Untersuchung biologischer Adsorbate mittels
moderner Quarzmikrogravimetrie
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Grundlagen

Die Quarzmikrogravimetrie (Quartz
Crystal Microbalance, QCM)
nutzt Anderungen des Schwin-
gungsverhaltens eines Quarz-
plattchens, hervorgerufen durch
Massenbelegung seiner Ober-
flache, zu Wagung im Nano-
grammbereich. Abb. 1 soll das
Prinzip verdeutlichen: Tonhéhe
(entsprechend der Frequenz, f)
und Nachklingzeit (beziehungs-
weise die Dampfung, D) einer
Glocke, als Beispiel eines mecha-
nischen Oszillators, sind von ihrer
GroBe und ihrem Material abhan-
gig". Setzt sich der Gléckner auf
die Glocke, wird der Ton durch
die zusatzlichen Masse tiefer und
klingt aufgrund der Viskoelasti-
zitat des Korpers, die flr eine
zusétzliche Dampfung sorgt,
schneller ab.

Bei der Quarzmikrogravimetrie
wird durch Anlegen einer abge-
stimmten Wechselspannung im
MHz-Bereich an die Elektroden
auf Ober- und Unterseite eines
Quarzes durch den piezoelektri-
schen Effekt eine Resonanz-
schwingung angeregt. Abhangig
von der Dicke des Quarzscheib-
chens bildet sich eine transversa-
le Scherschwingung der Kristall-
oberflachen aus.

Im einfachsten Fall, der Anlage-
rung einer starren Schicht auf der
Oberflache eines Quarzes der
Dicke d,, der ohne nennenswerte
Reibungsverluste mit der Fre-
quenz f, schwingt, stellt das ab-
gelagerte Material praktisch eine
VergroBerung der Kristalldicke,
Ad, und somit der Wellenlange
der Scherschwingung, dar. Sau-

Abb. 1: Eine Glocke klingt mit charakteristischer Tonhéhe und
Nachklingzeit. Die gezeigten Veranderungen der Masse und Ma-
terialeigenschaften verandern Tonh6he und Nachklingzeit, so-
dass eine Wagung und Riickschliisse auf die ,Festigkeit“ des

Gléckners méglich sind.

erbrey [1] zeigte, dass sich hier
die Resonanzfrequenz wie folgt
andert:

el ()

f,  dy po-d A

Sauerbrey-Gleichung:

pq Dichte des Quarzes
A Flache
Am  Massenanderung

Da die genannten Randbedin-
gungen beim Metallaufdampfen
und anderen technischen Pro-
zessen erflllt sind, wird QCM zur
Schichtdickenbestimmungen mit
Sub-Nanometerprazision ge-
nutzt. Bei dem am IMB einge-
setzten Gerét (Abb. 2) entspricht
nach (1) eine Massenbelegung
von 18 ng/cm? einer Verschie-
bung der ersten Resonanzfre-
quenz (5 MHz) um 1 Hz.

1) Daneben spielen das Umgebungsmedium und die Temperatur eine Rolle.

Weiterentwicklungen

Vergleicht man die Viskositaten
von Luft und Wasser, erscheint es
unrealistisch, eine Quarzmikro-
waage in Fllssigkeiten anzuwen-
den, da die wesentlich stérkere
Dampfung hier eine stabile Oszil-
lation des Kristalls verhindert.
Trotz der Attraktivitdt der Mess-
methode erschienen erst 2 Jahr-
zehnte nach Sauerbreys Verof-

Abb. 2: QCM-D Messaufbau. Rechts Hoch-
frequenzelektronik, davor Messkammer
fir Durchflussmessungen, am Binokular
zweite Messkammer mit Sichtfenster.
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fentlichung weitere Berichte, die
Quarzmikrogravimetrie in flissi-
gen Medien beschreiben [2]. Ne-
ben der groBen Dampfung berei-
ten die elektrische Kontaktierung
des Kristalls und die Temperatur-
kontrolle? experimentelle Proble-
me. Parallel zu technischen Ver-
besserungen wurden auch die
Modelle weiterentwickelt: Zu-
nachst wurde von Kanazawa [3]
die Kopplung der Scherwelle mit
der FlUssigkeit, spater von Martin
[4] eine starre Adsorbatschicht
zusammen mit einer viskosen
FlUssigkeit berlicksichtigt.

In der rasch ansteigenden Zahl
untersuchter Adsorbate, die
mehr und mehr biologischen Ur-
sprungs waren, tauchten nun
haufiger Proben auf, die so weit
von einem starren und ohne Pha-
senverschiebung mitschwingen-
den System entfernt waren, dass
bisherige Modelle unrealistische
Massen lieferten. Daher wurden

neue Modelle flir viskoelastische
Adsorbate entwickelt [5, 6]. Diese
Stoffe zeigen bei Scherung so-
wohl die Dampfung einer FlUssig-
keit als auch eine Riickstellkraft®.
Das heif3t, dass zusatzlich zu den
Eigenschaften der Flussigkeit die
Dicke, dg, und Dichte, pg, des Ad-
sorbatfilms sowie das komplexe
Schermodul, G, die MessgréBen
beeinflusst. G ist definiert als:

G=G +iG" = +i2mn, ()

Y- Elastizitatsmodul
N: Scherviskositat

Um die unbekannten GréBen dg,
Pe, Me Und N zu modellieren (siehe
Anhang), werden D&mpfungs-
und Frequenzénderungen der
Grundschwingung und bei Ober-
ténen bis 35 MHz registriert. Da-
mit liefert die Quarzmikrogravi-
metrie mit Dadmpfungsmessung
(QCM-D) sowohl die Masse als
auch viskoelastische GroBen ei-
nes Adsorbates, die, wie im Fol-

genden gezeigt wird, fir das Ver-
stédndnis biologischer Prozesse
an Oberflachen wichtig sind. Ein
weiteres Charakteristikum der
QCM ist, dass im Gegensatz zu
anderen Verfahren (Tab. 1) der
Wassergehalt eines Adsorbats
miterfasst wird.

Aktuelle Anwendungen
aus der Biologie

Die Wechselwirkung klnstlicher
Oberflachen, zum Beispiel Zell-
kulturtrdger oder medizinischer
Implantate, mit Bakterien, hdhe-
ren Zellen oder Geweben wird im-
mer vom Proteinadsorbat be-
stimmt, das spontan beim Kon-
takt der Oberflache mit Zellkul-
turmedium oder Blut gebildet
wird. Somit erfordert die Entwick-
lung spezieller Biomaterialien ne-
ben klassischer Oberflachenana-
lytik die Charakterisierung dieses
Adsorbates, zum Beispiel mit den
in Tab. 1 genannten Verfahren.

Kinetik Massen- Weitere Selektivitat *
belegung Parameter

QCM-D ja ja Me und ne nein
Surface Acoustic Wave [7] ja ja - nein
Ellipsometrie [8] : ja, nach Brechungs- ;

ja S ) nein

Kalibrierung index

Oberflachen Plasmonen i ja, nach Brechungs- nein
Resonanz [9] : Kalibrierung index
Elektrophorese/ nein rob . i
immunologisch* [10] 9 J
MALDI-TOF * [11] nein nein - ja

Tab. 1: Methoden zur Untersuchung von Proteinadsorbaten.
*) Nach Desorption kann die Zusammensetzung eines Multiproteinadsorbats bestimmt werden.

2) Temperaturédnderungen beeinflussen stark die Viskositat der Flissigkeit.

3) Ein Gummiball zeigt Viskoelastizitat. Fallt er auf den Boden wird ein Teil seiner kinetischen Energie durch Scherspannung konser-
viert und wieder in potentielle Energie umgewandelt. Der Rest geht durch die Viskositét verloren wodurch der Ball nicht wieder sein

Ausgangsfallhdhe erreicht.
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Abb. 3 a) und b): Lebende Zellen (L929 Fibroblasten), die in UV-modifizierten Bereichen einer Poly-
styroloberflache haften und von unmodifiziertem PS abgestoBen werden [12, 13]. Héhe der Initialien

jeweils 475 pm.

Am IMB wurde ein Verfahren zur
Steuerung von Zelladhasion auf
Kunststoffen entwickelt [12, 13].
Das Schreiben chemischer Mu-
ster auf Polymeroberflachen, die
von lebenden Zellen ,gelesen”
werden kénnen (Abb. 3), erlaubt
den Aufbau komplexer, or-
ganahnlicher Strukturen in Biore-
aktoren. Im QCM-D Experiment
nach Abb. 4 werden zwei unter-
schiedlich modifizierte Polysty-
rol-(PS-)Oberflachen® zunéichst
einer Pufferldsung (PBS) und
nach 15 Minuten einer Albuminl6-
sung® (BSA) ausgesetzt. Nach
Gleichung (1) zeigt die Frequenz-
abnahme die Adsorption des
Proteins. Wird nach 1 Stunde mit
PBS gespllt, bleibt Albumin in
unterschiedlicher Menge auf den
Oberflachen zurtick. Bei der fol-
genden Inkubation mit verdinn-
tem Serum (FCS), das eine kom-
plexe Proteinmischung enthélt,
werden auf dem UV-modifizierten
PS im Vergleich zum Unbehan-
delten mehr Proteine gebunden.

FCS PBS

|
|
07 ps BSA PBS |
I

Af[Hz]

40 - .
-50 1 e

-60 '

_70 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Zeit [min]

Abb. 4: Frequenzdnderung bei Proteinadsorption auf unbehandeltem (durch-
gezogen) und UV-modifiziertem Polystyrol (gestrichelt). Zu Beginn Pufferl6-
sung (PBS), nach 15 Minuten Albuminlésung (BSA). Frequenzabnahme ent-
spricht Adsorption des Proteins. Nach 1 Stunde Spiilen mit PBS und folgend
Inkubation mit Serum (FCS), dabei werden je nach Oberflache weitere Protei-
ne deponiert.

4) Durch Spincoating auf den Quarzkristall aufgebracht.

5) Kleinstes und haufigstes Protein im Blutplasma bzw. Serum. Ohne Peptidsequenzen die von den Rezeptoren der Zelle als Adh&sionspunkte er-

kannt werden.
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Material Nesa Gigsa d Bsa max
[x 103 Pa s] GE)| [nm]
Gold 43+0,5 670 + 150 0,8 0,1
RS 7613 1100 + 140 22+0,2
PS, UV-modifiziert 45+04 1100 £ 120 1,6 +0,2

Tab. 2: Viskositat n Schermodul

G, und Sattigungsschichtdicke

des Albuminadsorbats auf unterschiedlichen Oberflachen.

Das bedeutet, dass zellabwei-
sendes PS eine passivierende, al-
buminreiche Proteinschicht ad-
sorbiert, wahrend UV-modifizier-
tes PS die Albuminadsorption un-
terdriickt und statt dessen zellad-
hasionsférdernde Serumproteine
bindet. Die QCM-D zeigt zusétz-
lich Unterschiede der Viskoelas-
tistizitdt des Albumins (Tab. 2).

Oberflachen mit hochviskosen
Albuminschichten besonders
schlecht von Leber- und anderen
Zellen besiedelt werden.

Auch folgende Schritte beim
Kontakt lebender Zellen mit kon-
ditionierten Oberflachen kdnnen
mit QCM-D verfolgt werden. Abb.
5 zeigt Af und AD bei Proteinad-

Es wurde beobachtet, dass sorption und Zelladhdsion auf
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Abb. 5: Frequenz- (rot) und Dampfungsanderungen (blau) bei Zelladhdsion
auf UV-bestrahltem Polystyrol. Erste Signalanderungen bei t = 30 min durch
Proteinadsorption aus serumhaltigen Medium. Dampfungszunahme ab
t = 65 min durch Leberzellen, die auf die Oberflache sedimentieren und dort
haften. Nach Spiilen mit Medium bei t = 105 min weitere Dampfungséande-

rung durch Spreiten der Zellen.

UV-bestrahltem PS. Zun&chst
enthielt die Messkammer eine
Pufferlésung, die bei t = 30 min
gegen serumhaltiges Zellkul-
turmedium ausgetauscht wurde.
Die Proteinadsorption bewirkte
hier die deutlichen Signalande-
rungen. Nachdem bei t = 65 min
eine Leberzellsuspension in die
Kammer gespllt wurde und die
Zellen auf die Polystyrolbe-
schichtung des Quarzes sedi-
mentieren und anhaften, reagiert
praktisch nur die Dampfung, AD,
da der gréBte Teil der Masse haf-
tender Zellen nicht mehr von der
Scherschwingung erfasst wird®
und die Dichteunterschiede zwi-
schen Zellen und Ldsung gering
sind. Nur die Zellmembran, die
direkten Kontakt zum Sensor
hat, beeinflusst die Dampfung
des Systems. Nachdem bei
t =105 min die Kammer wieder
mit Medium gesplilt wurde, stieg
AD durch die VergréBerung der
Kontaktflache (Zellspreitung) so-
wie Verdnderungen der Membran
und des Cytoskeletts weiter an.
Derartige Messungen werden am
IMB zur Entwicklung neuer Poly-
mere als Tragermaterialien flr
Bioreaktoren genutzt.

Zusammenfassung und
Ausblick

Die QCM und verwandte Techni-
ken dienen zur Untersuchungen
der Vorgange an der Grenz-
schicht zwischen synthetischen
Materialien und lebenden Syste-
men (Zellkulturen, Gewebe, Bak-
terienfilme) und schlieBen die ge-

6) Die Schwingung reicht von der Sen-
soroberflache nur wenige 100nm in das
Medium. Der einige Mikrometer daru-
ber hinausreichende Zellkdrper wird
nicht ,mitgewogen®“.
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genwartig auf dem Forschungs-
gebiet der Biohybridsysteme be-
stehenden Liicken zwischen Bio-
logie, Chemie und Materialwis-
senschaften. Nach bisherigen Er-
fahrungen ist das oberfldchenge-
bundene Proteinensemble wich-
tiger Ausldser biologischer Vor-
gange (Zellvitalitat und Funktion).
Mit QCM-D kénnen in situ und in
Echtzeit die Schichtdicke und
viskoelastische Parameter biolo-
gischer Adsorbate (Adhéasions-
proteine, Antikoérper, Extrazellu-
larmatrix), sowie die Wechselwir-
kungen lebender Zellen mit die-
sen Schichten verfolgt werden.
So zeigten die bisherigen Arbei-
ten am IMB, dass durch UV-Mo-
difikation von Zellkulturtragern
das Plasmaproteinadsorbat be-
einflusst werden kann und so die
Adhésion von Zellen lokal ge-
steuert wird.

Biologische Adsorbate sind je-
doch oft so komplex, dass eine
einzelne Analysenmethode nicht
in der Lage ist gentigend Informa-
tion zu liefern. Daher soll im Rah-

men von Kooperationen die
Quarzmikrogravimetrie  durch
weitere Verfahren, wie Zirkular-
dichroismus-Messungen zur
Strukturaufklarung adsorbierter
Proteine, erganzt werden.

Auch die Quarzmikrogravimetrie
selbst besitzt ein groBes Entwick-
lungspotential. Ziele der techni-
schen Verbesserungen sind unter
anderem robuste und glnstige
Sensoren, um neue Anwen-
dungsfelder zu realisieren, sowie
noch schnellere Systeme zur Da-
tenaufnahme. Neue Anwen-
dungsfelder fur die QCM-D und
die Surface Acoustic Wave Tech-
nik in der angewandten Sensorik
dirften sich, ahnlich wie bei Or-
ganersatzsystemen in der Medi-
zin, ausgehend von rein kinstli-
chen Geréten hin zu biohybriden
Systemen entwickeln. Das heiBt,
auch in der Sensorik werden
Kopplungen eines Transducers
wie QCM-D mit biologischen
Komponenten entwickelt. Bei-
spiele hierflr sind Sensoren, die
auf Antigen/Antikdrper-Wechsel-

wirkungen beruhen [16], oder le-
bende Zellen als aktive Elemen-
te mit besonders hoher Selekti-
vitdt und Sensitivitdt enthalten
[17,18].

So sind biohybride Systeme nicht
nur selbst Gegenstand der Unter-
suchungen sondern stellen ihrer-
seits neue analytische Verfahren
dar, denen groBes wissenschaft-
liches Interesse entgegenge-
bracht und von denen ein hohes
Anwendungspotential erwartet
wird [19-21].
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Die Frequenz- und Dampfungsénderung Af bzw. AD ergeben sich wie folgt:

Af = Im(B) AD = — Re(B)
21t Pg Tt Pg
& 2mfn.— iy
, 0 SR g
Bz 2nfn~ ipe 1 -0 - exp(28,dy) o= &  2mn
- 2nf 1+0a - exp(28,d,) E 21— ipe .
&, 2rfn,
| (endPp, | 2nfp,
E.g Y n EZ = I
Het i21m, N

Subscripte Q, F und L bezeichnen Quarz, Film (Adsorbat) und Flussigkeit.
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