Cz-Mott-Wirkungsquerschnitte
verwendet werden. Beide Bedingungen sind in dieser Arbeit erfiillt. Ungeachtet dessen zeigen MC-
Simulationen mit ScR-Wirkungsquerschnitt generell eine geringfiigig bessere Ubereinstimmung mit
Messergebnissen, was vermutlich darauf zuriickzufiihren ist, dass Riickstreuung in grofle Winkel
vor allem am Kern des Zielatoms erfolgt und dies der Rutherford-Streuung zugrunde liegt. Aus
diesem Grund empfehlen sich bei &hnlichen experimentellen Bedingungen wie in dieser Arbeit ScR-
Wirkungsquerschnitte fiir MC-Simulationen des BSE-Kontrastes.



Kapitel 7

Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Depositionsverhalten von Siliziumdioxid-Nanoparti-
keln (NP) auf Zellen in Partikel/Zellkulturmedium-Suspensionen. Die Fragestellung ist motiviert
durch nanotoxikologische in-vitro-Studien, in denen Zellen am Boden eines Reaktionsgeféifies einer
Teilchen /Zellkulturmedium-Suspension mit definierter Teilchenkonzentration ausgesetzt werden,
um Korrelationen zwischen aufgenommener Partikeldosis in den Zellen und biologischer Wirkung
abzuleiten. Zur Bewertung der aufgenommenen Partikeldosis ist ein detailliertes Verstdndnis des
Depositionsverhaltens der Partikel notwendig. Partikelgrofie und Expositionsdauer sind entschei-
dende Parameter fiir die Deposition, die durch Diffusion und gravitationsgetriebene Sedimentation
bestimmt wird.

Der zweite Aspekt dieser Arbeit behandelt die Optimierung des Partikelkontrastes auf den stark
strukturierten Zelloberflichen sowie grundlegende Aspekte des Riickstreuelektronenkontrastes von
kleinen Partikeln und dessen quantitative Beschreibung mit Monte-Carlo (MC) Simulationen.

In diesem Kontext wurden in-vitro-Experimente mit SiOo-Partikel von 100, 200 und 500 nm Durch-
messer durchgefiihrt. Nach der Exposition von Lungenepithelzellen (Zelllinie A549) mit Partikeln
fiir 1h bzw. 4 h bei unterschiedlichen Eingabekonzentrationen wurden die Proben fixiert, entwis-
sert und getrocknet. Die deponierte Partikel-Flachendichte wurde mit Rasterelektronenmikroskopie
(REM) bestimmt und mit berechneten Flidchendichten verglichen. Da es im Rasterelektronenmi-
kroskop bei Betrachtung nichtleitender Proben zu starker Aufladung kommt und damit zu Bildver-
zerrungen, wurden die Zellen auf Indium-Zinn-Oxid (ITO) beschichteten Glassubstraten kultiviert.
ITO hat eine hohe elektrische Leitfahigkeit und reduziert somit deutlich die Aufladung der Proben.

Im Rasterelektronenmikroskop wurden REM-Aufnahmen von Zelloberflichen (sogenannte zellulé-
re Bereiche) und freien Substratflichen zwischen den Zellen (sogenannte interzellulidre Bereiche)
erstellt. Die Auswertung dieser Bilder hinsichtlich der deponierten Partikel-Flachendichte erfolgte
mit Hilfe einer semi-automatischen Zahlsoftware, die mittels verschiedener Algorithmen Partikel
identifiziert, zéhlt und im Bild markiert, sodass auch eine manuelle Kontrolle und Korrektur des
Ergebnisses moglich ist. Die Resultate zeigten, dass unabhéngig von Partikelgrofie, Eingabekonzen-
tration und Expositionsdauer in interzelluldren Bereichen deutlich mehr SiOs-Partikel deponieren
als auf den Zelloberflichen.

Die naheliegendste Erklarung fiir diese Diskrepanzen ist eine Inkorporation von Partikeln durch
die Zellen wihrend der Exposition. Die Partikelaufnahme wurde deshalb mit einem kombinierten
focused-ion-beam (FIB)/REM-System untersucht, indem Zellen sukzessive mit FIB aufgeschnit-
ten und mit REM im Querschnitt abgebildet wurden. Zusétzlich wurden Diinnschnitte von in
Epoxidharz eingebetteten Zellen mittels Rastertransmissionselektronenmikroskopie (STEM) auf
Partikelaufnahme hin analysiert. Wihrend die FIB-Tomografie nur eine geringe Partikelkonzentra-
tion in den Proben offenlegte, erbrachten STEM-Untersuchungen diesbeziiglich keine eindeutigen
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Ergebnisse. Die Quantifizierung der mittels STEM beobachteten Partikelaufnahme wurde aber als
statistisch nicht signifikant eingestuft, da mit dieser Technik nur ein sehr kleiner Ausschnitt der
Probe untersucht wird. Deshalb kommt diese Arbeit zu dem Schluss, dass grundsétzlich Aufnahme
von SiOs-Partikeln durch A549-Zellen zwar existiert, sie jedoch als zu gering erachtet wird, um die
Unterschiede zwischen zelluldren und interzelluldren effektiven Dosen zu erkléren.

Aufgrund der Fixierung der Proben mit Paraformaldehyd konnte auch ein Abwaschen der Parti-
kel von Zelloberflichen ausgeschlossen werden, weshalb eine Beeinflussung der deponierten Dosis
durch die Zellen selbst untersucht wurde. Hierzu wurden Depositionsexperimente mit zellfreien
ITO-Substraten durchgefiihrt, die unterschiedlichen Vorbeschichtungen unterzogen wurden. Zum
einen wurden die Substrate mit reguldrem Zellkulturmedium (CCM) vorbeschichtet, zum anderen
mit konditioniertem CCM. Konditioniertes Medium wurde aus dreitdgigen Zellkulturen entnom-
men, weshalb es zusétzlich zahlreiche, von den Zellen abgesonderte zellspezifische Proteine enthélt.
Abgesehen von der Vorbeschichtung verlief die Probenpréaparation identisch wie in den Versuchen
mit Zellen, sodass die Resultate vergleichbar sind. Die Auswertung der REM-Aufnahmen ergab
eine stark verringerte Deposition aller Partikelgrofien auf beiden zellfreien Substraten, verglichen
mit interzelluliren Messungen in Anwesenheit von Zellen. Dariiber hinaus konnte in fast allen Fil-
len eine groflere Menge Partikel auf den mit konditioniertem CCM vorbeschichteten Substraten
festgestellt werden als auf den mit regularem CCM vorbeschichteten Substraten.

Unter Beriicksichtigung dieser Resultate kommt diese Arbeit zu dem Schluss, dass die Bindung der
Partikel an spezifische Dockingplédtze erfolgen muss, sowohl auf den Zellen als auch in interzellulé-
ren Bereichen. Zelluldr handelt sich es dabei vermutlich um Rezeptoren, die an spezielle Proteine in
der Proteinkorona der Partikel binden. Interzelluldr werden Defekte in der Proteinbeschichtung des
Substrates vermutet. Da ein Weglassen der Zellen zu einer deutlichen Reduktion der Deposition auf
dem Substrat fiihrt, miissen diese Defekte grofiteils durch die Zellen selbst erzeugt werden. Ferner
verdndern die im konditionierten CCM enthaltenen Molekiile, die von A549-Zellen abgesondert
wurden, unweigerlich die Proteinbeschichtung des Substrates und fithren so vermutlich zu einer
weiteren Zunahme von Dockingpldtzen auf dem Substrat. Die unterschiedlichen zelluldren und in-
terzelluldren Flichendichten konnen deshalb durch unterschiedliche Dichten von Dockingplédtzen
in den jeweiligen Bereichen erklért werden.

Allgemein wird der REM eine exzellente Eignung zur Quantifizierung von deponierten effektiven
Dosen konstatiert. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit und rdumlichen Auflésung koénnen sehr
geringe Flichendichten von wenigen Partikeln pro 100 ym? gemessen werden.

Die Abhéngigkeit der gemessenen Partikel-Flichendichte von adhésiven Eigenschaften der Substra-
te und Zellen, hier im Speziellen von der Konzentration von Dockingpldtzen, stellt eine Schwierig-
keit fiir die Simulation der Partikeldeposition dar. Das weitverbreitete In vitro Sedimentation, Dif-
fusion and Dosimetry Modell, kurz ISDD, berticksichtigt in keiner Form derartige Effekte, weshalb
es in den in dieser Arbeit gezeigten Fillen mit geringer Deposition versagt. Das neuere Distorted
Grid (DG) Modell dagegen hat variable Adsorptionseigenschaften in Form der sogenannten sticki-
ness implementiert. Beschrieben wird diese durch eine Langmuirsche Gleichgewichtskonstante Kp,
welche bisher jedoch nicht messbar ist, sondern nur abgeschéitzt werden kann. Ungeachtet dessen
zeigten sich Simulationen unter sticky Bedingungen, d.h. mit einer starken Adhésion, geeignet, die
hohen interzelluldr gemessenen Partikelmengen wiederzugeben. Unter non-sticky Randbedingun-
gen, d.h. einer minimalen Adhésion der Partikel an die Oberfliche, konnten auch recht erfolgreich
sowohl die zelluldr gemessenen als auch die auf zellfreien Substraten gemessenen Partikel-Fla-
chendichten berechnet werden. Bei einer umfassenden Fehlerbetrachtung zeigte sich aber, dass die
Berechnungen sehr empfindlich auf Messunsicherheiten des hydrodynamischen Durchmessers sind.
Der hydrodynamische Durchmesser gilt als Maf} fiir die effektive Gréfle von geladenen Teilchen in
Suspensionen, die durch die Anlagerung von ionischen Molekiilen aus dem CCM gegeben ist. Oft
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wird der hydrodynamische Durchmesser mittels dynamischer Lichtstreuung gemessen, jedoch ist
dieses Verfahren sehr fehleranfillig, was zu unrealistischen Ergebnissen fithren kann. Daher sollten
alternative Techniken zur Messung der Partikelgréfie in Suspensionen gesucht werden.

Die Abbildung von SiOs-Nanopartikeln auf Zellen im Rasterelektronenmikroskop stellte aufgrund
der Komplexitdt der zu untersuchenden Objekte eine besondere Herausforderung dar. Aus diesem
Grund befasste sich der zweite Teil dieser Arbeit mit der Optimierung des Partikelkontrastes.
Abbildungen mit Sekundirelektronen (SE), die guten Topografiekontrast zeigen, sind gut geeig-
net, die Partikel-Flichendichte auf ITO/Glas-Substraten zu bestimmen. Auf Zelloberflichen war
dies mit SE jedoch nicht méglich, da die Topografie der sehr grobstrukturierten Zelloberfliche den
NP-Kontrast iiberdeckt. Hohen Partikelkontrast liefern dagegen Materialkontrastabbildungen mit
Riickstreuelektronen (BSE). Da die mittlere Ordnungszahl von SiOs (Z = 10) etwas grofer ist
als von Zellmaterial (Hauptbestandteil Kohlenstoff, Z ~ 6), heben sich die NP in BSE-Abbildun-
gen vom zelluldren Hintergrund mit hellem Kontrast ab. Eine Optimierung des Partikelkontrastes
in BSE-Aufnahmen erfolgte basierend auf Erkenntnissen aus umfangreichen Untersuchungen zur
Kontrastentstehung in BSE-Aufnahmen von komplexen Strukturen (s.u.). Die Verwendung eines
ringférmigen Halbleiterdetektors, der mittig unter dem Polschuh angebracht wird, erméglichte es,
durch Variation des Abstandes der Probe zum Detektor, BSE aus unterschiedlichen Winkelberei-
chen zu detektieren. Besonders giinstig erwiesen sich kleine Absténde, welche ein gemischtes Signal
aus Materialkontrast und Topografiekontrast liefern. Eine zusétzliche Verstirkung des Kontrastes
wurde durch das Anlegen einer Bremsspannung an die Probenbiihne erzielt, wodurch austretende
SE und BSE zum Detektor hin beschleunigt werden. Der so generierte Partikelkontrast von SiOs-
NP ermoglichte auch auf den Zellen eine zuverlassige Partikeldetektion und Quantifizierung der
Partikel-Flachendichten.

Bei der Abbildung von SiO2-NP auf ITO/Glas-Substraten mittels BSE wurden unerwartete Inver-
sionen des NP-Kontrastes beobachtet. Aufgrund der kleineren mittleren Ordnungszahl von SiOq
(Z = 10) gegeniiber ITO (Z > 24, je nach Stéchiometrie) erwartet man dunklen Materialkontrast
der NP. Dennoch wurde vereinzelt heller Partikelkontrast beobachtet. Aus diesem Grund wurden
systematische Untersuchungen des BSE-Kontrastes von SiO2-NP auf zwei Substraten mit unter-
schiedlicher ITO-Schichtdicke in Abhéngigkeit von Primérelektronen-Energie und Arbeitsabstand
durchgefiihrt und mit MC-Simulationen verglichen. Durch die erfolgreiche Korrektur der spezifi-
schen Eigenschaften des ringférmigen, zentral unter dem Polschuh befestigten Halbleiterdetektors
konnte eine gute Ubereinstimmung der mit MC-Simulationen berechneten Kontraste mit gemes-
senen Daten erzielt werden. Die Korrektur beriicksichtigt, dass die Detektoreffizienz zu niedrigen
Energien abnimmt. Dieser Effekt wird durch die metallische Schutzschicht des Halbleiters hervor-
gerufen. Ferner musste beriicksichtigt werden, dass ein Halbleiterdetektor nicht die Anzahl der
BSE misst, sondern deren Energie. Mit Hilfe der MC-Simulationen konnten die beobachteten Kon-
trastinversionen auf eine energieabhéngige Verschiebung der BSE-Winkelverteilung zuriickgefiihrt
werden, die durch die Topografie der SiOo-NP auf dem flachen I'TO-Substrat hervorgerufen wird.
Hieraus ergibt sich die Empfehlung, bei BSE-Abbildung &dhnlich komplexer Strukturen niedrige
Primérelektronen-Energien < 4keV und grofle Arbeitsabstdnde > 10mm zu verwenden, um op-
timalen Materialkontrast zu erhalten. MC-Simulationen auf Basis von Screened-Rutherford- und
Mott-Wirkungsquerschnitten haben gezeigt, dass unter den gegebenen Bedingungen nur geringe
Unterschiede zwischen beiden Wirkungsquerschnitten auftreten. Da aber MC-Simulationen mit
dem Screened-Rutherford-Wirkungsquerschnitt generell eine etwas bessere Ubereinstimmung mit
den Experimenten zeigten, wird empfohlen, bei vergleichbaren experimentellen Bedingungen (Ma-
terialien, Primérelektronen-Energien) auf diesen Wirkungsquerschnitt zuriickzugreifen.

Diese Arbeit hat gezeigt, dass REM-Abbildungen gut geeignet sind, die Deposition von 100 bis
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500 nm groflen SiOs-Partikeln auf Zellen zu quantifizieren. Fiir zukiinftige Arbeiten wére es inter-
essant, dies auch fiir kleinere Partikel zu untersuchen, da Partikel mit 100 nm Durchmesser die
Obergrenze fiir Nanomaterialien darstellen. Gegebenenfalls ist auch ein Wechsel des Partikelmate-
rials zu schwereren Materialien interessant, wie Titandioxid oder Eisenoxid. Um eine Beeinflussung
des Depositionsprozesses durch das gewihlte ITO-Substrat auszuschlielen, kann auch ein Wech-
sel der Substratbeschichtung in Betracht gezogen werden. Als Alternative zum Halbleiter ITO
kommen beispielsweise reine Metalle wie Gold in Betracht, sofern sie die nttige Biokompatibilitat
aufweisen.

Im Hinblick auf weiterfithrende Untersuchungen der Kontrastentstehung bei BSE-Abbildungen von
komplexen Strukturen besteht die Moglichkeit einen empfindlicheren Detektor zu verwenden, der
auch bei sehr kleinen Elektronenenergien noch ausreichend Signal liefert. Damit liefe sich auch der
von MC-Simulationen prognostizierte Verlauf des BSE-Kontrastes unterhalb von 3 keV bestétigen.
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Anhang

A.1 Zellkultivierung

A.1.1 Langzeitkultivierung und Auftauen von Zellen

A549-Zellen werden langfristig bei —196 °C in fliissigem Stickstoff gelagert. Hierzu werden sie in
DMEM, erginzt mit 10 % Dimethylsulfoxid, in ein Kryogefif (3-5 x 10° pro mL) iiberfiihrt und in
einen mit Isopropanol gefiillten Einfriercontainer des Typs Cryo 1°C Freezing Container (Relags
GmbH, Tuntenhausen) gegeben. In diesem werden die Zellen mit einer Abkiihlrate von 1°C pro
Minute auf —80 °C abgekiihlt und so eingefroren. Anschlielend wird das Kryogefafl mit den Zellen
in einen mit fliissigem Stickstoff gefiillten Tank iiberfithrt und dort gelagert.

Der Auftauprozess wird ziigig bei 37 °C durchgefiihrt. Der aufgetauten Zellsuspension wird 1 mL
mit einer Pasteurpipette entnommen und tropfenweise in 10 mL auf 4°C vorgekiihltes Zellkul-
turmedium gegeben. Um das Dimethylsulfoxid zu entfernen, wird die verdiinnte Suspension bei
1000 rpm fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur in einer Minifuge (r = 15 ¢m) pelletiert. Die pelle-
tierten Zellen werden in 10 mL auf Raumtemperatur erwérmtes Kulturmedium aufgenommen und
in eine Kulturflasche mit einer Wachstumsfliiche von 75cm? {ibertragen, welche wiederum bereits
10 mL vorgewérmtes (37 °) Medium enthilt. Die Zellen werden bei 37 °C, 95 % relativer Luftfeuchte
und 5% COgq kultiviert. Alle zwei Tage muss das Zellkulturmedium gewechselt werden.

Nach erreichen einer Dichte von 80-90 % werden die Zellen wie nachfolgend beschrieben passagiert.
Nach zwei Wochen Kultivierung sind die Zellen bereit in Versuchen verwendet zu werden.

A.1.2 Passagieren von Zelllinien und Bestimmung der Zellzahl

Erreichen Zelllinien eine Konfluenz von 80-90 %, werden sie passagiert, das heif3t die adhirenten
Zellen werden gelost und auf neue Kulturgefifle verteilt. Hierzu wird zunéchst das Kulturmedium
abgesaugt und die Zellen werden mit 5 mL warmen PBS™/~ gewaschen. Um ein Ablésen der Zellen
hervorzurufen, werden sie mit 2mL warmen Trypsin/EDTA fiir 5 Minuten bei 37°C inkubiert.
Trypsin ist ein Verdauungsenzym, welches Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen spaltet. EDTA
bildet mit gewissen Ionen, die die Wirkung von Trypsin unterbinden kénnen, wie Kalzium und
Magnesium, Chelatkomplexe. Durch Hinzugabe von 8 mL Zellkulturmedium wird die Trypsin-
Aktivitdt gestoppt. Die restlichen adhérenten Zellen werden durch mehrmaliges Aufziehen mit
einer Glaspipette vereinzelt und die erhaltene Zellsuspension wird in ein 15mL Reaktionsgef&fl
tiberfiihrt.

Zum weiteren Kultivieren werden 2 x 105 Zellen in eine neue Kulturflasche (Wachstumsfliche
75cm?) mit 20 mL frischem Zellkulturmedium iiberfiihrt. Fiir Sedimentationsexperimente werden
die Zellen wie in Kapitel beschrieben ausgesit. Die benotigten Zellzahlen werden wie folgt
bestimmt.

Zunichst wird eine 1 : 1000 Verdiinnung der Zellsuspension mit CASY®)ton (isotone Salzlésung)
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erstellt, welche mit einem vollautomatischen Durchflusszytometer (CASY®)! Cell Counter Model
TT) mittels Stromausschlussverfahren analysiert wird. Die Zellen werden hierzu mit einer hochpré-
zisen Kapillare einzeln eingesaugt und gezéhlt. Durch Anlegen einer Spannung wird dabei zwischen
lebenden Zellen und toten Zellen unterschieden, denn vitale Zellen haben eine unbeschidigte Mem-
bran und sind daher elektrisch nichtleitend, wahrend tote Zellen mit beschidigter Zellmembran
aufgrund der Leitfdhigkeit des Cytoplasmas Strom leiten.

A.2 Fixierlosungen zum Einbetten von Zellen in EPON

A.2.1 Zusammensetzung Erstfixierung

Ansatz fiir 50 mL Erstfixierung;:

e 25mL 0,2M Pipes
2,5mL 25 % Glutaraldehyd
5mL 20 % Paraformaldehyd
5mL 1% NaNg
12,5 mL HyO

A.2.2 Zusammensetzung Zweitfixierung

Ansatz fiir 16 mL Zweitfixierung:
e 3mL 0,2M Pipes
e 2mL 4% OsOy4
e 4mL 3,2% K3[Fe(CN)g]
2mL H,O
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A.3 Zusammenfassung der beim DG-Modell verwendeten Para-

meter
Tabelle A.3.1. Eingabeparameter fiir DG-Modell
Parameter Wert Einheit
solvent dynamic viscosity 0,00074 Pas
solvent .
. density of solvent 1,0 &/cm3
properties temperature of solvent 37,0 °C
density of raw material 2,0 g/cm?
particle diameters (dH) of particle / 122 /198 /501  nm
. agglomerate species
properties fraction of agglomerate species 1,0
agglomerate effective density 2,0 g/cm®
height of suspension column 3,118137 mm
experimental initial total concentration of material variabel £8/mL
parameters  total time of simulation 1,0 / 4,0 h
N x g (for centrifugation) 1
model he.ight of subcompartment 0,005 o
parameters ('51mu.lat10n elemer'lt) ‘
time interval for simulation 0,5 S
output data/graph report time interval 1 min
output data output compartment height 0,01 mm
parameters  plot / do not plot 1
bottom output only 0
sed. coeff. concentration dependence 0,0
diff. coeff. concentration dependence 0,0
initial dissolution fraction 0,0
method for modeling dynamic 1
dissolution
advanced . .
model type of d.lssolutllon rate 0
parameters rate of dissolution 0,048
times for dissolution fraction data [0.0,12.0] h
dlSSOluFlOH fr.actlons corresponding 10.0,0.163 — 0.163] L
to specified times
stickiness 0/1
adsorption dissociation constant 1.0E — 09
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A.4 DLS Partikel-Groflenverteilungen
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Abbildung A.4.1. Reprdsentative intensitdts-basierte DLS-Grdfienverteilungen von 100, 200 und 500 nm
Partikeln gemessen in CCM (a) und HO (b). Messungen wurden 0 h nach Prdparation der Suspensionen
bei Raumtemperatur durchgefihrt. Der kleine Peak bei ca. 10 nm rihrt vom FBS im CCM her.
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A.5 Ergebnisse weiterer Sedimentationsversuche

A.5.1 Interzellulire und zellulidre Flichendichten nach vierstiindiger Expositi-
on

interzellular

@

)
o
S

g S
3

Abbildung A.5.1. Reprdisentative REM-Aufnahmen von interzellulir (a,c,e) und zelluldr (b,d,f) gemesse-
nen Flichendichten nach vierstiindiger Exposition von (a,b) 100 nm NP mit einer Eingabekonzentration von
50 19/mL), (c,d) 200 nm SMP mit einer Eingabekonzentration von 50 #9/mL) und (e,f) 500 nm SMP mit einer
Fingabekonzentration von 109 #9/mr. (a,c,d) SE-REM-Bilder, aufgenommen mit 5 keV PE-Energie, (b,d,f)
BSE-REM-Bilder aufgenommen mit 5 keV PE-Energie und 1,9 kV (d) bzw. 4kV (e,f) Bremsspannung. Bild-
kontrast und Helligkeit wurden zur Verbesserung der Sichtbarkeit nachtrdglich angepasst.
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A.5.2 Zellfreie Experimente

a) CCM b) konditioniertes CCM
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Abbildung A.5.2. Reprisentative SE-REM-Aufnahmen von 100 nm SiO2-NP (a-c), 200 nm SiO3-SMP
(d-f) und 500 nm SiO5-SMP (g-i) auf Substraten unterschiedlicher Vorbeschichtung nach 4 h Ezposition.
(a,d,g) Zellfreies Substrat, im Vorfeld der Sedimentation mit gewéhnlichem CCM wvorbeschichtet. (b,e,h)
Zellfreies Substrat, vorbeschichtet mit konditioniertem CCM. (c,f,i) Interzellulire Fliche eines reguldren
in-vitro- Experimentes mit Zellen. Eingabekonzentrationen betrugen bei zellfreien Versuchen mit 100 nm NP
7r9/mr (a,b), mit 200 nm SMP 50 #9/mL (d,e) und mit 500 nm SMP 109 #9/mL (g,h). In allen anderen Fillen
mit Zellen (c,f,i) betrug die Eingabekonzentration 50 #9/mL.
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A.5.3 Erginzende Focused-Ion-Beam-Untersuchungen

Abbildung A.5.3. SE-REM-Aufnahme des einer dichten A549-Zelle von einer Kontrollprobe,
d.h. einer Probe, die keinen Silika-Partikeln ausgesetzt war, mit glatter Oberfliche. Am unteren
Rand ist das ITO-Substrat anhand des helleren Kontrastes erkennbar.

A.5.4 Erginzende STEM Aufnahmen von Diinnschnitten

a)

Abbildung A.5.4. (a) 30 keV HAADF-STEM-Aufnahme eines Diinnschnittes einer A549-Zelle
mit lediglich einem inkorporierten 100 nm SiOs-Nanopartikel. (b) Vergriofierungen des weifS um-
randeten Ausschnitts in (a). Weifler Pfeil markiert die Positionen des Partikels innerhalb einer
Zelle.
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Abbildung A.5.5. (a) 30 keV HAADF-STEM-Aufnahme eines Diinnschnittes einer A549-Zel-
le mit fiinf inkorporierten 100 nm SiOy-Nanopartikel. (b) Vergriofierungen des weiff umrandeten
Ausschnitts in (a). Weifse Pfeile markieren die Positionen der Partikel innerhalb einer Zelle.
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A.6 Erginzende Simulationen

non-sticky Randbedingungen

3.0 7 Interzellulare Messungen

& 100 nm, 1h, 7 pg/ml

~ A 100nm, 4h, 50 pg/ml

E 2.5+ ® 200nm, 1h, 50 pg/ml

5‘ A 200nm, 4h, 50 pg/ml

— 500 nm, 1h, 50 pg/mi

g 204 500 nm, 1h, 109 pg/ml

3] 1 FAR 500 nm, 4h, 50 pg/mi

5 500 nm, 4h, 109 pg/ml
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Abbildung A.6.1. Vergleich von interzellulir gemessenen Fldchendichten mit unter non-sticky Randbe-
dingungen simulierten Fldachendichten. Gegenstand sind Depositionsexperimente mit 100 nm, 200 nm und
500 nm SiOq-Partikel bei verschiedenen Eingabekonzentrationen (s. Legende) und 1 h bzw. 4 h Ezpositions-
dauer. Die diagonale Linie kennzeichnet eine Ubereinstimmung gemessener und berechneter Werte.
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sticky Randbedingungen
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Abbildung A.6.2. Vergleich von zelluldr gemessenen Flichendichten mit unter sticky Randbedingungen
simulierten Fldchendichten. Gegenstand sind Depositionsexperimente mit 100 nm, 200 nm und 500 nm SiOs-
Partikel bei verschiedenen Eingabekonzentrationen (s. Legende) und 1h bzw. 4 h Expositionsdauer. Man
beachte die Unterbrechung der x-Achse zwischen 4,1 und 101/um?. Die diagonale Linie kennzeichnet die
theoretische Ubereinstimmung beider Werte.
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sticky Randbedingungen

Messungen ohne Zellen
rot: Vorbeschichtung des Substrats: CCM
violett: Vorbeschichtung des Substrats: kond. CCM
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Abbildung A.6.3. Vergleich von bei zellfreien Depositionsexperimenten gemessenen Flichendichten mit
unter sticky Randbedingungen simulierten Flichendichten. Gegenstand sind Versuche mit 100 nm (quadra-
tische Symbole), 200 nm (kreisrunde Symbole) und 500 nm (dreieckige Symbole) SiOz-Partikel bei verschie-
denen FEingabekonzentrationen und 1h (geschlossene Symbole) bzw. 4 h (leere Symbole) Expositionsdauer.
Ezxperimente mit CCM-Vorbeschichtung des Substrats sind rot dargestellt, Versuche mit konditioniertem
CCM als Vorbeschichtung violett. Die diagonale Linie kennzeichnet eine Ubereinstimmung gemessener und
berechneter Werte.
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A.7 Ergebnisse weiterer Kontrastmessungen
A.7.1 Arbeitsstandabhingigkeit

a) WD 4 mm b) WD 8 mm C) WD 12 mm

Abbildung A.7.1. 5 keV BSE-Aufnahmen von SiO3-NP auf ITO22 bei unterschiedlichen Arbeitsabstinden:
(a) 4mm , (b) 8 mm und (c) 12 mm. Bildkontrast und Helligkeit wurden zur Verbesserung der Sichtbarkeit
nachtrdglich angepasst.

a) WD 4 mm b) WD 10 mm C) WD 12 mm

Abbildung A.7.2. 10 keV BSE-Aufnahmen von SiOs-NP auf ITO160 bei unterschiedlichen Arbeitsabstin-
den: (a) 4mm , (b) 10 mm und (c¢) 12 mm. Bildkontrast und Helligkeit wurden zur Verbesserung der Sicht-
barkeit nachtraglich angepasst.
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a) WD 4 mm | b) WD 8 mm C) WD 12 mm

Abbildung A.7.3. 10 keV BSE-Aufnahmen von SiOs-NP auf ITO22 bei unterschiedlichen Arbeitsabstin-
den: (a) 4mm , (b) 8 mm und (c) 12 mm. Bildkontrast und Helligkeit wurden zur Verbesserung der Sicht-
barkeit nachtrdglich angepasst.
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A.7.2 Energieabhingigkeit

a) E, 3 keV b) E, 6 keV ) E, 17 keV

Abbildung A.7.4. BSE-Aufnahmen von SiOs-NP auf ITO160 bei WD = 6 mm. Die verwendete PE-
Energie betrdgt bei (a) 3keV, (b) 6 keV und (¢) 17 keV. Bildkontrast und Helligkeit wurden zur Verbesserung
der Sichtbarkeit nachtrdiglich angepasst.

a) E, 3 keV b) E, 6 keV ) E, 17 keV

Abbildung A.7.5. BSE-Aufnahmen von SiO3-NP auf ITO22 bei WD = 6 mm. Die verwendete PE-Energie
betrdgt bei (a) 3keV, (b) 6keV und (c) 17 keV. Bildkontrast und Helligkeit wurden zur Verbesserung der
Sichtbarkeit nachtrdglich angepasst.

a) E, 3 keV

Abbildung A.7.6. BSE-Aufnahmen von SiO3-NP auf ITO160 bei WD = 4mm. Die verwendete PE-
Energie betrdgt bei (a) 3keV, (b) 9keV und (¢) 17 keV. Bildkontrast und Helligkeit wurden zur Verbesserung
der Sichtbarkeit nachtrdiglich angepasst.
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a) E, 3 keV b) E, 5 keV ) E, 17 keV

Abbildung A.7.7. BSE-Aufnahmen von SiO3-NP auf ITO22 bei WD = 4 mm. Die verwendete PE-Energie
betrdgt bei (a) 3keV, (b) 5keV und (c) 17keV. Bildkontrast und Helligkeit wurden zur Verbesserung der
Sichtbarkeit nachtrdglich angepasst.
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