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Kurzreferat

Die topografische Funktionalisierung von Implantaten ist eine häufig angewandte
Methode zur Regulierung der Reaktion des angrenzenden Gewebes auf das Bioma-
terial. Trotz des erfolgreichen Einsatzes sind die Wirkungsmechanismen der Topo-
grafie auf das Biosystem jedoch nicht vollends geklärt, so dass die Erforschung neuer
Anwendungen weitgehend nach dem Prinzip von Versuch und Irrtum erfolgt. Für
eine gezieltere Nutzung topografischer Strukturen ist daher ein besseres Verständ-
nis ihrer Wirkung auf das Biosystem von großer Bedeutung. Es wird vermutet, dass
topografische Nanostrukturen insbesondere auf die Proteinadsorption wirken, die
die Zelladhäsion auf der Oberfläche und damit wichtige Zellfunktionen beeinflusst.
Lokal variierende elektrische Feldstärken nahe der Nanotopografie, die durch elek-
trochemische Prozesse induziert werden, werden dabei oftmals als mögliche Ursache
für die Modulation des Adsorptionsprozesses diskutiert. Für metallische Biomate-
rialien wurde bisher angenommen, dass die elektrische Feldstärke an Spitzen und
Kanten lokal erhöht ist. Eine mögliche Beeinflussung der Feldverteilung durch Pas-
sivierungsschichten, die von vielen metallischen Biomaterialien spontan gebildet
werden, wird bei dieser Annahme jedoch vernachlässigt. In der vorliegenden Arbeit
wurde aus diesem Grund am Beispiel einer topografischen Nanostruktur aus Titan
der Einfluss einer dünnen TiO2-Passivierungsschicht auf die elektrische Feldvertei-
lung mit Hilfe von FEM-Elektrostatikberechnungen untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass die elektrische Feldstärke im konkav gewölbten Bereich einer Modell-
struktur im Vergleich zum konvex gewölbten Bereich erhöht und die Feldverteilung
damit gegenüber einer rein metallischen Nanostruktur invertiert war. Dieses Ergeb-
nis liefert einen zusätzlichen Erklärungsansatz für die aus der Literatur bekannte
Ansammlung von Proteinen in den konkaven Regionen topografischer Nanostruk-
turen.

Die lokale Variation der elektrischen Feldstärke nahe topografischen Nanostruktu-
ren wird von geometrischen Effekten und lokal variierenden Dispersionswechselwir-
kungen überlagert. Zur Aufklärung der separaten Wirkung der elektrischen Feld-
verteilung einer topografischen Nanostruktur auf das Biosystem wurde daher ein
topografisch planares, elektronisch nanostrukturiertes Modellsubstrat aus Silizium
untersucht, in das 130 nm breite Linien mit einer Periode von 260 nm mit Phosphor
ionenimplantiert wurden. Es wurde eine bevorzugte Zellausrichtung entlang der Do-
tierlinien beobachtet, die eine direkte Wirkung der elektronischen Nanostruktur auf
das Biosystem vermuten ließ. Die Zellorientierung ergab sich dabei vermutlich als
Folge der lateralen Komponente des elektrischen Feldes über der Dotierstruktur. Die
Wirkung der elektronischen Nanostruktur auf die Adsorption des Zelladhäsionspro-
teins Fibronektin und die Adhäsion humaner MG-63-Osteoblasten konnte hingegen
auf eine Verschiebung des mittleren Oberflächenpotentials zu einem stark negativen
Wert im Vergleich zum elektronisch homogenen Ausgangsmaterial zurückgeführt
werden. Die Ergebnisse helfen, die Wirkungsweise der elektrischen Feldverteilung
nahe topografischen Nanostrukturen auf die Zellmorphologie aufzuklären.



Abstract

Topographical surface patterning of implants is a commonly used method to regu-
late the adjacent tissue’s response to a biomaterial. Despite their successful applica-
tion, however, fundamental interaction processes between topographical structures
and the biosystem are not fully explained. The exploration of new applications
therefore is largely based on the principle of trial and error. For a more targeted
use of topographical structures therefore it is of great importance to understand
their mechanisms of action on the biosystem. It is assumed that topographical nano-
structures act in particular on protein adsorption which affects the cell adhesion to
the biomaterial and consequently important cell functions. Locally varying electric
field strengths near the nano-topography, which are generated by electrochemical
processes, are often discussed as a possible cause for the modulation of the adsorp-
tion process. For metallic biomaterials it is often assumed that the electric field
strength is increased locally near tips and edges . However, a possible influence on
the field distribution by passivation layers that form spontaneously on many me-
tallic biomaterials is neglected in this assumption. In the present work, based on
the example of a topographical nanostructure made of titanium, the influence of a
thin TiO2 passivation layer on the electric field distribution was thus investigated
using FEM electrostatics calculations. It was shown that the electric field strength
increases in the concave region compared to the convex region of a model structure
and the field distribution was therefore inverted compared to a purely metallic na-
nostructure. This result provides an additional explanation for the accumulation
of proteins in the concave regions topographical nanostructures known from the
literature.

The local electric field strength variation near topographical nanostructures is su-
perimposed by geometric effects and topographically induced locally varying dis-
persion interactions. To elucidate the separate effect of the field distribution on
the biosystem, thus, a topographically planar, electronically nanostructured mo-
del substrate was investigated. For this purpose, boron-doped silicon wafers were
selectively ion implanted with 130 nm broad lines (260 nm pitch) of phosphorus.
A preferred cell alignment along the line structure was observed that suggested a
direct effect of the electronic nanostructure on the biosystem. The cell orientati-
on potentially arised as a result of the partial lateral direction of the electric field
lines over the electronic nanostructure. The effect of the electronic nanostructure on
the adsorption of the cell adhesion protein fibronectin and the adhesion of human
MG-63 osteoblasts could, however, be attributed to a shift of the average surface
potential to a strong negative value in comparison to the electronically homoge-
neous wafer starting material. The results help to elucidate the effect of the electric
field distribution near topographical nanostructures on cell morphology.
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1 Einführung

Medizinische Implantate werden je nach ihrer Funktion temporär oder dauerhaft
jenseits der Haut- oder Schleimhautbarriere eingebracht, um Körperstrukturen zu
unterstützen oder sogar zu ersetzen. Eine Grundlage für einen erfolgreichen Ein-
satz wird bereits während der Implantation mit der Benetzung der Implantatober-
fläche durch Körperflüssigkeiten, wie z.B. Blut oder Serum, gelegt. Vor dem Kon-
takt mit dem Körpergewebe wird die Biomaterialoberfläche dabei mit einer Schicht
aus Proteinen belegt, die die Wechselwirkung des synthetischen Materials mit ge-
webebildenden Zellen vermittelt. Die Adsorption der Proteine stellt daher einen
entscheidenden Abschnitt bei der Integration eines Implantats in das umgeben-
de Körpergewebe dar [1, 2]. Durch Modifikation physikochemischer Oberflächenei-
genschaften lassen sich die Proteinadsorption, die Reaktion adhärenter Zellen und
damit letztlich die Reaktion des umgebenden Gewebes auf ein Biomaterial beein-
flussen [2–5]. Zu diesem Zweck kommen neben funktionellen Beschichtungen, die
die Oberflächenchemie verändern [5,6], vor allem topografische Modifikationen zum
Einsatz [7,8]. Beispielsweise kann die Stabilität und Dauerhaltbarkeit der Veranke-
rung einer Endoprothese im Knochenlager durch eine topografische Strukturierung
der Implantatoberfläche entscheidend verbessert werden [9]. Im Falle von Kurzzeit-
implantaten, wie z.B. Marknägeln, die bei der Bruchversorgung von Röhrenknochen
zum Einsatz kommen, werden hingegen polierte Oberflächen eingesetzt. Diese sollen
eine stabile Verbindung zwischen Knochen und Implantat möglichst unterbinden,
damit bei einer späteren Explantation keine größeren Defekte im Gewebe entste-
hen [10].

Trotz des erfolgreichen Einsatzes topografischer Oberflächenmodifikationen bei die-
sen und weiteren Anwendungsbeispielen sind viele der grundlegenden Prozesse, die
im Biosystem an einer solchen strukturierten Oberfläche auf molekularer und Zell-
ebene ablaufen, weitgehend unverstanden, und die Erforschung verbesserter Bio-
materialien erfolgt überwiegend durch Probieren [11]. Um topografische Oberflä-
chenstrukturen gezielter für medizinische Anwendungen zu nutzen, ist daher ein
besseres Verständnis dieser Prozesse notwendig.

Stochastische Topografien, wie sie für gewöhnlich auf Implantaten im Bereich der
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1 Einführung

Endoprothetik und der oralen Implantologie eingesetzt werden, setzen sich aus ei-
nem breiten Spektrum von Strukturgrößen im Mikro- bis Nanometerbereich zusam-
men, die alle gleichzeitig auf das Biosystem wirken und so die Interpretation seiner
Reaktion erschweren. Daher werden bereits seit Mitte des vergangenen Jahrhun-
derts periodische Strukturen (z.B. Pfosten- oder Grabenstrukturen) eingesetzt, um
die Komplexität dieser Fragestellung auf der Materialseite zu reduzieren [12]. Neben
der Ausrichtung von Zellen entlang von Grabenstrukturen oder ähnlichen anisotro-
pen Oberflächenstrukturen durch die sogenannte Kontaktführung (engl. Contact
Guidance) konnte seither ein Einfluss von Mikrostrukturen beispielsweise auf die
Zelladhäsion [13, 14] sowie auf eine Vielzahl weiterer Zellfunktionen nachgewiesen
werden [13,15–18].

Ein aktuelles Forschungsgebiet sind topografische Nanostrukturen und ihre Wir-
kung auf das Biosystem. In einer Reihe von Studien konnte gezeigt werden, dass
sowohl die Proteinadsorption selbst [2,19–22] als auch die Adhäsion von Zellen auf
einer Biomaterialoberfläche durch Nanotopografien beeinflusst werden [2,21,23,24].
Die Bindung der Zellen an das Biomaterial hat wiederum Einfluss auf viele Zell-
funktionen, darunter die Proliferation, Morphologie und Differenzierung [25]. Diese
Strukturen werden daher als ein Schlüsselfaktor zur Regulierung des Biosystems im
Kontakt mit Biomaterialien angesehen [2].

Von einigen Autoren wird die elektrostatische Wechselwirkung als eine der Haupt-
triebkräfte der Proteinadsorption angesehen [26–29]. So werden als mögliche Er-
klärung für den Wirkungsmechanismus topografischer Nanostrukturen oftmals lo-
kal erhöhte elektrische Feldstärken nahe Spitzen und Kanten angeführt, die die
Proteinadsorption modulieren [30–34] und dadurch die nachfolgende Zelladhäsion
beeinflussen [8, 11, 24]. Die Wirkung der lokal veränderlichen elektrischen Ober-
flächeneigenschaften auf das Biosystem an realen topografisch strukturierten Bio-
materialoberflächen ist jedoch untrennbar mit weiteren Effekten, wie lokal va-
riierenden Dispersionswechselwirkungen und geometrischen Einflüssen verknüpft
[20,22,24,30–32,34]. Wie stark jeder der einzelnen Faktoren an solchen Strukturen
auf das Biosystem wirkt, konnte aus diesem Grunde bisher nicht mit Bestimmtheit
gesagt werden.

Ausgehend von dieser komplexen biologischen und physikochemischen Situation an
der topografisch nanostrukturierten Fest-Flüssig-Grenzfläche ergeben sich zwei Fra-
gestellungen, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit behandelt werden. Zum einen
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stellt sich die Frage, welchen Einfluss eine Nanotopografie auf die Verteilung der
oberflächennahen elektrischen Felder an der Grenzfläche zwischen Biomaterial und
der Körperflüssigkeit hat, und wie sich die für viele metallische Implantatmate-
rialien relevante native Passivierungsschicht auf die Feldverteilung auswirkt. Zum
anderen ist die konkrete Rolle der elektrischen Feldverteilung einer Nanostruktur
bei der Proteinadsorption und bei der Zellbesiedlung Ziel der Untersuchungen.

Die Variation der elektrischen Feldstärke nahe einer topografischen Nanostruktur
wird mit Hilfe von FEM-Elektrostatikberechnungen untersucht. Als Modellsystem
wird hierfür eine Nanotopografie aus Titan im Kontakt mit einer Elektrolytlösung
mit physiologischer Salzkonzentration betrachtet. Dabei wird der Einfluss einer na-
tiven Passivierungsschicht auf die Feldverteilung berücksichtigt, die entgegen der
einfachen Modellvorstellung einer rein metallischen Oberfläche bei den meisten me-
tallischen Biomaterialien im direkten Kontakt mit dem Biosystem steht. Die Be-
rechnungen unterstützen und ergänzen die von Elter et al. [22, 34] durchgeführten
experimentellen Untersuchungen und Computersimulationen der Proteinadsorption
an topografisch nanostrukturierten Biomaterialoberflächen.

Um die Rolle der elektrischen Feldverteilung von topografisch nanostrukturierten
Biomaterialoberflächen bei der Proteinadsorption sowie bei der Zellbesiedlung auf-
zuklären, wird in der vorliegenden Arbeit ein Halbleiter-Modellsubstrat, das die lo-
kale Variation der elektrischen Feldstärke einer topografischen Nanostruktur nach-
bildet, vorgeschlagen und untersucht. Dabei weist das Modellsubstrat jedoch eine
vernachlässigbare topografische Variation auf. Lokal variierende Dispersionswech-
selwirkungen und geometrische Effekte werden dadurch ausgeschlossen. Die aus der
Materialcharakterisierung gewonnenen Erkenntnisse werden dabei mit Hilfe biolo-
gischer Untersuchungsmethoden verifiziert.
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2 Grundlagen

2.1 Biomaterialien und Biokompatibilität

Die genaue Definition des Begriffs Biomaterial ist seit einigen Jahren Gegenstand
zahlreicher Debatten und wurde bis heute mehrfach geändert und ergänzt. Eine
einheitliche Terminologie konnte erst 1986 mit der Consensus Conference on De-
finitions in Biomaterials der Europäischen Gesellschaft für Biomaterialien erreicht
werden. Nach der dort beschlossenen Definition ist ein Biomaterial „ein nichtle-
bender Werkstoff für Medizinprodukte, der dafür vorgesehen ist, mit biologischen
Systemen in Wechselwirkung zu treten“ [35]. Eine Grundvoraussetzung für die Ver-
wendbarkeit eines Werkstoffs als Biomaterial ist dabei seine Biokompatibilität. Un-
ter dieser wird die Verträglichkeit zwischen technischem und biologischem System
verstanden [36]. Im Allgemeinen wird ein Biomaterial als biokompatibel angese-
hen, wenn es in Kontakt mit biologischem Gewebe die beabsichtigte therapeutische
Funktion ausübt, ohne dabei unerwünschte lokale oder systemische Nebeneffek-
te auszulösen [37]. Die Integrationseigenschaften eines Biomaterials werden direkt
durch die hauptsächlich an der Grenzfläche zum biologischen System stattfindenden
Gewebereaktionen bestimmt. Je nach Art dieser Reaktionen werden biokompatible
Werkstoffe in drei Kategorien eingeteilt [36]:

• Inerte Materialien werden mit einer nicht adhärenten Bindegewebskapsel um-
geben,

• bioaktive Materialien bilden eine feste Bindung mit funktionellem Gewebe
aus,

• degradable Materialien können von körpereigenem Gewebe ersetzt werden.
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2 Grundlagen

2.2 Fest-Flüssig-Grenzflächen

2.2.1 Elektrostatische Doppelschichtwechselwirkung

In Kontakt mit Flüssigkeiten bilden Festkörper, Partikel, Proteine etc. eine Ober-
flächenladung aus. Dies geschieht beispielsweise durch Dissoziation von gebunde-
nen Carboxyl- (−COOH → −COO− + H+) und/oder Hydroxygruppen (−OH →
−O−+H+), durch Adsorption oder Bindung von Ionen aus der Lösung (z.B. −OH−)
und durch Elektronenaustausch an der Grenzfläche [3, 38]. Die Oberflächenladung
wird in der Flüssigkeit durch eine ionische Gegenladung kompensiert, so dass das
Gesamtsystem elektrisch neutral bleibt.
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Abb. 2.1: Schematische Dar-
stellung der elektrochemischen
Doppelschicht und des Ver-
laufs des elektrischen Potenti-
als nach dem Modell von Stern.
An die immobile Stern-Schicht,
bestehend aus der inneren
(IHP) und äußeren Helmholtz-
Schicht (OHP), schließt sich an
der hydrodynamischen Schere-
bene die mobile oder auch dif-
fuse Doppelschicht an, nach
[39].

Nach Stern [40] setzt sich diese Gegenladung aus einem starren Anteil (der soge-
nannten Stern-Schicht) und dem von Gouy [41] und Chapman [42] erstmals be-
schriebenen diffusen Anteil zusammen (s. Abb. 2.1). Die Stern-Schicht wird wie-
derum in die innere Helmholtz-Schicht (engl. Inner Helmholtz plane; IHP) und die
äußere Helmholtz-Schicht (engl. Outer Helmholtz plane; OHP) unterteilt. Die IHP
besteht aus adsorbierten Ionen, die ihre Hydrathülle teils oder komplett abgestreift
haben und so dichter an der Oberfläche adsorbieren können. Der kleinste Abstand,
in dem sich zur Oberfläche entgegengesetzt geladene hydratisierte Ionen anlagern
können, entspricht der Grenze der OHP.

Die Stern-Schicht kann als Kapazität beschrieben werden, mit einem zur Oberflä-
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2.2 Fest-Flüssig-Grenzflächen

chenladung σ0 des Festkörpers proportionalen Potentialabfall ∆φS [38]:

∆φS = φ0 − φOHP = dOHP
ε

σ0. (2.1)

Mit dem Oberflächenpotential φ0, dem elektrischen Potential φOHP an der Grenze
der OHP, der Dicke dOHP und der Permittivität ε der Stern-Schicht. Die Verteilung
der Ionenkonzentration in der Elektrolytlösung in der diffusen Doppelschicht kann
mit Hilfe der Boltzmann-Verteilung in folgender Form beschrieben werden [43]:

ci(~r) = c0
i exp

(
−qiφ(~r)
kBT

)
, (2.2)

mit der Elektrolytkonzentration c0
i in weiter Entfernung von der Oberfläche, der

Ionenladung qi, dem elektrischen Potential φ am Ort ~r, der Boltzmann-Konstante
kB und der absoluten Temperatur T . Einsetzen von Gl. 2.2 in die Poisson-Gleichung

~∇
(
ε (~r) ~∇φ (~r)

)
= −ρ (~r) = −

∑
i

qici, (2.3)

die das Potential mit der lokalen Ladungsträgerdichte ρ veknüpft, liefert die
Poisson-Boltzmann-Gleichung [43]

~∇
(
ε (~r) ~∇φ (~r)

)
= −ρ (~r) = −

∑
i

qic
0
i exp

(
−qiφ(~r)
kBT

)
. (2.4)

Gouy [41] und Chapman [42] gaben für den vereinfachten Fall, dass die Permittivität
in der Elektrolytlösung konstant ist und für moderate Oberflächenpotentiale eine
Lösung von Gl. 2.4 in eindimensionaler Betrachtung an:

φ(z) = φ0 exp
(
−z
κ

)
. (2.5)

Dabei ist z der Abstand zur Oberfläche und κ die Debye-Länge, eine für die Elek-
trolytlösung charakteristische Abschirmlänge, in der das elektrische Potential der
lokalen Überschussladung auf das 1/e-fache abfällt [38]. Diese liegt für Elektro-
lytlösungen mit physiologischer Salzkonzentration (≈ 0,1M) bei näherungsweise
1 nm [44].
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2 Grundlagen

Die Grenze zwischen Stern- und diffuser Schicht entspricht für planare Oberflä-
chen näherungsweise der hydrodynamischen Grenze zwischen Festkörper und Flüs-
sigkeit [39]. Das elektrische Potential an dieser Scherebene, das sogenannte Zeta-
Potential ζ, das die elektrischen Oberflächeneigenschaften eines Materials in Flüs-
sigkeit charakterisiert [39], kann für moderate Zeta-Potentiale mit dem Oberflä-
chenpotential über die Gleichung

φ0 = ζ exp
(
dOHP
κ

)
(2.6)

verknüpft werden [45].

Nähern sich zwei Partikel oder ein Partikel an eine Oberfläche soweit an, dass sich
ihre Doppelschichten überlagern, treten zwischen ihnen repulsive Wechselwirkun-
gen auf, die entgegen der landläufig verbreiteten Meinung nicht elektrostatischer,
sondern osmotischer Natur sind [38]: Im Überlappungsbereich erfolgt eine Erhöhung
der Gegenionenkonzentration, wodurch ein osmotischer Überdruck aufgebaut wird.
Für die Doppelschicht-Wechselwirkungsenergie UDS zwischen einem Makromole-
kül/einer Kugel mit dem Radius R und einer planaren Oberfläche mit demselben
Oberflächenpotential φ0 ergibt sich in einer 1:1-Elektrolytlösung die Beziehung [38]:

UDS = RZ exp(−κz). (2.7)

Dabei ist Z = 64πε(kBT/e0)2 tanh2(qe0φ0/4kBT ) eine Wechselwirkungskonstante
mit der Elementarladung e0 und der Ladungszahl q der Elektrolytionen.

2.2.2 Van-der-Waals-Kräfte

Unter dem Sammelbegriff der van-der-Waals (vdW)-Kräfte werden nicht-kovalente
Kräfte zwischen einzelnen Atomen und/oder Molekülen zusammengefasst, deren
Wechselwirkungsenergie UvdW mit der sechsten Potenz des Abstandes r abfällt:

UvdW (r) = −C
r6 . (2.8)
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2.2 Fest-Flüssig-Grenzflächen

Sie werden unterteilt in Kräfte zwischen permanenten Dipolen (Keesom-
Wechselwirkung), zwischen einem permanenten und einem induzierten Dipol
(Debye-Wechselwirkung) und zwischen fluktuierenden (also sich gegenseitig induzie-
renden) Dipolen (London-Wechselwirkung) [38]. Dabei ist C ein Wechselwirkungs-
koeffizient, der die Stärken der drei vdW-Wechselwirkungen aufsummiert [38]. Die
London-Wechselwirkung, oder auch Dispersions-Wechselwirkung, liefert in Flüssig-
keit für gewöhnlich den größten Beitrag zu den vdW-Wechselwirkungen [38] und
spielt bei Adsorptionsvorgängen in Flüssigkeit eine besondere Rolle, da sie allge-
genwärtig ist und Ionen und Proteine unabhängig von ihrer Ladung auf einer Ober-
fläche gegen Desorption stabilisiert [11].

2.2.3 DLVO-Theorie

Die Gesamtwechselwirkung von Partikeln und Oberflächen in Flüssigkeit muss so-
wohl die Doppelschicht- als auch die van-der-Waals-Wechselwirkung berücksichti-
gen. Die nach Derjaguin und Landau [46] und Verwey und Overbeek [47] benann-
te DLVO-Theorie konnte durch Aufsummierung beider Wechselwirkungen einfache
Kriterien für die Stabilität kolloidaler Suspensionen ableiten und so erfolgreich eine
Vielzahl experimentell beobachteter Phänomene erklären [38].

U(r)

1. Minimum

2. Minimum

UDS

UvdW

UDS  + UvdW

r

ϕ
0     0 m

V

Abb. 2.2: Prinzipieller Verlauf der Wech-
selwirkungspotentiale in einer Elektrolytlösung
in Abhängigkeit vom Abstand zur Oberfläche.
Die Wechselwirkungsenergie ist proportional zur
Partikelgröße (Radius) bzw. zur Wechselwir-
kungsfläche (zwischen zwei planaren Oberflä-
chen), nach [38].

Abb. 2.2 stellt das resultierende Wechselwirkungspotential als Funktion des Ab-
standes zwischen zwei Körpern dar. Aus der Aufsummierung von UDS und UvdW

ergibt sich in Abhängigkeit von der Konzentration der Elektrolytlösung und der
Oberflächenladungsdichte eine langreichweitige Abstoßung mit einer mehr oder we-
niger stark ausgeprägten Energiebarriere, die eine Adsorption im ersten energeti-
schen Minimum verhindern kann. Dennoch kann für stärker konzentrierte Elek-

9



2 Grundlagen

trolytlösungen ein zweites energetisches Minimum entstehen, in dem das System
als kinetisch stabil bezeichnet wird (im Gegensatz zum thermodynamisch stabi-
len Zustand im ersten Energieminimum). Für geringe Oberflächenladungen bzw.
den Fall φ0 → 0 nähert sich die Wechselwirkungskurve der reinen van-der-Waals-
Wechselwirkungskurve an, die zwei Körper ziehen sich in diesem Fall stark über
große Reichweiten an [38].

2.3 Die Grenzfläche zwischen Biomaterial und
Biosystem

Abb. 2.3 zeigt eine schematische Darstellung der Grenzfläche zwischen Biomaterial
und biologischem System. Diese setzt sich aus dem Festkörper und der umgeben-
den physiologischen Flüssigkeit zusammen, die neben Wasser anorganische Ionen
(Na+, Cl-, K+, Mg2+, Ca2+ etc.), Proteine, Lipide und Glykosaminoglykane (GAG)
enthält [48]. Viele medizinisch relevante Biomaterialien, wie etwa Titan und seine
Legierungen, bilden außerdem eine Passivierungsschicht aus, deren Eigenschaften
bei der Wechselwirkung mit dem biologischen System berücksichtigt werden müssen
(s. Kapitel 3).

Biomaterial

Wasser
Protein

Zelle

Zeit

A
ds
or
pt
io
n

D
es
or
p
tio
n

Abb. 2.3: Vereinfachte Darstellung der Grenzfläche zwischen Biomaterial und Bio-
system, nach [11].

2.3.1 Proteinadsorption

An der Grenzfläche laufen eine Vielzahl von physikalischen, chemischen und bio-
logischen Prozessen ab. Nach der Bildung der elektrochemischen Doppelschicht er-
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folgt mit der Adsorption von Proteinen an der Festkörperoberfläche der initiale
biologische Prozess, der mit dem Kontakt zwischen Biomaterial und Biosystem
einhergeht [11, 49]. Dieser wird von den Eigenschaften und der Konzentration der
Proteine, der Zusammensetzung der umgebenden biologischen Flüssigkeit sowie den
Eigenschaften des Biomaterials beeinflusst [22, 29, 49, 50] und entscheidet im We-
sentlichen über die Biokompatibilität des Materials [11]. Durch Diffusion bewegen
sich die Proteine aus der Flüssigkeit in Richtung der Biomaterialoberfläche, wo sie
abhängig von den auftretenden Wechselwirkungen adsorbieren können [11,49].

Der Prozess der Adsorption aus einem Proteingemisch ist schematisch in Abb. 2.4
dargestellt. Entsprechend ihrer größeren Beweglichkeit diffundieren kleine Proteine
aus der Lösung im Mittel schneller zur Oberfläche als große und adsorbieren dort zu-
erst. Serumalbumin als kleines Protein, das in einer hohen Konzentration im Serum
vorliegt, adsorbiert sehr schnell, gefolgt von größeren Proteinen wie z.B. Immunglo-
bulinen, Fibrinogen und Fibronektin [49, 51]. Je nach Material- und Proteineigen-
schaften können größere Proteine eine höhere Affinität zur Oberfläche aufweisen,
d.h. sie können potentiell mehr Bindungen mit der Substratoberfläche ausbilden.
Proteine mit geringerer Affinität können so verdrängt werden. Die adsorbierte Pro-
teinschicht ist daher einem ständigen Umbau ausgesetzt (Vroman-Effekt) [52].

Zeit ZeitBiomaterial Biomaterial Biomaterial

Abb. 2.4: Schema der konkurrierenden Adsorption verschiedener Proteine
(Vroman-Effekt). Auf der linken Seite der drei Teilabbildungen sind zwei gelbe
Proteine bereits adsorbiert (symbolisiert durch die Linien). Aufgrund der größeren
Affinität zur Oberfläche verdrängt das langsamer adsorbierende rote Protein mit
der Zeit die gelben Proteine. Nach [49]

Das an der Grenzfläche gebildete komplexe Netzwerk aus Biomolekülen wird als
extrazelluläre Matrix (EZM) bezeichnet. Die EZM vermittelt über Adhäsionsfakto-
ren spezifische Bindungsstellen für Zellen, die über Transmembranproteine in der
Zellmembran, die sogenannten Integrine, an diese Bindungsstellen andocken [53].
Zellen, die die Oberfläche erreichen, wenn die erste Adsorption von Proteinen bereits
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2 Grundlagen

stattgefunden hat, „sehen“ somit nicht mehr nur die bloße Biomaterialoberfläche,
sondern eine Proteinschicht, deren Struktur und Zusammensetzung die Wechsel-
wirkung des Biomaterials mit dem Biosystem bestimmt [11].

Im Kontakt mit einer Biomaterialoberfläche können Proteine je nach Stärke der
Protein-Substrat- und der Protein-Protein-Wechselwirkungen ihre Form verändern
und aufgrund dieser Konformationsänderung ihre biologische Funktion verlieren
[11]. Abb. 2.5 stellt die Entstehung von Konformationsänderungen auf einer Bio-
materialoberfläche schematisch dar.

Flüssigkeit

Substrat

Protein

Flüssigkeit

Substrat

Protein

Flüssigkeit

Substrat

Protein

Flüssigkeit

Substrat

Protein

(a) (b)

(c) (d)

Abb. 2.5: Schematische Darstellung der Ober-
flächendenaturierung von Proteinen. (a),(b) Ge-
ringe Proteinkonzentration: Die Proteine brei-
ten sich auf der Oberfläche aus und können da-
bei von einem nativen (a) in einen denaturierten
Zustand (b) übergehen. (c),(d) Eine höhere Pro-
teinkonzentration kann der Oberflächendenatu-
rierung entgegenwirken, nach [11].

Einer der wichtigsten Adhäsionsfaktoren der EZM ist das Glykoprotein Fibronek-
tin [11]. Der prinzipielle Aufbau des Makromoleküls ist in Abb. 2.6 dargestellt.
Es besteht aus zwei Polypeptidketten, die sich in ihrem Aufbau nahezu gleichen,
und am C-Terminus über Disulfidbrücken verbunden sind. Die Ketten sind jeweils
modular aus Domänen vom Typ FNI, FNII und FNIII aufgebaut. Es sind Bin-
dungsstellen zu Komponenten der EZM, wie z.B. Kollagen und Heparin vorhanden
und darüber hinaus finden sich spezifische Bindungssequenzen für zahlreiche Zell-
rezeptoren. Insbesondere die wichtige (Arginin-Glycin-Asparginsäure; RGD)- und
die (Prolin-Histidin-Serin-Arginin-Asparagin; PHSRN)-Zellbindungssequenz befin-
den sich in zwei benachbarten FNIII-Domänen [54,55]. Im Gegensatz zu den FNI-
und FNII-Domänen, die durch Disulfidbrücken in ihrer Struktur stabilisiert wer-
den, enthält die FNIII-Domäne keine derartige Bindung und kann durch Protein-
Substrat-Wechselwirkungen ihren Faltungszustand verändern. Im Falle einer Kon-
formationsänderung der RGD- bzw. der PHSRN-Sequenz wird davon ausgegangen,
dass diese durch die Integrine der Zellen schlechter erreicht werden können und die
Zelladhäsion eingeschränkt wird [11].
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NH2

COOH

SS
Kollagen RGD

Staphylococcus
aureus
Heparin

PHSRN

Heparin
Chondroitin-

sulfat

FNII FNIIIFNI IIICS

COOH

EDA/B

Abb. 2.6: Aufbau und Bindungsstellen von Fibronektin. Das Molekül ist aus zwei
fast identischen Polypeptidketten aufgebaut, die über zwei Disulfidbrücken in der
Nähe des C-Terminus miteinander verbunden sind. Die Ketten bestehen hauptsäch-
lich aus aneinandergereihten Domänen vom Typ FNI, FNII und FNIII, nach [11,56].

Der isoelektrische Punkt (IEP) des Moleküls wird mit 5,5–6,0 angegeben [57]. Da-
durch besitzt Fibronektin bei einem physiologischen pH-Wert von 7,4 eine negative
Gesamtladung. Allerdings wird vermutet, dass die Wechselwirkung von Fibronektin
mit einer geladenen Oberfläche durch die lokale Ladung von Bindungsgruppen ge-
steuert wird. Insbesondere die Heparin-Bindungsstellen im Molekül, die mit einem
IEP von 8,2–9,0 bei pH 7,4 positiv geladen sind, werden als dominante Faktoren
bei der elektrostatischen Wechselwirkung mit Oberflächen vermutet [57,58].

2.3.2 Zellbesiedlung

Da die bei der Zellbesiedlung ablaufenden Vorgänge spezifisch für den jeweiligen
Zelltyp und sehr komplex sind, werden diese hier nur schematisch wiedergege-
ben. Beim Kontakt einer Zelle mit einer Biomaterialoberfläche ist diese bereits
mit der elektrochemischen Doppelschicht und der EZM belegt. Die Zelloberfläche
und die sich darauf befindenden Proteine treten in Wechselwirkung mit der Grenz-
fläche. Daher beeinflusst der genaue Aufbau der Zellmembran die Zell-Material-
Interaktion [11]. Die Zellmembran ist vereinfacht in Abb. 2.7 dargestellt. Sie be-
steht aus einer Lipid-Doppelmembran. Die Lipide sind dabei derart angeordnet,
dass ihre hydrophoben Enden im Innern der Membran verborgen sind. Die spezi-
fische Bindung an die EZM wird primär von den in der Zellmembran enthaltenen
Integrinen bestimmt [25]. Dabei handelt es sich um Transmembranproteine, die ei-
ne Heterodimer-artige Struktur, bestehend aus einer α- und einer β-Unterstruktur,
aufweisen. Allein im menschlichen Organismus sind 24 verschiedene Kombinationen
dieser Unterstrukturen bekannt [25].
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Intrazellulärer Raum

Biomaterial

Lipid-
Doppelmembran

Integrin

RGD
Extrazelluläre
Matrix Abb. 2.7: Schematische Darstellung einer

Zellmembran. Integrine verbinden die ex-
trazelluläre Matrix mit dem intrazellulären
Raum, nach [59].

In Abb. 2.7 ist zudem die prinzipielle Wirkungsweise der Integrine dargestellt. Die-
se binden an spezifische Bindungsstellen in der EZM, wie beispielsweise die RGD-
Sequenz. Diese spezifischen Bindungen haben Einfluss auf viele Zellfunktionen, dar-
unter die Proliferation, Morphologie und Differenzierung [25]. Darüber hinaus wird
während der Besiedlung der Oberfläche von den Zellen selbst eine eigene EZM in
den extrazellulären Raum sezerniert, und das bestehende Netzwerk aus Biomole-
külen wird um- und abgebaut [60].

Neben der spezifischen Bindung an die EZM ist die Zelle ebenso nicht-spezifischen
Kräften, also vor allem der elektrostatischen und den Dispersionskräften, an der
Grenzfläche ausgesetzt [11]. Insbesondere in der Anfangsphase der Adhäsion liefern
diese einen wichtigen Beitrag, wenn die spezifische Bindung noch nicht so weit fort-
geschritten ist. Osteoblastenzellen tragen bei physiologischem pH-Wert beispiels-
weise eine negative Nettoladung, die mit den elektrischen Feldern an der Grenzflä-
che in Wechselwirkung tritt [33].

2.4 Halbleiter im Kontakt mit dem Biosystem

2.4.1 Halbleiter-Elektrolyt-Kontakt

Wird ein Halbleiter in Kontakt mit einer Elektrolytlösung gebracht, treten über
die Fest-Flüssig-Phasengrenze hinweg Elektronentransferreaktionen auf, die die Bil-
dung einer Potentialdifferenz zur Folge haben (s. Abb. 2.8). Diese setzt sich aus dem
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Potentialabfall im Halbleiter (∆φHL) und im Elektrolyten (∆φEL) zusammen und
wird durch die Differenz des Fermi-Niveaus EF im Halbleiter und des Redoxpoten-
tials ERed im Elektrolyten bestimmt [44]. Für ihre Berechnung ist die Bezugnahme
beider Energiewerte auf eine gemeinsame Referenz, beispielsweise die Kalomelelek-
trode (engl. Saturated Calomel Electrode; SCE), notwendig. Im Gegensatz zu einem
Metall, bei dem sich die Oberflächenladung in einer sehr dünnen Schicht befindet,
ist die Ladung im Halbleiter in einer Raumladungsschicht verteilt. Die Änderung
des Potentials ∆φHL kann wie bei der Gouy-Chapman-Theorie über die Poisson-
Gleichung berechnet werden, wobei im nicht-entarteten Fall, d.h. das Fermi-Niveau
befindet sich weder im Leitungs- noch im Valenzband, die Boltzmann-Statistik an-
gewendet werden kann [44].

P
ot
en
tia
l

Abstand

Phasengrenze

Halbleiter

Elektrolyt-
lösung

ΔϕHL

ΔϕEL Abb. 2.8: Schematischer Verlauf des Potentials an
der Phasengrenze zwischen Halbleiter und Elektro-
lytlösung, nach [44].

Die Ladungsdichte ρ im Bereich der Raumladung entspricht für einen n-leitenden
Halbleiter demnach gleich die Summe der statischen ionisierten Donatorendichte
N+
D und der mobilen Elektronendichte n [44]

ρn(~r) = N+
D − n(~r) = N+

D

(
1− exp e0φ(~r)

kBT

)
(2.9)

und für einen p-leitenden Halbleiter gleich der Summe der statischen ionisierten
Akzeptorendichte N−

A und der mobilen Löcherdichte p:

ρp(~r) = N−
A + p(~r) = N−

A

(
1 + exp −e0φ(~r)

kBT

)
. (2.10)
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2.4.2 pn-Übergang

Die einfachste mittels Dotierung erzeugbare Halbleiterstruktur ist der sogenannte
pn-Übergang. Dieser besteht aus zwei Regionen mit unterschiedlicher Dotierung,
wobei in den negativ (n)-dotierten Bereich fünfwertige Elemente (Donatoren) und
in den positiv (p)-dotierten Bereich dreiwertige Elemente (Akzeptoren) in das Si-
liziumgitter eingebracht werden und dort die vierwertigen Siliziumatome ersetzen.
Somit stehen im n-Bereich zusätzliche Elektronen und im p-Bereich zusätzliche
Löcher als frei bewegliche Ladungsträger zur Verfügung. Ändert sich die Konzen-
tration dieser Störstellen (Donatorenkonzentration ND, Akzeptorenkonzentration
NA) sprunghaft an der Grenze vom p- zum n-Gebiet, wird der Übergang als abrupt
bezeichnet. Gilt außerdem NA � ND oder NA � ND, handelt es sich um einen
einseitigen oder asymmetrischen Übergang [61].

(a) (b) 

Löcher Elektronen 

Leitungs- 

band 

Valenz- 

band 

EF,p 

EF,n 

EG 

p n p n 

- - + + 
- - + + 
- - + + 
- - + + 
- - + + 

EF 

eVbi 

diffE


EVac EVac 

Φp 
Φn 

Raumladungszone 

Abb. 2.9: Bändermodell des pn-Übergangs (a) vor der Verbindung von p- und
n-Halbleiter und (b) nach der Verbindung im thermischen Gleichgewicht.

Das Bändermodell eines p- und eines n-Halbleiters vor und nach der Verbindung
im thermischen Gleichgewicht ist in Abb. 2.9 dargestellt. EG bezeichnet die Band-
lücke. Durch Diffusion in den jeweils entgegengesetzt dotierten Bereich findet ein
Konzentrationsausgleich der Majoritätsladungsträger (n-Halbleiter: Elektronen, p-
Halbleiter: Löcher) statt. Elektronen streben in das p-dotierte Gebiet und rekom-
binieren dort mit Löchern. Löcher aus dem p-dotierten Gebiet wiederum bewegen
sich in das n-dotierte Gebiet und rekombinieren dort mit freien Elektronen. Es
bleiben ortsfeste ionisierte Donator- bzw. Akzeptoratome zurück, die eine Raum-
ladungszone (RLZ) bilden. Das resultierende elektrische Feld ~Ediff verhindert eine
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weitere Diffusion, und es stellt sich ein thermisches Gleichgewicht ein. Im Bänder-
modell entspricht dies dem Angleichen der Fermi-Niveaus im p- und n-dotierten
Gebiet. Es bildet sich eine interne elektrische Potentialdifferenz, die sogenannte
Diffusionsspannung (engl. Built-in Voltage) Vbi, aus:

Vbi = kBT

q
ln NDNA

n2
i

, (2.11)

mit der Boltzmann-Konstante kB, der Temperatur T und der intrinsischen Ladungs-
trägerdichte ni. Die entstandene Potentialbarriere verhindert weitere Ladungsträ-
gerbewegungen über die RLZ hinweg. Durch Anlegen einer externen Spannung Va
an den pn-Übergang wird die Potentialbarriere größer (Va < 0 an den p-dotierten
Bereich angelegt, entspricht einer Verbreiterung der RLZ) oder kleiner (Va > 0 an
den p-dotierten Bereich angelegt, entspricht einer Verkleinerung der RLZ).

Ausgehend von der Schottky-Näherung, bei der ausschließlich ionisierte Störstellen
in der Raumladungszone angenommen werden und von einem abrupten Übergang
zu den p- und n-dotierten elektrisch neutralen Bereichen ausgegangen wird, berech-
net sich die Kapazität des pn-Übergangs Cj zu [61]

Cj =
√

qεS
2 (Vbi − Va)

NAND

NA +ND

. (2.12)

Mit Hilfe der C-V-Spektroskopie kann die Dotierungskonzentration eines asymme-
trischen pn-Übergangs bestimmt werden. Dafür wird 1/C2

1
C2
j

= 2
qεS

NA +ND

NAND

(Vbi − Va) (2.13)

gegen die externe Spannung Va aufgetragen. Die Dotierungskonzentration wird aus
dem Anstieg der Kurve

d(1/C2
j )

dVa
= − 2

qεS

NA +ND

NAND

(2.14)

bestimmt [61].
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2.4.3 MOS-Struktur

Ideale MOS-Struktur

Die MOS-Struktur besteht aus dem Halbleitersubstrat, das auf der Vorderseite über
eine dünne Oxidschicht mit einer Metallschicht, dem sogenannten Gate-Kontakt,
verbunden ist. Auf der Rückseite bildet eine weitere Metallschicht einen ohmschen
Kontakt (Bulk-Kontakt) mit dem Substrat.

Gate 

(a)     Va < VFB 

Oxid 

(b) VFB < Va < VT 

 
(c)      VT < Va 

 

p-Halbleiter 

Bulk 

-  -  -  -  -  -  -   
Gate 

Oxid 

p-Halbleiter 

Bulk 

+ + + + + + +   

-  -  -  -  -  -  -   
-  -  -  -  -  -  -   

Gate 

Oxid 

p-Halbleiter 

Bulk 

+ + + + + + + 

-  -  -  -  -  -  -   
-  -  -  -  -  -  -   

+ + + + + + + 

Abb. 2.10: Ladungsverteilung der
nMOS-Struktur (p-Substrat) un-
ter (a) Anreicherung, (b) Verar-
mung und (c) Inversion. VFB ist
die Flachbandspannung. Diese muss
an das Gate angelegt werden, um
den Flachbandfall herbeizuführen,
in dem keine Ladungen im Halblei-
ter existieren. VT ist die Schwellen-
spannung.

In Abhängigkeit von der an das Gate angelegten Spannung Va sind drei Betriebs-
modi der MOS-Struktur zu unterscheiden: Anreicherung, Verarmung und Inversion.
Die drei Modi mit den dazugehörigen Ladungsträgerverteilungen sind für ein p-
leitendes Substrat in Abb. 2.10 dargestellt. Für negative Spannungen stellt sich für
die betrachtete nMOS-Struktur (p-leitendes Substrat) eine Anreicherung von Lö-
chern an der Grenzfläche zwischen Oxid und Halbleiter ein (siehe Abb. 2.10a). Im
Falle der Verarmung (siehe Abb. 2.10b) werden die beweglichen Löcher im Halblei-
ter durch eine positive Spannung verdrängt. Es bleibt eine negativ geladene Raum-
ladungszone bestehend aus ionisierten Akzeptor-Störstellen zurück. Bei noch größe-
ren positiven Spannungen bildet sich zusätzlich zur Raumladungszone eine negativ
geladene Inversionsschicht bestehend aus Elektronen an der Grenzfläche zwischen
Oxid und Halbleiter aus.

In Anreicherung verhält sich die MOS-Struktur wie ein Plattenkondensator mit der
metallischen Gate-Elektrode, der Oxidschicht als Dielektrikum und dem Halbleiter
als zweite Elektrode. Für Va < VFB entspricht die Kapazität CA der des Oxids:

CA = COxid = ε0εOxid
dOxid

. (2.15)
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2.4 Halbleiter im Kontakt mit dem Biosystem

In Verarmung wird die Kapazität der MOS-Struktur aus den in Reihe geschalteten
Kapazitäten des Oxids und der Raumladungszone berechnet [62]:

1
CV

= 1
COxid

+ 1
CRLZ

, (2.16)

mit

CRLZ = ε0εS
dRLZ

. (2.17)

Die Ausdehnung der Raumladungszone und damit ihre Kapazität ist dabei abhän-
gig vom Oberflächenpotential φS an der Grenzfläche zwischen Oxid und Halbleiter
(entspricht der Bandverbiegung im Halbleiter) [62]:

dRLZ =
√

2φSε0εS
qNA

. (2.18)

Oberhalb der Schwellenspannung VT kommt es zur Inversion im Halbleiter. Das
Verhalten der Kapazität ist daher von der Reaktionszeit (engl. Response Time) der
Minoritätsladungsträger (Elektronen für ein p-Substrat) abhängig [62]. Wird die
Gatespannung Va mit einer Wechselspannung (V0 · exp (iωt)) überlagert, ergeben
sich in Abhängigkeit von deren Frequenz (NF: Niederfrequenz, HF: Hochfrequenz)
unterschiedliche Kapazitäten. Für niedrige Frequenzen (typischerweise < 10Hz) be-
findet sich das System im thermischen Gleichgewicht. Genau wie im Anreicherungs-
regime ergibt sich für die NF-Kapazität in Inversion

CI,NF = COxid. (2.19)

Bei hohen Frequenzen (typischerweise > 105 Hz) können die Minoritätsladungsträ-
ger ihre Konzentration nicht mehr an die schnell wechselnde Spannung anpassen
[62]. Eine differentielle Änderung der Ladungsträgerdichte auf der Gate-Elektrode
δQM führt daher zu einer Modulation der Ladungsdichte −δQRLZ durch Majori-
tätsladungsträger an der Grenze der in Inversion maximal ausgedehnten Raum-
ladungszone (dRLZ,max) zum elektrisch neutralen Substrat. Die HF-Kapazität in
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Inversion ergibt sich somit zu

1
CI,HF

= 1
COxid

+ 1
CRLZ,max

. (2.20)

Reale MOS-Struktur

Der ideale MOS wurde zum Verständnis der prinzipiellen Vorgänge, die sich in der
Struktur abspielen, eingeführt. In der Realität verändert jedoch das Vorhandensein
von Oxidladungen die elektrischen Eigenschaften. Diese Ladungen setzen sich dabei
aus drei Anteilen zusammen: eine feste Ladung an der Grenzfläche zwischen Silizium
und SiO2, eine im Oxid verteilte ortsfeste Ladung und beweglichen Ladungen, die
durch die Gegenwart von Alkalimetallatomen, wie z.B. Natrium oder Kalium, bei
der Prozessierung der Wafer hervorgerufen werden [62]. Letztere können durch eine
saubere Prozessführung vermieden werden und wurden daher für die untersuchten
Wafer ausgeschlossen.

+Q0

C

Va0- +

Ideale 
C-V-Kurve

COX

Abb. 2.11: Hochfrequenz-Kapazität einer MOS-
Struktur in Abhängigkeit von der Gate-Spannung Va.
Eine positive Oxidladung an der Grenzfläche zwischen
p-dotiertem Silizium und SiO2 verschiebt die Kurve zu
negativen Spannungen, nach [62].

Abb. 2.11 zeigt den Einfluss einer positiven Oxidladung +Q0 an der Grenzfläche
zwischen Oxid und p-leitendem Silizium. Die ideale Kapazitäts-Kurve wird zu ne-
gativen Gate-Spannungen verschoben.

2.5 Untersuchungsmethoden

Im Folgenden werden die für die Substratcharakterisierung und die biologischen Un-
tersuchungen genutzten Methoden vorgestellt. Es wurden Methoden gewählt, die
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eine oberflächensensitive Charakterisierung chemischer, elektrischer und energeti-
scher Eigenschaften der Substrate, vor allem auch im Kontakt mit Flüssigkeiten,
leisten.

2.5.1 Röntgenphotoelektronenspektroskopie

Die Röntgenphotoelektronenspektroskopie (engl. X-ray Photoelectron Spectrosco-
py; XPS) ist mit einer maximalen Informationstiefe von 10 nm und einer Nach-
weisgrenze von 0,1Atomprozent eine sehr oberflächensensitive Untersuchungsme-
thode [63]. Die zu untersuchenden Proben werden dafür mit Röntgenstrahlung be-
kannter Energie bestrahlt, was zur Photoionisation der in der Probe enthaltenen
Elemente führt. Rumpfelektronen werden emittiert und ihre kinetische Energie Ekin
gemessen.

Aus der Beziehung

EB = hν − Ekin −W, (2.21)

mit der Photonenenergie hν, der kinetischen Energie Ekin der Elektronen und der
Austrittsarbeit W des Spektrometers, lässt sich die Bindungsenergie EB der emit-
tierten Elektronen berechnen, die sowohl eine Aussage über das emittierende Ele-
ment als auch über das atomare Energieniveau des Elektrons macht. Je nachdem in
welcher chemischen Form ein Element vorliegt, zeigen XPS-Spektren zudem Unter-
schiede in der Bindungsenergie der Rumpfelektronen. Dieser als chemische Verschie-
bung bekannte Effekt kann zur Verschiebung der Linien bis zu einigen Elektronen-
volt führen und erlaubt somit eine Aussage über den chemischen Bindungszustand
der detektierten Elemente [63].

2.5.2 Kapazitäts-Spannungs-Spektroskopie

Die Dotierungskonzentration der Substratmodifikationen hat entscheidenden Ein-
fluss auf die elektrischen Oberflächeneigenschaften. Aus dem für das Wafer-
Ausgangsmaterial angegebenen Intervall des spezifischen elektrischen Widerstands
von 5 bis 20mΩcm war die Dotierungskonzentration von Bor jedoch nur nähe-
rungsweise bekannt (2,5 · 1018–2 · 1019 cm−3 [61]). Die C-V-Spektroskopie ist ein
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bewährtes Verfahren, mit dem sich die Ladungsträgerverteilung in einem dotier-
ten Halbleiter untersuchen lässt. Durch Anlegen einer Gleichspannung, die mit ei-
ner Wechselspannung überlagert ist, wird hierbei die Ladungsträgerverteilung im
Halbleiter verändert, was zu einer Änderung der Kapazität führt. Ist der prinzi-
pielle Aufbau der untersuchten Struktur bekannt, lässt sich aus den gewonnenen
C-V-Kurven eine Vielzahl von Informationen über die elektronischen Eigenschaften
gewinnen.

2.5.3 Rasterkraftmikroskopische Methoden

Abb. 2.12 zeigt das Funktionsprinzip eines Rasterkraftmikroskops (engl. Atomic
Force Microscope; AFM). Das Gerät besteht aus einem Kraftsensor und einem
Piezo-Positionierungssystem, die über einen Feedback-Controller miteinander ge-
koppelt sind. Ein zentraler Bestandteil des Kraftsensors ist der sogenannte Canti-
lever, ein elastischer Federbalken aus Silizium oder Siliziumnitrid, an dessen pro-
benzugewandter Seite sich eine nur wenige Nanometer breite Spitze befindet. In
Abhängigkeit von der auf den Cantilever wirkenden Kraft erfolgt eine elastische
Auslenkung.

Laser 

Prisma 

Spiegel 

Spitze 

Probe 

Cantilever 

Piezo 

Positionsempfindlicher 

Detektor 

z 

x 
y 

Abb. 2.12: Funktionsprinzip des Ras-
terkraftmikroskops.

Üblicherweise wird diese Auslenkung mit Hilfe eines optischen Hebels gemessen.
Dafür wird ein Laserstrahl auf die Oberseite des Cantilevers gelenkt. In Abhän-
gigkeit von der Auslenkung fällt die Reflexion des Laserstrahls auf eine bestimmte
Position eines Vier-Quadranten-Detektors. Aus den horizontalen und vertikalen
Differenzen der von den einzelnen Detektoren gemessenen Lichtintensität lässt sich
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die vertikale Verbiegung des Cantilevers sowie seine Torsion bestimmen. Ein Piezo-
Positionierungssystem ermöglicht eine sub-nanometergenaue relative Verschiebung
von Cantilever und Probe in lateraler (x,y) sowie vertikaler (z) Richtung.

Raster-Kelvin-Mikroskopie

Die Raster-Kelvin-Mikroskopie (engl. Kelvin Probe Force Microscopy; KPFM) ist
eine AFM-basierte Methode, mit der die elektrischen Oberflächeneigenschaften lei-
tender und nichtleitender Proben untersucht werden können. Der KPFM liegt die
Ausbildung einer Kontaktpotentialdifferenz VCPD (engl. Contact Potential Diffe-
rence; CPD) zwischen zwei elektrisch verbundenen Materialien mit unterschied-
lichen Austrittsarbeiten zugrunde [64]. Im Falle der Cantilever-Spitze und einer
Probe ist diese als

VCPD = ΦSpitze − ΦProbe

−e0
(2.22)

definiert [64], mit der Austrittsarbeit der Spitze ΦSpitze, der Austrittsarbeit der
Probe ΦProbe und der Elementarladung e0.

+ − 

+ 

− 

(a) (b) (c) 
Neutral 

Neutral 

Probe Probe Probe 

Elektrostatische 

Kraft 

Negativ geladen 

Positiv geladen Neutral 

Neutral 

F=0 

VDC=-VCPD 

VDC=VCPD 

EVAC 

EF 

EF 

EVAC 

Elektronenfluss zum Ausgleich 

der Fermi-Niveaus 

eVCPD 

ΦSpitze 

ΦProbe 

ΦSpitze ΦProbe 

eVCPD 
EVAC 

EF EF 

EF 

EVAC EVAC 

ΦSpitze 
ΦProbe 

eVCPD 

VDC 

Abb. 2.13: Definition und grundsätzliche Messung der Kontaktpotentialdifferenz
nach [64].
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Abb. 2.13 veranschaulicht die Ausbildung der CPD anhand des Kontaktes zwi-
schen Cantilever-Spitze und Probe. Wenn beide Materialien noch nicht elektrisch
verbunden sind, unterscheiden sich ihre Fermi-Niveaus. Werden Spitze und Probe
elektrisch verbunden, fließen Elektronen vom Material mit der kleineren Austritts-
arbeit (Probe) zum Material mit der größeren Austrittsarbeit (Spitze), bis sich die
zwei Fermi-Niveaus angeglichen haben (Abb. 2.13a und b). Im Gleichgewichtszu-
stand sind Probe und Spitze elektrisch geladen, was eine elektrostatische Kraft zur
Folge hat (Abb. 2.13b).

Die Kraft zwischen Spitze und Probe berechnet sich zu

F = −∂U
∂z

∣∣∣∣∣
Q

= −1
2V

2∂C

∂z
∝ 1

2
V 2

z2 , (2.23)

mit der elektrostatischen Energie des Systems aus Spitze und Probe U = 1
2CV

2, die
in erster Näherung der eines Plattenkondensators entspricht, der Kapazität C und
der Potentialdifferenz zwischen Spitze und Probe V . Durch Anlegen einer externen
Spannung VDC kann diese Kraft aufgehoben werden (siehe Abb. 2.13c).

1

2 Topografie (1. Scan)

Oberflächenpotential (2. Scan)

Abb. 2.14: Prinzipielle
Messung des Oberflächen-
potentials mit der Two-
Pass-Methode.

Eine etablierte Methode zur Messung der CPD ist die sogenannte Two-Pass-
Messung (s. Abb. 2.14). Hierbei wird beim ersten Durchgang jeder gescannten Linie
das Höhenprofil im intermittierenden Modus1 aufgenommen.

Im zweiten Scandurchgang derselben Linie wird das gespeicherte Höhenprofil in
einer vorgegebenen Höhe über der Probe abgefahren, jedoch wird der Cantilever
jetzt nicht mehr mechanisch angeregt. Stattdessen wird eine Spannung, bestehend
aus einem Gleichspannungsanteil VDC und einem Wechselspannungsanteil VAC , an

1Im intermittierenden Modus wird der Cantilever durch einen Piezokristall nahe seiner Reso-
nanzfrequenz zu Schwingungen angeregt. Der Cantilever wird gerade soweit angenähert, dass
sich die Spitze im Bereich der anziehenden Van-der-Waals-Kräfte befindet und die Probe im
Umkehrpunkt der Schwingung berührt. Tritt die Spitze in Wechselwirkung mit der Probe, än-
dert sich die Resonanzfrequenz des Cantilevers. Bei konstanter Anregungsfrequenz durch den
Piezokristall folgt daraus eine Änderung der Phasendifferenz zwischen Anregung und Schwin-
gung und demzufolge auch der Schwingungsamplitude.
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den Cantilever angelegt. Die Frequenz ω der Wechselspannung liegt dicht an der
Resonanzfrequenz des Cantilevers, um eine hohe Empfindlichkeit zu gewährleisten.
Das zeitabhängige Potential an der Spitze ergibt sich somit als Summe der CPD
und der externen Spannung zu:

V = VCPD ± VDC + VAC sin(ωt) (2.24)

Einsetzen in Gl. 2.23 liefert die kapazitive Kraft zwischen Spitze und Probe:

F ∝ 1
2z2

[
(VCPD ± VDC)2 + 2 (VCPD ± VDC)VAC sin (ωt) + VAC

2 sin2 (ωt)
]
. (2.25)

Wird VCPD nicht durch VDC kompensiert, wirkt wie eingangs erläutert eine elektro-
statische Kraft auf den Cantilever. Bei Betrachtung von Term zwei in Gl. 2.25 lässt
sich erkennen, dass diese Kraft mit der Frequenz der Wechselspannung moduliert ist
und zu einer Schwingung des Cantilevers führt. Mit Hilfe eines Lock-in-Verstärkers
und der Regelungselektronik des AFM lässt sich die Schwingung durch Anpassen
von VDC aufheben. Der Betrag von VDC entspricht dabei der CPD. Das Vorzeichen
von VDC hängt davon ab, ob die Spannung an die Probe oder an die Spitze angelegt
wird [65]:

VDC = ±VCPD. (2.26)

Mit „+“ für eine an die Probe angelegte Spannung und „−“ für eine an die Spitze
des Cantilevers angelegte Spannung VDC [65].

Kraftspektroskopie

Bei der Kraftspektroskopie wird die auf den Cantilever wirkende Kraft in Abhängig-
keit vom Abstand zur Probe gemessen. Voraussetzung dafür ist die Übersetzung der
Auslenkung des Laserstrahls auf dem Vier-Quadranten-Detektor in eine Kraftein-
heit. Um dies zu gewährleisten, muss zunächst die Sensitivität des optischen Hebels
bestimmt werden, indem der Cantilever auf eine harte Oberfläche aufgesetzt wird
und die Spannungsdifferenzen des Detektors gegen den Abstand von Spitze und
Oberfläche aufgetragen werden [66]. Aus der bekannten Verschiebung des Piezoak-
tors wird hierbei der Abstand bestimmt. Durch diesen Kalibrierungsschritt lässt
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sich die vertikale Biegung des Cantilevers durch eine Längeneinheit statt durch
eine Spannungsdifferenz des Detektors ausdrücken. Im nächsten Schritt wird der
Cantilever von der Oberfläche zurückgezogen und seine Federkonstante aus seinen
thermischen Schwingungen bestimmt [67,68]; die Auslenkung des Cantilevers lässt
sich somit in eine Krafteinheit übersetzen.

Abstand

K
ra

ft

(1), (5)

(2)

(3)

(4)

Abb. 2.15: Schematische Darstellung
einer Kraft-Abstands-Kurve, die aus
Annäherungs-(blau) und Rückziehkur-
ve (rot) besteht. Weitere Erläuterungen
siehe Text.

Als Ergebnis einer kraftspektroskopischen Messung wird die auf den Cantilever
wirkende Kraft gegen den Abstand zwischen Cantilever und Probe aufgetragen.
In Abb. 2.15 ist der Verlauf einer solchen Kraft-Abstands-Kurve, bestehend aus
Annäherungs- (blau) und Rückziehkurve (rot), dargestellt. Dabei entspricht der
Abstand in diesem Fall der Strecke, die der z-Piezoaktor zurücklegt. Für eine Mes-
sung wird der kraftfreie Cantilever (1; Nulllinie) solange an die Oberfläche an-
genähert, bis die Spitze in Wechselwirkung mit der Probe tritt. Übersteigt die
Summe der anziehenden Kräfte die Rückstellkraft des Cantilevers, wird dieser in
Richtung Oberfläche ausgelenkt (2; „Snap-in“). Der Cantilever wird weiter ange-
nähert, bis eine vorgegebene Auslenkung bzw. Kraft erreicht ist (3). Der Anstieg
der Kraft-Abstands-Kurve wird durch die elastischen Eigenschaften der Probe und
des Cantilevers sowie durch die Spitzengeometrie bestimmt. Der Cantilever wird
im weiteren Verlauf der Messung zurückgezogen. Zunächst bleibt die Spitze dabei
an der Oberfläche haften, bis die Rückstellkraft die adhäsiven Kräfte übersteigt (4)
und der Cantilever wieder in den kraftfreien Zustand übergeht (5).

Mit Hilfe des (x,y)-Piezopositionierungssystems des AFM lassen sich zudem Kraft-
karten von Oberflächen erstellen. Zu diesem Zweck wird eine Vielzahl von kraftspek-
troskopischen Messungen durchgeführt, die in Form eines feinen Messpunkterasters
über die Probe gelegt werden. Auf diese Weise können sowohl die ortsabhängig auf
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den Cantilever wirkenden Kräfte als auch die Kontaktpunkte (z-Achse) simultan
ermittelt werden und ermöglichen somit eine eindeutige Zuordnung von Topografie
und Kraft.

2.5.4 Strömungspotentialmessung

Das Zeta-Potential trifft eine Aussage über die Oberflächenladung eines Biomateri-
als in Flüssigkeit und ist daher eine wichtige physikochemische Materialeigenschaft,
die die Reaktion des Biosystems beeinflusst [3,29,69]. Die hier genutzte Strömungs-
potentialanalyse ermöglicht die Bestimmung des Zeta-Potentials einer makroskopi-
schen Festkörperoberfläche, im Gegensatz zur Elektrophorese, bei der in Flüssigkeit
dispergierte elektrisch geladene Partikel durch Anlegen eines elektrischen Feldes in
Bewegung versetzt werden und das Zeta-Potential aus der elektrophoretischen Mo-
bilität bestimmt wird. Abb. 2.16 zeigt die schematische Darstellung des für die
Messung verwendeten Spaltkanals, der aus zwei planparallel angeordneten Proben
gebildet wird [39].

L

b

h

Abb. 2.16: Schematische Darstellung des
Spaltkanals für die Messung des Strömungspo-
tentials. L = b = 10mm, h = 90–100 µm. Wei-
tere Erläuterungen siehe Text.

Die durch den Spaltkanal strömende Messflüssigkeit bewirkt eine Ladungstrennung
des mobilen diffusen Anteils der elektrochemischen Doppelschicht gegenüber dem
immobilen Anteil. Das sich ausbildende Strömungspotential wird mit zwei Elektro-
den am Ein- und Ausgang des Spaltkanals detektiert. Das Zeta-Potential ζ ist mit
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dem Strömungspotential VS über Gl. 2.27 verknüpft [70]:

ζ(VS) = ηKB

εF

dVS
dp , (2.27)

mit der dynamischen Viskosität η der Messflüssigkeit, der spezifischen elektrischen
Leitfähigkeit KB des Spaltkanals, der relativen Permittivität εF der Messflüssigkeit
und dem Druckabfall p über den Spaltkanal.

2.5.5 Kontaktwinkelmessung zur Bestimmung der
Oberflächenenergie

Die Benetzbarkeit einer Biomaterialoberfläche ist ein weiterer wichtiger Parame-
ter, der die Biokompatibilität beeinflusst. Die Kontaktwinkelmessung am liegen-
den Tropfen (engl. Sessile Drop Technique) ist eine etablierte oberflächensensitive
Methode, mit der sich die Benetzbarkeit und daraus die Oberflächenenergie eines
Festkörpers bestimmen lässt.

Die Oberflächenenergie γ ist ein Maß für die Energie, die benötigt wird, um neue
Oberflächen bei Flüssigkeiten oder Festkörpern zu erzeugen. Dementsprechend wird
sie definiert als Energie E, die zum Erzeugen der Oberfläche je Fläche A aufge-
wendet werden muss [71]:

γ = E

A
. (2.28)

Im Gegensatz zur Oberflächenspannung von Flüssigkeiten lässt sich die Oberflä-
chenenergie eines Festkörpers jedoch nicht ohne Weiteres direkt bestimmen, da bei
der Oberflächenvergrößerung Energie dissipiert wird, beispielsweise durch Verfor-
mungsarbeit. Daher wird die Oberflächenenergie indirekt über die Kontaktwinkel-
messung bestimmt.

Kommt eine Flüssigkeit mit einem Festkörper in Kontakt, können zwei Fälle auftre-
ten: Es erfolgt die totale Benetzung, d.h. die Flüssigkeit bildet einen dünnen Film
auf dem Festkörper, oder es erfolgt die partielle Benetzung, bei der die Flüssig-
keit einen Tropfen mit einem Kontaktwinkel 0◦ < Θ < 180◦ ausbildet. Im Regime
der partiellen Benetzung stellt die Youngsche Gleichung eine Beziehung zwischen
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der Oberflächenenergie des Festkörpers γS, der Grenzflächenenergie γLS zwischen
Festkörper und Flüssigkeit, der Oberflächenspannung γL der Flüssigkeit und dem
Kontaktwinkel Θ her:

cos Θ = γS − γLS
γL

. (2.29)

Dabei gilt die Gleichung streng genommen nur für atomar ebene Grenzflächen.
Für topografisch strukturierte Oberflächen wurde von Wenzel [72] eine Beziehung
zwischen dem hypothetischen Flüssigkeitskontaktwinkel θ und dem auf der nicht-
idealen Oberfläche gemessenen Kontaktwinkel θ∗ über den sogenannten Rauheits-
koeffizient r angegeben, der das Verhältnis der realen Oberfläche zur geometrischen
Projektion der Oberfläche angibt:

cos θ∗ = r cos θ. (2.30)

Das nach Owens, Wendt, Rabel und Kaelble [73–75] benannte OWRK-Modell zur
Bestimmung der Oberflächenenergie aus Kontaktwinkelmessungen nimmt an, dass
sich die aus der Youngschen Gleichung bekannte Grenzflächenenergie γLS aus der
Oberflächenspannung der Flüssigkeit γL und der Oberflächenenergie des Festkör-
pers γS sowie aus den gleichartigen Wechselwirkungen zwischen der festen und
der flüssigen Phase zusammensetzt. Diese Wechselwirkungen werden als geometri-
scher Mittelwert2 eines dispersiven Anteils γD und eines polaren Anteils γP der
Oberflächenspannung γL bzw. der Oberflächenenergie des Festkörpers γS interpre-
tiert [73–75]:

γLS = γS + γL − 2
(√

γDS · γDL +
√
γPS · γPL

)
. (2.31)

Der dispersive Anteil beinhaltet nach der OWRK-Methode die Keesom-, Debye-
und die London-Kräfte. Letztere werden dabei aufgrund ihrer langen Reichweite
und Allgegenwärtigkeit als dominanter Anteil der dispersiven Kräfte zwischen ma-
kroskopischen Körpern angesehen [73, 76]. Der polare Anteil macht nach Owens

2Eine weitergehende Betrachtung zur Verwendung des geometrischen Mittelwerts zur Berech-
nung der Grenzflächenenergie wird in der grundlegenden Arbeit von Fowkes [76] durchgeführt.
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2 Grundlagen

und Wendt [73] eine Aussage über die Ausprägung von Wasserstoffbrückenbindun-
gen zwischen Festkörper und Flüssigkeit.

Einsetzen von Gl. 2.31 in Gl. 2.29 liefert die Gleichung

γL (1 + cos Θ)
2
√
γDL

=
√
γPS ·

√√√√γPL
γDL

+
√
γDS , (2.32)

die die Form einer Geradengleichung hat. Zur Bestimmung der Oberflächenenergie
nach der OWRK-Methode werden die Kontaktwinkel mehrerer Testflüssigkeiten mit
bekanntem dispersiven Anteil γDL und polaren Anteil γPL der Oberflächenspannung
gemessen und γL(1 + cos Θ)/2

√
γDL gegen

√
γPL /γ

D
L aufgetragen.

Der dispersive Anteil γDS der Oberflächenenergie des Festkörpers ergibt sich damit
aus dem Quadrat des y-Achsenabschnitts und der polare Anteil γPS aus dem Qua-
drat der Geradensteigung. Die Oberflächenenergie γS des Festkörpers entspricht
letztendlich der Summe aus dem polaren und dem dispersiven Anteil [73]:

γS = γDS + γPS . (2.33)

2.5.6 Immunfluoreszenzfärbung

Die Untersuchung der Proteinadsorption erfolgte mittels indirekter Immunfluores-
zenzfärbung. Das Prinzip der Methode ist schematisch in Abb. 2.17 dargestellt.
Dabei bindet ein primärer Antikörper spezifisch an eine bestimmte für das Protein
charakteristische Zielstruktur, das Epitop. Ein zweiter mit einem Fluoreszenzfarb-
stoff konjugierter sekundärer Antikörper bindet wiederum spezifisch an den pri-
mären Antikörper.

Das markierte Protein lässt sich nach Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes mit ei-
ner UV-Lampe mit breitbandigem Spektrum oder mit einem Laser durch Detektion
der Fluoreszenzintensität nachweisen, wobei die Fluoreszenzintensität als propor-
tional zur adsorbierten Proteinmenge angenommen wird. Der Farbstoff hat eine
diskrete Anregungsenergie, d.h. er kann mit Licht einer bestimmten Wellenlänge,
die üblicherweise im nicht sichtbaren ultravioletten Bereich liegt, angeregt werden.
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Antigen

Epitop

Primärer AK

Fluoreszenzfarbstoff

Sekundärer AK

Abb. 2.17: Funktionsprinzip der indirekten Immun-
fluoreszenzfärbung. Der primäre Antikörper (AK) bin-
det spezifisch an das Epitop des Antigens. Der sekun-
däre AK ist mit einem fluoreszierenden Farbstoff kon-
jugiert und erkennt den primären AK nach Merkmalen,
die spezifisch für den Organismus sind, aus dem der pri-
märe Antikörper stammt.

Durch strahlungslose Übergänge (vibronische und Lösungsmittelrelaxation) wird
Energie dissipiert und die Relaxation in den elektronischen Grundzustand hat
dementsprechend die Emission eines Photons mit einer kleineren Energie als das
anregende Photon zur Folge. Gegenüber der direkten Immunfluoreszenzfärbung, bei
der der Fluoreszenzfarbstoff bereits an den primären Antikörper gebunden ist, wird
durch die indirekte Methode eine verbesserte Empfindlichkeit erreicht, die auch die
Messung kleinster Proteinmengen erlaubt [77].

2.5.7 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erlaubt in kurzer Zeit quantitative Einzelzellanalysen
großer Zellpopulationen. Das Funktionsprinzip der Methode ist in Abb. 2.18 dar-
gestellt.

Hüllflüssigkeit

Zellsuspension

Hydrodynamische 
Fokussierung

Laser

FSC

SSC

Abb. 2.18: Prinzip der Durchfluss-
zytometrie. Zellen in Suspension wer-
den durch eine Hüllflüssigkeit fokussiert
und nacheinander einzeln am optischen
Messpunkt, in dem ein Laser fokussiert
wird, vorbeigeführt. Das vorwärts ge-
streute Licht des Lasers (engl. Forward
Scatter, FSC) wird als Maß für die Zell-
größe detektiert. Das seitwärts gestreu-
te Licht (engl. Side Scatter, SSC) ist ein
Maß für die Granularität der Zelle.

Eine Zellsuspension wird dabei durch eine Hüllflüssigkeit, die meist aus Puffer-
oder Kochsalzlösungen besteht, verdünnt und anschließend fokussiert, so dass die

31



2 Grundlagen

suspendierten Zellen einzeln nacheinander am Messpunkt vorbeigeführt werden.
Dort durchtreten sie einen fokussierten Laserstrahl. Das an den Zellen vorwärts
gestreute Licht (engl. Forward Scatter; FSC) ist ein Maß für die Größe und das 90◦

zum Laser gestreute Licht (engl. Side Scatter; SSC) ein Maß für die Granularität
des Zytoplasmas, d.h. die innere Zellstruktur, sowie für die Oberflächenstruktur
der Zellen [78]. Somit wird eine eindeutige Identifizierung sowie Unterscheidung
bestimmter Zellen ermöglicht und anderweitige Partikel, Schmutz oder Luftbläschen
können von der weiteren Analyse ausgeschlossen werden.
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3 Elektrostatik an topografischen
Nanostrukturen - Die Rolle von
Passivschichten

Für die Simulation der Proteinadsorption an topografischen Nanostrukturen wur-
den bisher einfache metallische Oberflächen angenommen, an denen das elektrische
Feld an erhabenen Strukturen erhöht und in Senken verringert ist. Viele medizinisch
relevante metallische Biomaterialien bilden entgegen dieser einfachen Modellvor-
stellung jedoch eine Passivierungsschicht aus, die im Kontakt mit dem biologischen
System steht. Im Folgenden Kapitel wird daher die Verteilung der elektrischen Feld-
stärke an einer topografischen Modellstruktur aus Titan unter Berücksichtigung der
TiO2-Passivierungsschicht mit FEM-Elektrostatikberechnungen untersucht.

3.1 Die Elektrolytlösung

Kommt ein Festkörper mit einer wässrigen Elektrolytlösung in Kontakt, bildet sich
fast augenblicklich die elektrochemische Doppelschicht an der Oberfläche aus; die
Oberflächenladung wird durch eine ionische Gegenladung kompensiert. Die Ge-
genionen in der Elektrolytlösung schirmen das elektrische Oberflächenpotential φ0

ab, wodurch es in der Lösung exponentiell abfällt. Die Debye-Länge beträgt dabei
in einer symmetrischen 0,1-molaren 1:1-Elektrolytlösung etwa 1 nm [44]. Für hohe
Oberflächenpotentiale kann die Behandlung der Ionen als Punktladungen zu un-
realistisch hohen Ionendichten nahe der Oberfläche führen [79]. Daher wird für die
Ionenkonzentration ein von Kilic et al. [79] vorgeschlagener Ausdruck

ci = c0
i (−qiφ/kBT )

1 + 2ν sinh (|qi|φ/2kBT )2 (3.1)

verwendet, der sterische Effekte durch die Einführung des Packungsparameters
ν = 2a3c0

i berücksichtigt. a entspricht der effektiven Ionengröße und wird hier als
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Stokes-Durchmesser der hydratisierten Elektrolytionen di interpretiert. Die ionische
Raumladungsdichte in der Elektrolytlösung ergibt sich somit zu

ρEl =
2∑
i=1

qic
0
i (−qiφ/kBT )

1 + 4d3
i c

0
i sinh (|qi|φ/2kBT )2 . (3.2)

3.2 Die Passivierungsschicht

Die elektronischen Eigenschaften der Passivierungsschicht von Titan werden in der
Literatur mit denen eines n-Halbleiters gleichgesetzt, wobei Sauerstoff-Fehlstellen
als Donatoren fungieren [80–83]. Im Kontakt mit einer Elektrolytlösung bildet sich,
genau wie beim Kontakt zwischen Metall und Elektrolytlösung, eine Potential-
differenz über die Fest-Flüssig-Grenzfläche aus. Jedoch ist die Leitfähigkeit eines
Halbleiters für gewöhnlich niedriger als die einer Elektrolytlösung, sodass sich der
Potentialabfall überwiegend im Festkörper ausbildet und dort eine Verbiegung der
Energiebänder zur Folge hat. Daher muss bei der Behandlung der Grenzfläche Halb-
leiter/Elektrolytlösung eine zusätzliche diffuse Raumladung im Halbleiter berück-
sichtigt werden [84].

Aus Gründen der Vereinfachung werden im Folgenden einige Annahmen für das be-
trachtete Halbleitermodell eingeführt: (i) Die TiO2-Schicht soll eine ideale elektroni-
sche Bandstruktur besitzen, (ii) das System ist im thermischen Gleichgewicht, d.h.
die Fermi-Niveaus sind angeglichen, (iii) Oberflächenzustände an der Fest-Flüssig-
Grenzfläche werden vernachlässigt, (iv) die Halbleiterschicht ist nicht entartet, (v)
der Übergang vom Titan zur TiO2-Schicht ist abrupt, (vi) das Auftreten einer In-
versionsschicht, d.h. die Ansammlung von Minoritätsladungsträgern im TiO2, wird
aufgrund der geringen Bandverbiegung ausgeschlossen.

Anhand einer planaren Grenzfläche zwischen Titan und NaCl-Elektrolytlösung ist
das untersuchte System in Abb. 3.1 dargestellt. Dabei wird das Metall durch eine
3 bis 10 nm dicke Passivierungsschicht von der Elektrolytlösung getrennt [86]. Im
thermischen Gleichgewicht ergibt sich die Potentialdifferenz über die Grenzfläche
zu

∆φT i−Körper = ET i − EKörper
e0

, (3.3)
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e0ΔφTi-TiO2 

φTi 

EC,TiO2(x) 

EC
B

,TiO2 

ETi 

φ(x) 

φTiO2 

φKörper 

E 

EKörper 

ΔφTi-Körper  

TiO2 Titan Lösung 

ΔφTi-TiO2 

x 

Abb. 3.1: Verlauf des elektri-
schen Potentials (rote Kurve)
und der unteren Leitungs-
bandkante (blaue Kurve) in
der TiO2-Passivierungsschicht
an einer planaren Grenzfläche
Titan/Elektrolytlösung im
thermischen Gleichgewicht.
Der Galvani-Potentialabfall
∆φT i−Körper wird durch die
Differenz zwischen der Aus-
trittsarbeit des Titan ET i
und der Referenzenergie in
der Elektrolytlösung EKörper
hervorgerufen. Nach [85].

mit der Elementarladung e0, der Austrittsarbeit ET i von Titan und der Referenz-
energie EKörper in der Elektrolytlösung, die äquivalent zum Normalredoxpotential
der Körperflüssigkeit unter physiologischen Bedingungen ist [82,87]. Der Verlauf des
elektrischen Potentials in der Passivierungsschicht entspricht der Bandverbiegung
und bezieht sich auf die Energie der unteren Leitungsbandkante in der TiO2-Schicht
EB
C,T iO2 (s. Abb. 3.1).

Wird nur die räumliche Variation der Elektronendichte n berücksichtigt, ist die
Raumladungsdichte im Halbleiter ρT iO2 mit dem elektrischen Potential über den
Ausdruck [44]

ρT iO2 = e0 (ND − n) = e0ND

[
1− exp

(
φ− φT iO2

kT

)]
(3.4)

verknüpft, wobei ND der maximalen Dichte der Sauerstoff-Fehlstellen und φT iO2

dem Flachbandpotential entspricht. Die Lage von φT iO2 relativ zum elektrischen
Potential an der Titanoberfläche φT i ist durch die Potentialdifferenz ∆φT i−T iO2

definiert:
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φT iO2 = φT i + ∆φT i−T iO2

= φT i + ET i − ET iO2

e0

= φT i +
ET i − χT iO2 −

(
EB
C,T iO2 − EF,T iO2

)
e0

= φT i + ET i − χT iO2 − kT ln (NC/ND)
e0

, (3.5)

mit der Austrittsarbeit ET iO2 von TiO2, die sich als Summe der Elektronenaffinität
χT iO2 und der Energielücke (EB

C,T iO2 − EF,T iO2) zwischen der unteren Leitungs-
bandkante und dem Fermi-Niveau ergibt. Diese Energielücke wiederum entspricht
dem Ausdruck kT ln(NC/ND) mit der effektiven Zustandsdichte der Elektronen
NC = 2(2πm∗

ekT/h
2)3/2 im Leitungsband, dem Planckschen Wirkungsquantum h

und der effektiven Masse der Elektronen m∗
e in der TiO2-Schicht.

Durch Einsetzen von Gl. 3.5 in Gl. 3.4 ergibt sich die Raumladungsdichte in der
Passivierungsschicht zu

ρT iO2 = e0ND

[
1− exp

(
e0 (φ− φT i) + χT iO2 + kT ln (NC/ND)− ET i

kT

)]
. (3.6)

Ein weiterer wichtiger Punkt bei der Diskussion der Grenzfläche zwischen Ti-
tan und einer Elektrolytlösung ist die pH-abhängige Oberflächenladung der TiO2-
Passivierungsschicht. Titanhydroxide verhalten sich amphoterisch, d.h. sie zeigen
in Abhängigkeit von der räumlichen Orientierung der Bindung der Hydroxidgruppe
an die oberflächennahen Titankationen sowohl saure als auch basische Eigenschaf-
ten [81]. Im Kontakt mit einer wässrigen Elektrolytlösung hat dieses amphoterische
Verhalten eine pH-abhängige Bildung negativ und positiv geladener Hydroxide zur
Folge, die in der Literatur als potentialbestimmende Ionen bezeichnet werden [48].
Der pH-Wert, bei dem die aus den Titanhydroxiden resultierende Oberflächenla-
dung gleich null ist (engl. Point of Zero Charge, PZC), wird hier als näherungswei-
se neutral angenommen [81]. Dementsprechend ist die passivierte Titanoberfläche
bei pH 7,4 negativ geladen. Obwohl Körperflüssigkeiten als Puffer wirken und den
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pH-Wert konstant zwischen 7,35 und 7,45 halten, kann es beispielsweise im Kno-
chengewebe aufgrund einer Implantation zu einem starken Abfall des pH-Wertes
auf bis etwa 5 kommen [88]. Dementsprechend wurde in der Betrachtung der pH-
Abhängigkeit der Oberflächenladung ein pH-Bereich von 5 bis 7,5 angenommen.
Nach Ridley et al. [89] variiert die Oberflächenladungsdichte σS des TiO2 in die-
sem Bereich näherungsweise zwischen 0,05 und −0,05C/m2. Der Einfluss von σS

auf die Verteilung der elektrischen Feldstärke nahe der Oberfläche wurde in einer
Parameterstudie untersucht.

3.3 FEM-Modell

Finite-Elemente-basierte Elektrostatikberechnungen wurden mit dem kommerziell
erhältlichen Programmpaket COMSOL Multiphysics (v4.2; COMSOL Multiphy-
sics GmbH, Göttingen) unter Verwendung eines direkten Lösers (engl. Multifrontal
Massively Parallel Sparse Direct Solver, MUMPS) und eines nichtlinearen iterativen
Lösers durchgeführt.

Konkave 

Ecke 

Planarer 

Bereich 

Konvexe  

Ecke 

Titan 

d 

Elektrolytlösung 

    ρ = ρEl 

φ = φKörper 

σS 

r 

φ(linker Rand) = φ(rechter Rand) 
 

φ = φTi 

$$ ρ = ρTiO2 r 

Abb. 3.2: Simulations-
box der topografischen Na-
nostruktur aus Titan mit
den verwendeten Randbe-
dingungen und Domänen.
Nach [85].

Abb. 3.2 zeigt den Kontakt zwischen einer passivierten Nanostruktur aus Titan
und einer wässrigen Elektrolytlösung mit physiologischer Salzkonzentration in ei-
ner zweidimensionalen Simulationsbox für die die Poisson-Gleichung numerisch ge-
löst wurde. Als Modellgeometrie wurde eine Grabenstruktur gewählt, ähnlich wie
die von Elter et al. [22, 34] experimentell und mittels Computersimulationen un-
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tersuchten Graben-Nanostrukturen. Diese stellt die einfachste topografische Varia-
tion einer Oberfläche dar und enthält gleichzeitig alle wesentlichen geometrischen
Merkmale, wie z.B. konkav und konvex gewölbte sowie planare Strukturelemen-
te. Darüber hinaus konnte die Komplexität des Problems und der rechentechni-
sche Aufwand stark reduziert werden, indem ein zweidimensionaler Schnitt eines
Grabens betrachtet wurde. Die Modellgeometrie besteht aus drei planaren Regio-
nen sowie einer konvexen und einer konkaven 90◦-Ecke mit dem Eckenradius r.
Es wurde eine Passivierungsschicht mit konstanter Dicke d angenommen, die im
Kontakt mit einer wässrigen 0,137-molaren NaCl-Lösung steht. Aufgrund des be-
sonderen Oxidierungsvorgangs von Titan [80,90,91] wurde außerdem angenommen,
dass das Wachstum der TiO2-Schicht ausschließlich in Richtung des Metalls statt-
findet. Dementsprechend resultiert das Wachstum einer Schicht mit der Dicke d an
der konkaven Ecke in einem Radius r+d des konkaven Randes zwischen TiO2- und
Titandomäne. An der konvexen Ecke muss in Abhängigkeit vom Verhältnis von r zu
d zwischen zwei Fällen unterschieden werden. (i) r/d > 1: Der Radius der konvexen
Ecke des konvexen Randes zwischen TiO2- und Titandomäne ist r−d. (ii) r/d ≤ 1:
Es wird eine scharfe konvexe Ecke gebildet. Im letzteren Fall wurde ein Radius
von 0,2 nm (entspricht näherungsweise dem Atomradius von Titan) eingeführt, um
numerische Probleme zu vermeiden. Das Gitternetz aus Dreieckselementen wurde
solange verfeinert, bis der relative Fehler (a posteriori) der elektrischen Feldstär-
ke in der Elektrolytlösung nahe dem planaren Strukturelement unter 1% fiel. Nach
viermaliger Verfeinerung des Gitternetzes ergab sich somit eine Anzahl von 3,2 · 105

Dreieckselementen. Die Iteration des nichtlinearen Lösers wurde gestoppt, wenn die
relative Fehlerabschätzung für jeden Iterationsschritt kleiner als 1 · 10−6 war.

Das elektrische Potential φTi wurde an der Grenzfläche Titan/TiO2 angelegt
(Dirichlet-Randbedingung) und fällt in „unendlicher“ Entfernung in der Elektrolyt-
lösung auf das Referenzpotential φKörper ab (oberer Rand: φ = φKörper). Die Modell-
geometrie erlaubt die Verwendung periodischer Randbedingungen am linken und
rechten Rand. Die pH-abhängige Oberflächenladung σS wurde mittels Neumann-
Randbedingungen an der Grenzfläche von TiO2-Passivierungsschicht und Elektro-
lytlösung festgelegt. Die Raumladungsdichten in der Elektrolytlösung und in der
Passivierungsschicht ergeben sich durch Gl. 3.2 und 3.6.

Zusätzlich zum Kontakt zwischen der passivierten Nanostruktur und einer Elektro-
lytlösung wurde ebenfalls die Elektrostatik einer Metall-Nanostruktur im Kontakt
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Tabelle 3.1: Zusammenfassung der verwendeten Parameterwerte.

Parameter Wert Quelle
c0
i (mol/l) 0,137
T (K) 298,15
εEl 79 [92]
εT iO2 48; 78; 110 [48]
dNa+ (nm) 0,368 [93]
dCl− (nm) 0,242 [93]
ET i (eV) 4,1 [94]
ESCE (eV) 4,75 [95]
χSCE (eV) 4,04 [3]
m∗
e (me) 5,6 [96]

φS (mV) -100 [97]
σS (C/m2) -0,05; 0; 0,05 [89]
φKörper (mVSCE) 350; 450; 550 [87]
ND (1020 cm−3) 1; 1,5; 2 [82]
d (nm) 3; 5; 10 [86]
r (nm) 1; 3; 5

mit einer Elektrolytlösung berechnet. In diesem Fall wurde die Dicke d der Pas-
sivierungsschicht gleich null gesetzt und ein konstantes elektrisches Potential φS
an der Grenzfläche zwischen Metall und Elektrolytlösung mit Hilfe von Dirichlet-
Randbedingungen eingestellt. Die verwendeten Modellparameter sind in Tabelle 3.1
zusammengefasst. Für einige Parameter sind in der Literatur mehrere Werte ange-
geben (εT iO2 , φKörper, ND, d). Die Oberflächenladungsdichte σS wurde entsprechend
dem physiologisch relevanten pH-Bereich in einer Parameterstudie variiert. Mit Gl.
3.3 und 3.5 wurden das elektrische Potential an der Grenzfläche Titan/TiO2 zu
φT i = 1,10V und das Flachbandpotential in der TiO2-Schicht zu φT iO2 = 1,14V
berechnet.

3.4 Ergebnisse

3.4.1 Die Grenzfläche zwischen Metall und Elektrolytlösung

Abb. 3.3a zeigt den Kontakt zwischen einer metallischen Grabenstruktur und einer
Elektrolytlösung, der als Vergleich für die spätere Diskussion der Grenzfläche zwi-
schen einer nanostrukturierten Titanoberfläche und einer Elektrolytlösung dienen
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soll (s. Abschnitt 3.4.2). Die Metalloberfläche ist durch keine Passivierungsschicht
bedeckt (d = 0nm) und es wird ein festes Oberflächenpotential φS = −100mV an
die Grenzfläche zwischen Festkörper und Flüssigkeit angelegt. Der Radius der kon-
vexen und der konkaven Ecke wurde auf 3 nm festgelegt. Aufgrund der starken ioni-
schen Abschirmung in der wässrigen NaCl-Elektrolytlösung (Debye-Länge < 1 nm)
werden ortsabhängige Unterschiede der elektrischen Feldstärke in einem Abstand
von wenigen Nanometern von der Oberfläche kompensiert. Daher wurden die Wer-
te der elektrischen Feldstärke am planaren, am konvex und am konkav gebogenen
Strukturelement in einem Abstand von 0,3 nm von der Fest-Flüssig-Grenzfläche
bestimmt (s. Abb. 3.3b).
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Abb. 3.3: (a) Querschnitt der metallischen Nanostruktur im Kontakt mit einer
NaCl-Elektrolytlösung. (b) Elektrische Feldstärken in einem Abstand von 0,3 nm
von der Fest-Flüssig-Grenzfläche an der konkaven Ecke (I), am planaren Bereich
(II) und an der konvexen Ecke (III). Nach [85].

Verglichen mit der Position nahe dem planaren Strukturelement (II) ist die elektri-
sche Feldstärke an der konvexen Ecke um 5% erhöht und an der konkaven Ecke um
5% verringert. Diese relativ kleine Variation der Feldstärke kann auf die hohe ioni-
sche Raumladungsdichte in der Elektrolytlösung zurückgeführt werden. So wurde
in einer vergleichenden Simulation mit einer 0,01-molaren NaCl-Elektrolytlösung
bereits ein Anstieg von 15% an der konvexen Ecke und ein Abfall von 20% an
der konkaven Ecke im Vergleich zum planaren Strukturelement berechnet. Zudem
stellt die Verwendung der zweidimensionalen Grabenstruktur einen weiteren Grund
für den relativ kleinen Effekt der Topografie auf die oberflächennahen elektrischen
Feldstärken dar, da die Wölbung der Oberfläche nur in zwei Dimensionen auftritt.
Für eine dreidimensionale Spitze bzw. eine Senke wird ein stärkerer Einfluss der
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Topografie auf die lokalen elektrischen Feldstärken erwartet.

3.4.2 Die Grenzfläche zwischen halbleitender Passivschicht und
Elektrolytlösung

Die Simulationsbox mit der topografisch nanostrukturierten Titanoberfläche im
Kontakt mit einer Elektrolytlösung ist in Abb. 3.4a dargestellt. Die Modellgeo-
metrie besteht aus einer 5 nm dicken TiO2-Passivierungsschicht auf der Graben-
struktur und der angrenzenden 0,137-molaren NaCl-Elektrolytlösung. Der Radius
der konvexen und der konkaven Ecke wurde wie beim Kontakt zwischen Metall
und Elektrolytlösung (s. Abschnitt 3.4.1) erneut auf 3 nm festgelegt. Hierbei wur-
de eine Oberflächenladung σS = 0C/m2 angenommen, die einem pH-Wert nahe 7
entspricht.

Die Verteilung der elektrischen Feldstärke für das System unter Berücksichtigung
der halbleitenden Passivierungsschicht ist in Abb. 3.4b dargestellt. Genau wie beim
Kontakt zwischen Metall und Elektrolytlösung fällt die elektrische Feldstärke nahe
der Grenzfläche zwischen halbleitendem TiO2 und Flüssigkeit aufgrund der starken
ionischen Abschirmung innerhalb eines geringen Abstands stark ab. Die konkave
(s. Abb. 3.4c, d) und die konvexe Ecke (s. Abb. 3.4e, f) sind daher zusätzlich stark
vergrößert dargestellt. Aus einem Vergleich von Abb. 3.4d und f lässt sich erken-
nen, dass die Verteilung des elektrischen Feldes nahe der Fest-Flüssig-Phasengrenze
gegenüber dem Kontakt zwischen Metall und Elektrolytlösung (s. Abb. 3.3b) inver-
tiert ist: Die elektrische Feldstärke an der konkaven Ecke ist Vergleich zum planaren
Bereich erhöht, wohingegen sie an der konvexen Ecke verringert ist.

Ein Vergleich der elektrischen Feldstärken nahe der konvexen und der konkaven
Ecke sowie dem planaren Bereich für drei verschiedene Oberflächenladungsdichten
σS, die einem pH-Wert-Bereich von 5 bis 7,5 entsprechen, ist in Abb. 3.5 darge-
stellt. Bei einem pH-Wert von 5 ist die elektrische Feldstärke an der konvexen und
an der konkaven Ecke im Vergleich zum planaren Bereich um 20% verringert bzw.
um 10% erhöht. Diese Invertierung der Verteilung der elektrischen Feldstärke im
Vergleich zur Grenzfläche zwischen Metall und Elektrolytlösung wird dabei über
den gesamten pH-Wert-Bereich aufrechterhalten und zeigt die stärkste Ausprägung
nahe dem physiologischen pH-Wert: Bei pH 7,5 wurde ein starker Abfall der elek-
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Abb. 3.4: (a) Querschnitt der passivierten topografisch nanostrukturierten Titan-
oberfläche im Kontakt mit einer NaCl-Elektrolytlösung und (b) die Verteilung der
elektrischen Feldstärke. (c), (d) Vergrößerte Darstellung der konkaven Ecke. (e), (f)
Vergrößerte Darstellung der konvexen Ecke. Nach [85].
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3.4 Ergebnisse
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Abb. 3.5: Elektrische Feldstärke in der
NaCl-Elektrolytlösung in einem Abstand
von 0,3 nm von der Fest-Flüssig-Grenzfläche
für drei verschiedene Oberflächenladungs-
dichten σS, die einem pH-Wert-Bereich von
5 bis 7,5 entsprechen. Nach [85].

trischen Feldstärke von 60% und ein Anstieg von 20% an der konvexen bzw. an
der konkaven Ecke berechnet.

Die berechnete Verteilung der elektrischen Feldstärke in der Elektrolytlösung nahe
der metallischen und der passivierten Grabenstruktur lässt sich mit Hilfe von Abb.
3.6 interpretieren.

(a) (b) 

(c) (d) 

Titan 

Metall 

TiO2 

f = const. 

f = const. 

Geometrie Potential 

Abb. 3.6: (a) Geometrie der kon-
vexen Ecke der metallischen Graben-
struktur und (b) Verlauf der Äqui-
potentiallinie an der Metalloberfläche.
(c) Geometrie der konvexen Ecke der
mit einer TiO2-Passivierungsschicht be-
deckten Grabenstruktur aus Titan und
(d) Verlauf einer Äquipotentiallinie in
der halbleitenden Passivierungsschicht.
Nach [85].

Die Äquipotentiallinie an der Metalloberfläche folgt strikt der Geometrie, d.h. das
Oberflächenpotential ist überall konstant (s. Abb. 3.6)a, b). Aufgrund einer erhöh-
ten Feldliniendichte folgen aus dieser Verteilung des elektrischen Potentials größere
elektrische Feldstärken an der konvexen Ecke. Unter Berücksichtigung der halblei-
tenden TiO2-Passivierungsschicht ändert sich dieses typisch metallische Verhalten:
Hier kann die Äquipotentiallinie nicht der Geometrie der Oberfläche folgen. Das
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3 Elektrostatik an topografischen Nanostrukturen - Die Rolle von Passivschichten

Oberflächenpotential hängt von der Krümmung der Oberfläche ab und ist nicht
überall konstant. An der konvexen Ecke hat dies ein lokal verringertes Oberflä-
chenpotential zur Folge (s. Abb. 3.6c, d).
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Abb. 3.7: (a) Querschnitt der nanostrukturierten Titanoberfläche im Kontakt mit
einer Elektrolytlösung. Die Pfeile entsprechen Schnittlinien senkrecht zur Oberflä-
che an der konkaven Ecke (schwarz), dem planaren Bereich (rot) und der konvexen
Ecke (grün). (b) Verlauf des elektrischen Potentials entlang der Schnittlinien. (c)
Verlauf der elektrischen Feldstärke entlang der Schnittlinien. Nach [85].

Der Einfluss des im Vergleich zur metallischen Oberfläche veränderten Potential-
verlaufs bei der passivierten Titanoberfläche auf die Verteilung der elektrischen
Feldstärke nahe der Fest-Flüssig-Grenzfläche ist in Abb. 3.7 dargestellt. Entlang
der senkrecht zur Oberfläche verlaufenden Schnittlinien (s. Abb. 3.7a) ergeben sich
unterschiedliche Verläufe des elektrischen Potentials (s. Abb. 3.7b). An der kon-
kaven Ecke (schwarze Kurve) fällt das elektrische Potential innerhalb der Schicht
nahe der Grenzfläche von TiO2 und Elektrolytlösung stärker ab als im planaren Be-
reich (rote Kurve) und als an der konvexen Ecke (grüne Kurve). Dementsprechend
ergeben sich im Vergleich erhöhte elektrische Feldstärken nahe der Oberfläche (s.
Abb. 3.7c). Unterschiede in der elektrischen Feldstärke werden jedoch innerhalb
von etwa 2 nm Abstand von der Oberfläche durch lokal unterschiedliche ionische
Abschirmung ausgeglichen.

44



4 Der Einfluss elektronischer
Nanostrukturen auf das Biosystem

Seit der Entwicklung des ersten funktionstüchtigen Silizium-Transistors im Jahr
1954 hat die Bedeutung von Silizium in der Halbleitertechnologie bis heute bestän-
dig zugenommen. Der Elementhalbleiter ist dementsprechend das wohl meist stu-
dierte und im Hinblick auf die Elektronik bzw. elektrischen Eigenschaften am besten
charakterisierte Element im Periodensystem. Mit der zunehmenden Miniaturisie-
rung von Halbleiterbauelementen wurden bis heute Strukturgrößen geschaffen, die
in der Größenordnung von Biomolekülen liegen und Silizium somit für die Untersu-
chung biologischer Fragestellungen immer mehr in den Fokus rücken [98]. Aufgrund
der exakt einstellbaren elektronischen Eigenschaften sowie seiner Biokompatibili-
tät [99, 100] eignet sich Silizium daher als ein Modellsystem für die Untersuchung
des Einflusses lokal variierender elektrischer Oberflächeneigenschaften auf das Bio-
system.

Dieser Einfluss wird im Folgenden mit Hilfe einer planaren Dotier-Linienstruktur
untersucht. Durch die fehlende topografische Variation soll die Wirkung geometri-
scher Effekte, wie z.B. der besseren Erreichbarkeit erhabener Strukturen oder der
Unterbindung der Oberflächendiffusion, und lokal variierender Dispersionswechsel-
wirkungen auf das Biosystem ausgeschlossen werden. Das Linienmuster erlaubt
dabei eine einfache, niederdimensionale Variation der Dotierdichte und dement-
sprechend der lokalen elektrischen Feldstärke, ähnlich der Feldstärkevariation nahe
einer topografischen Grabenstruktur, wie sie von Elter et al. [22, 24] untersucht
wurde (s. Abschnitt 3.4.1 und 3.4.2).

4.1 Substratpräparation

Dotier-Liniengitter mit 130 nm breiten p- und n+-dotierten Bereichen wurden von
IHP (Innovations for High Performance Microelectronics; Leibniz-Institut für in-
novative Mikroelektronik, Frankfurt (Oder)) mittels Fotolithografie und Ionenim-
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4 Der Einfluss elektronischer Nanostrukturen auf das Biosystem

plantation in 200mm-Siliziumwafer (750 µm eingeschrieben und im Rahmen einer
Kooperation bereitgestellt. Die Linienbreite von 130 nm stellt dabei die kleinste vom
IHP in Standardtechnologie gefertigte Strukturgröße dar. Diese ließ einen Einfluss
auf die Proteinadsorption und die Zellbesiedlung erwarten (vgl. z.B. Strukturgröße
in [24]).

Als Ausgangsmaterial für die Dotierstruktur diente mit Bor p-dotiertes (1018–
1019 cm−3) Czochralski-Silizium (100) mit einem spezifischen elektrischen Wider-
stand von 5–20mΩcm. Das in der Arbeit von Birkholz et al. [98] für die Ionen-
implantation verwendete Arsen ist potentiell zytotoxisch [101]. So wird z.B. bei
typischerweise für den Kontakt mit Knochengewebe eingesetzten Hydroxylapatit-
Beschichtungen der Grenzwert von Arsen mit maximal 3mg/kg angegeben [102].
Mit der angestrebten Dotierdichte von 1 · 1021 cm−3 ergäbe sich jedoch ein Massen-
anteil von näherungsweise 5 · 104 mg/kg. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit
Phosphor in die Wafer implantiert. Sowohl für dieses Element als auch für Bor und
Silizium sind dem Verfasser keine zytotoxischen Effekte bekannt.

Auf die wichtigsten Prozessschritte der Probenherstellung soll hier nur kurz einge-
gangen werden. Die Prozessierung der Wafer ist detailliert in [98] beschrieben. Die
Wafer wurden nacheinander den folgenden Prozessschritten unterzogen:

1. Reinigung der Waferoberfläche und Entfernung der nativen Oxidschicht mit-
tels nasschemischer Verfahren (Piranha-Ätzung, Flusssäure-Ätzung, RCA-
Reinigung)

2. Erzeugung einer 5 nm dicken SiO2-Schicht durch thermische Oxidation

3. Aufbringen einer für die KrF-Lithografie (248,4 nm) optimierten 25 nm dicken
Antireflexionsschicht aus siliziumhaltigem Nitrid (Si[54%], N[44%] [103]) mit-
tels chemischer Niederdruckgasphasenabscheidung

4. Erzeugung der Fotolackmaske (Dicke: 335 nm)

5. Fotolithografische Strukturierung der Lackmaske (130 nm-Fotolithografie)

6. Ionenimplantation von Phosphor (Ionenenergie/-dosis: 20 keV/3 · 1015 cm−2)

7. Plasmaveraschung der Lackmaske in einer Sauerstoffatmosphäre

8. Nasschemische Entfernung der SiNx-Schicht mittels Flusssäure- und Piranha-
Ätzung
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4.1 Substratpräparation

9. Temperung in einer Stickstoffatmosphäre bei 1010 ◦C für 15 s (Ausheilen von
Kristalldefekten)

10. Nasschemische Entfernung der SiO2-Schicht mittels Flusssäure- und Piranha-
Ätzung

Maske 

SiO2/SiNx 

Wafer 

Abb. 4.1: REM-
Querschnittaufnahme des
Dotier-Liniengitters an einer
Bruchkante nach erfolgter
Ionenimplantation. Auf der
Waferoberfläche befinden sich
das SiO2/SiNx-Schichtsystem
und die Fotolackmaske.
Aus [98].

Abb. 4.1 zeigt eine elektronenmikroskopische Querschnittsaufnahme des Dotier-
Liniengitters nach erfolgter Ionenimplantation. Auf der Waferoberfläche befinden
sich das SiO2/SiNx-Schichtsystem und die strukturierte, etwa 335 nm dicke Foto-
lackmaske. Die Bruchkante wurde für diese Aufnahme einer dekorativen Ätzung
unterzogen, um den Kontrast zwischen dem kristallinen Wafer und den durch den
Ionenbeschuss amorphisierten Bereichen zu verbessern. Die Ionenenergie und -dosis
wurden mit 20 keV und 3 · 1015 cm−2 derart gewählt, dass sich eine möglichst hohe
Dotierdichte von etwa 1 · 1021 cm−3 nahe der Waferoberfläche ergab (siehe Abschnitt
4.2.3). Nach der abschließenden nasschemischen Entfernung der Fotolackmaske und
des SiO2/SiNx-Schichtsystems befinden sich die ionenimplantierten n+-dotierten Li-
nien somit direkt an der Waferoberfläche und werden nur von einer nativen 1–2 nm
dicken Oxidschicht bedeckt.

p-dotiertes,Silizium
(NBor,≈,1019,cm-3) p

n+-dotierte,Linien,
(Periode:,260,nm,,Tiefe:,50,nm,
NPhosphor,≈,1021,cm-3)

n+

p

(a), (b), (c)

Probenbezeichnung:,p Probenbezeichnung:,pn+ Probenbezeichnung:,n+

Abb. 4.2: Schematische Darstellung der untersuchten Substratmodifikationen. (a)
Das Wafer-Ausgangsmaterial (Bezeichnung: p), (b) das Dotier-Liniengitter (Be-
zeichnung: pn+) und (c) der an der Oberfläche durchgängig mit Phosphor ionen-
implantierte Wafer (Bezeichnung: n+).
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4 Der Einfluss elektronischer Nanostrukturen auf das Biosystem

Zur Untersuchung eines etwaigen chemischen Einflusses des Phosphors auf das bio-
logische System wurde darüber hinaus ein an der Oberfläche durchgängig mit Phos-
phor ionenimplantierter Wafer hergestellt (Weglassen der Prozessschritte 4 und 5).
Das Ausgangsmaterial diente als Referenzsubstrat, wobei hier lediglich die native
Oxidschicht mit nasschemischen Verfahren entfernt wurde (Prozessschritt 10). Abb.
4.2 stellt die in dieser Arbeit verwendeten Proben schematisch dar und führt die
Probenbezeichnungen ein.

4.2 Substratcharakterisierung

4.2.1 Messbedingungen

Röntgenphotoelektronenspektroskopie

Die Untersuchung der chemischen Zusammensetzung der Substratoberflächen er-
folgte mit einem AXIS Ultra DLD XPS-System (Kratos Analytical Ltd., Manche-
ster, Vereinigtes Königreich), das mit einer monochromatischen Aluminium-Kα-
Röntgenquelle (1468,68 eV) und einem Halbkugelanalysator ausgestattet ist. Die
Proben wurden in einem Bereich von 700 µm× 300 µm angeregt und die senkrecht
zur Oberfläche emittierten Elektronen detektiert. Auf jeder Modifikation wurde
je ein Übersichtsspektrum (Bindungsenergie von 0 bis 1390 eV, Schrittweite 1 eV)
mit einer Passenergie des Halbkugelanalysators von 160 eV und einer Leistung der
Röntgenquelle von 150W aufgenommen. Darüber hinaus wurden Detailspektren
einzelner Elemente (Schrittweite 0,1 eV) mit einer Passenergie von 20 eV und einer
Leistung von 225W aufgenommen. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit dem
Programm CasaXPS (v2.3.15; Casa Software Ltd.).

Kapazitäts-Spannungs-Spektroskopie

Die Messungen von Kapazitäts-Spannungs (C-V)- und Strom-Spannungs (I-V)-
Messungen an dem als pn-Übergang geschalteten oberflächennah durchgängig io-
nenimplantierten Substrat (n+) sowie die C-V-Messungen an der MOS-Struktur

48



4.2 Substratcharakterisierung

(p) bzw. den MOS-ähnlichen Strukturen (pn+und n+) wurden mit einem Poten-
tiostaten (Reference 600TM, Gamry Instruments, Warminster PA, USA) durchge-
führt. Die der Gate-Spannung überlagerte Wechselspannung hatte eine Frequenz
von 1MHz und einen Effektivwert von 10mV.

Raster-Kelvin-Mikroskopie

Die AFM-Messungen wurden mit einem Nanowizard II (JPK Instruments, Ber-
lin) durchgeführt. Das Gerät kann modular auf verschiedene Messmodi erweitert
werden, die auch die Charakterisierung elektrischer Oberflächeneigenschaften erlau-
ben. Der AFM-Kopf enthält eine optische Kraftmesseinheit (850 nm-Infrarotlaser)
und einen Piezoscanner (lateraler (x,y)-Scanbereich 100 µm × 100 µm, vertikaler
z-Scanbereich 15 µm).

Für die KPFM-Untersuchungen der elektrischen Oberflächeneigenschaften wurde
das herstellereigene KPFM-Modul (KelvinProbe Module; JPK Instruments, Berlin)
verwendet. Die Messungen erfolgten mit hochgradig dotierten Silizium-Cantilevern
mit einer Resonanzfrequenz von 320 kHz und Spitzenradien von 2 nm (SSS-NCH,
NanoWorld AG, Neuchâtel, Schweiz) bzw. 8 nm (NCH, NanoWorld AG, Neuchâtel,
Schweiz).

Kraftspektroskopie

Die Auswirkung der Ionenimplantation auf die elektrischen Oberflächeneigenschaf-
ten in Flüssigkeit wurde mit Hilfe der AFM-basierten Kraftspektroskopie in PBS
untersucht. In der Untersuchung wurden auf jeder Substratmodifikation mindestens
fünf Mal 100 Kraft-Abstands-Kurven aufgenommen, die in Form eines Rasters aus
10 × 10 Messpunkten in einem Bereich von 5 µm × 5 µm angeordnet waren (An-
druckkraft 1 nN, Kontaktzeit 1,5 s, Geschwindigkeit 1 µm/s). Aus den erhaltenen
Kraft-Abstands-Kurven wurde die „Snap-in“-Kraft sowie die maximale Adhäsions-
kraft bestimmt. Für die vergleichenden Messungen wurde derselbe Cantilever aus
Siliziumnitrid mit Siliziumspitze verwendet (Typ MSNL, 0,07N/m; Bruker AFM
Probes, Mannheim). Auf dem Dotier-Liniengitter (pn+) wurde darüber hinaus ei-
ne Kraftkarte aus einem engmaschigen Raster aus 30 × 30 Messpunkten in einem
Bereich von 260 nm × 260 nm erstellt, um die lokal auf den Cantilever wirkenden
Kräfte zu ermitteln.
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4 Der Einfluss elektronischer Nanostrukturen auf das Biosystem

Strömungspotentialmessungen

Strömungspotentialmessungen zur Bestimmung des Zeta-Potentials der Substrat-
modifikationen wurden in 0,1-molarer NaCl-Lösung mit einem elektrokinetischen
Analysegerät (SurPASS; Anton Paar GmbH, Ostfildern-Scharnhausen) durchge-
führt. Ein pH-Wert von 7,0 wurde mittels Titration von 1M KOH- und 0,1M HCL-
Lösung eingestellt. In vier Messungen je Substratmodifikation strömten 500ml der
Elektrolytlösung mit einem maximalen Überdruck von 400mbar durch den Spalt-
kanal.

Kontaktwinkelmessungen

Ergänzend zur Charakterisierung der elektrischen Oberflächeneigenschaften wur-
de die Benetzbarkeit und die Oberflächenenergie der Substrate mit einem di-
gitalen Kontaktwinkelmessgerät (OCA 15EC; DataPhysics Instruments GmbH,
Filderstadt) durch Kontaktwinkelmessungen am liegenden Tropfen (Tropfenvolu-
men = 0,5 µl) untersucht. Tropfenbilder wurden mit der Digitalkamera des OCA-
Systems aufgenommen und mit der Software SCA 20 (v4.1.11) des Messgerätes ana-
lysiert. Aus den Kontaktwinkeln von destilliertem Wasser und weiteren polaren und
apolaren Testflüssigkeiten mit bekanntem dispersiven γDL und polaren Anteil γPL der
Oberflächenspannung (s. Tabelle 4.1) wurde die Oberflächenenergie der Substrate
mit Hilfe der Owens-Wendt-Rabel-Kaelble (OWRK)-Methode [73–75] ebenfalls mit
der Software SCA 20 bestimmt.

Tabelle 4.1: Für die Kontaktwinkelmessungen verwendete Testflüssigkeiten mit
dem jeweiligen polaren und dispersiver Anteil der Oberflächenspannungen. Werte
aus [104] (Thiodiglycol [105]).

Oberflächenspannung (mN/m)
Flüssigkeit Reinheitsgrad Polar Dispersiv Gesamt
1-Bromnaphthalin > 97% 0,0 44,6 44,6
Diiodmethan > 99% 0,0 50,8 50,8
Thiodiglycol > 99% 18,0 35,0 53,0
Glycerin > 99,5% 26,4 37,0 63,4
Destilliertes Wasser p.a. 51,0 21,8 72,8
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4.2 Substratcharakterisierung

4.2.2 Chemische Oberflächeneigenschaften

Die XPS-Übersichtsspektren der Proben sind in Abb. 4.3a dargestellt. Im Spektrum
der Probe (p) wurden die Linien der detektierten Elemente exemplarisch bezeich-
net. In allen drei Spektren konnte Silizium, Sauerstoff, Kohlenstoff und geringe
Mengen Stickstoff identifiziert werden. Der Kohlenstoff-Peak ist auf Kohlenwas-
serstoffverunreinigungen zurückzuführen, die generell auftreten, wenn Oberflächen
der Luft ausgesetzt sind [63]. Für das Auftreten der Stickstoff-Linie sind zwei Ur-
sachen denkbar: Reste der SiNx-Antireflexionsschicht, die mit der nasschemischen
Reinigung der Waferoberflächen nicht vollends entfernt werden konnten oder gas-
förmiger Stickstoff, der im Produktionsprozess während der abschließenden Tempe-
rung adsorbiert ist. Eine eindeutige Unterscheidung ist dabei aufgrund der geringen
Signalintensitäten nicht möglich.
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Abb. 4.3: (a) Die XPS-Übersichtsspektren der Substratmodifikationen. In allen
drei Spektren wurden Sauerstoff, Stickstoff, Kohlenstoff und Silizium jedoch nicht
die Dotierelemente Bor und Phosphor detektiert. Plasmonen sind mit einem * mar-
kiert. (b) Detailspektren der Silizium-Linie (Si 2p).

Die Dotierungselemente Bor und Phosphor wurden auf keiner der drei Subst-
ratmodifikationen detektiert. Für Bor wurde dieses Ergebnis erwartet, da des-
sen Konzentration mit 0,002 bis 0,02At% (s. Abschnitt 4.1) unterhalb der XPS-
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4 Der Einfluss elektronischer Nanostrukturen auf das Biosystem

Nachweisgrenze von 0,1At% liegt [63]. Das ionenimplantierte Phosphor hätte an-
gesichts einer Konzentration von ca. 2At% jedoch nachweisbar sein müssen. Als
Erklärung für das Nichtvorhandensein der Phosphor-Peaks bieten sich zwei mögli-
che Ursachen an: Einerseits ist der Phosphor-Wirkungsquerschnitt für die verwen-
dete Photonenenergie vergleichsweise klein [106], was geringe Signalintensitäten zur
Folge hat, und darüber hinaus erschwert die Überlagerung von Plasmonen-Peaks
(*) mit den Bindungsenergien des Phosphors (P 2p 1/2: 130,33 eV [107]; P 2s:
187,95 eV [108]) das Auffinden auswertbarer Peaks zusätzlich. Die XPS-Messung
deutet somit darauf hin, dass die Substratmodifikationen im Rahmen der Nachweis-
grenze der verwendeten Untersuchungsmethode eine identische Oberflächenchemie
aufweisen.

In Abb. 4.3b ist das Detailspektrum der Silizium-Linie (Si 2p) dargestellt. Durch die
chemische Verschiebung der Bindungsenergie ließ sich, neben den durch die Spin-
Bahn-Kopplung aufgespaltenen Energieniveaus des elementaren Siliziums Si 2p 1/2
elem. (grüne Kurve) und Si 2p 3/2 elem. (rote Kurve) [109], oxidisch gebundenes
Silizium (Si 2p Oxid, blaue Kurve) [110] identifizieren.

Tabelle 4.2: Bindungsenergien und Konzentrationen der identifizierten Elemente.
Die Daten der mit ** gekennzeichneten Peaks wurden aus dem Detailspektrum der
Si 2p-Linie berechnet.

Probe
p pn+ n+

Bindungsenergie (eV)
C 1s 285,9 285,9 285,9
N 1s 400,9 400,9 400,9
O 1s 533,9 532,9 533,9
Si 2p 99,9 99,9 99,9
Si 2p elem.∗∗ 99,4 99,7 99,8
Si 2p Oxid∗∗ 104,2 103,9 104,0

Konzentration (At.%)
C 1s 13,3 13,8 14,3
N 1s 0,8 0,9 0,5
O 1s 38,5 36,1 34,6
Si 2p 48,8 50,8 52,0
Si 2p elem.∗∗ 34,4 37,6 38,4
Si 2p Oxid∗∗ 11,6 10,9 10,3

Die Bindungsenergien und Konzentrationen der identifizierten Elemente sind in Ta-
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belle 4.2 zusammengefasst. Die auf dem Ausgangsmaterial (p) erhöhte Menge an
Sauerstoff lässt vermuten, dass die Oxidschicht im Vergleich zu den beiden ionenim-
plantierten Modifikationen dicker ist. Erhärtet wird dies durch die Konzentrationen
des elementaren und des in Form von SiO2 gebundenen Siliziums, die aus dem De-
tailspektrum der Silizium-Linie (Si 2p) gewonnen wurden: Auf dem Ausgangsma-
terial wurde eine verringerte Konzentration elementaren Siliziums detektiert, was
zusätzlich für eine dickere Oxidschicht spricht.

4.2.3 Elektronische Eigenschaften

Borkonzentration

Mittels Kapazitäts-Spannungs (C-V)-Spektroskopie wurde im Folgenden die Kon-
zentration der Borstörstellen des Waferausgangsmaterials untersucht. Dafür wurde
die native Oxidschicht des an der Oberfläche durchgängig mit Phosphor ionen-
implantierten Wafers (n+) durch Ätzen mit 10%iger Flusssäure entfernt und der
Chip anschließend auf Vorder- und Rückseite mit Kontakten (Silberleitlack, ca.
3 × 3mm2) versehen. Die Struktur entspricht in der Vertikalen somit einem pn-
Übergang mit einem ca. 750 µm dicken p-dotierten und einem extrem schmalen
n+-dotierten Bereich von ca. 50 nm Dicke. Eine exemplarische Strom-Spannungs
(I-V)-Kennlinie der Struktur ist in Abb. 4.4a dargestellt. Sie zeigt das für pn-
Dioden typische Sperrverhalten: Für an den p-dotierten Bereich angelegte negative
Spannungen bis ca. −2V fließt nur ein sehr geringer Strom; dies entspricht der
Sperrrichtung. Unterhalb dieser Spannung erfolgt ein Durchbruch und die Struktur
wird auch in Sperrrichtung leitend. Bei positiven Spannungen ab ca. 2V ist die
Struktur leitend und es fließt ein Strom, der mit größeren Spannungen exponentiell
ansteigt; dies entspricht der Durchlassrichtung.

Die gemessene I-V-Kurve weicht vom idealen Verlauf, bei der die Schwellenspan-
nung (Spannung bei der der Strom in Durchlassrichtung merklich größer als der
Sperrstrom ist) bei typischerweise 0,6–0,7V liegt, stark ab. Diese Abweichung
lässt sich unter Berücksichtigung eines Serienwiderstands Rs und eines Shunt-
Widerstands Rsh verstehen, die vermutlich auf die nicht-idealen ohmschen Kon-
takte bzw. auf prozess- oder materialbedingte Defekte im Wafermaterial zurückzu-
führen sind [111]. Angesichts der Verschiebung der gemessenen Kurve um etwa 2V

53



4 Der Einfluss elektronischer Nanostrukturen auf das Biosystem

gegenüber dem idealen I-V-Verlauf lassen sich die Widerstände auf Werte in der
Größenordnung von näherungsweise 1 · 102 Ω abschätzen.
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Abb. 4.4: (a) Ideale (rote gestrichelte Kurve) und gemessene (schwarze Symbo-
le) Strom-Spannungs-Kennlinie mit Ersatzschaltbild (Rs Kontaktwiderstand, Rsh

Shunt-Widerstand) und (b) Kapazitäts- und 1/C2-Spannungs-Verlauf der ober-
flächennah durchgängig mit Phosphor ionenimplantierten Modifikation (n+) ohne
Oxid.

Die in der C-V-Spektroskopie an den p-dotierten Bereich angelegte Spannung Va
wurde zwischen −1 und +1V variiert. Abb. 4.4b zeigt den spannungsabhängigen
Verlauf der Kapazität und der 1/C2-Kurve des pn-Übergangs. Für positive Span-
nungen zwischen 0 und 0,5V ergibt sich für Letztere ein nahezu linearer Verlauf.
Unter Annahme eines asymmetrischen pn-Übergangs (NPhosphor � NBor) lässt sich
die Konzentration der Akzeptor-Störstellen damit durch Einsetzen des Anstiegs der
1/C2-Kurve in Gl. 2.13 (S.17) berechnen [61]:

NBor ≈ −
2
qεS

1
d(1/C2

j )
dVa

= 1,2 · 1019 cm−3. (4.1)

Dieser Wert liegt im durch den spezifischen elektrischen Widerstand vorgegebenen
Intervall für die Dotierungskonzentration des Bors und zeigt, dass die C-V-Messung
trotz der oben diskutierten nicht-idealen Kontakte eine verlässliche Methode zur
Charakterisierung der Ladungsträgerverteilung im Halbleiter ist.

Darüber hinaus lässt sich die Diffusionsspannung Vbi des pn-Übergangs aus dem
Schnittpunkt der Geraden mit der Spannungs-Achse ermitteln [61]. Der abgelesene
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4.2 Substratcharakterisierung

Wert von 1,3V liegt in guter Übereinstimmung mit dem analytisch ermittelten
Wert von ca. 1,2V, der durch Einsetzen der Phosphorkonzentration NPhosphor (s.
Kapitel 4.1) und der experimentell bestimmten Borkonzentration NBor in Gl. 2.11
(S.17) berechnet wurde.

Phosphorkonzentration

Die Verteilung des ionenimplantierten Phosphors im Silizium wurde mit Hilfe von
SRIM (Stopping and Range of Ions in Matter) [112], einem frei erhältlichen Soft-
warepaket für die Analyse des Ionentransports in Materie, berechnet. Für die in
Abschnitt 4.1 beschriebene Geometrie der Antireflexionsschicht, die Materialpara-
meter und die verwendeten Prozessparameter der Ionenimplantation ergibt sich in
der Tiefe die in Abb. 4.5 gezeigte Gaußverteilung mit einer Halbwertsbreite von
näherungsweise 40 nm.
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Abb. 4.5: Mit SRIM [112] simulierte
Konzentrations-Tiefenverteilung von
Phosphor im Siliziumwafer (Ionen-
energie EPhosphor = 20 keV, Ionendosis
DPhosphor = 3 · 1015 cm−2).

Das Schichtsystem aus SiNx und SiO2 bewirkt eine Anhebung des Maximums der
Dotierungsdichte (NPhosphor ≈ 9,5 · 1020 cm−3) an die Waferoberfläche, und in weni-
ger als 50 nm Tiefe fällt die Phosphorkonzentration auf null ab. Die laterale Breite
der Konzentrationsverteilung unter der Lackmaske des Dotier-Liniengitters (pn+),
die mit einer Fehlerfunktion beschrieben wird [113], wurde ebenfalls mit SRIM be-
stimmt; hier ergaben sich Werte um 10 nm. Die mit Phosphor ionenimplantierten
Linien des Dotiergitters (pn+) sind somit scharf von den Bor-dotierten Linien des
Ausgangsmaterials abgegrenzt.
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4 Der Einfluss elektronischer Nanostrukturen auf das Biosystem

Oxidladungen

Neben den Dotierelementen wirken sich Ladungen in der nativen SiO2-Schicht, die
sich bei Kontakt der Wafer mit Luft zwangsläufig bildet, entscheidend auf die elek-
trischen Eigenschaften von Halbleiterbauelementen und deren elektrische Oberflä-
cheneigenschaften aus [62]. Erneut wurden die Substrate mittels C-V-Spektroskopie
untersucht. Im Gegensatz zu den Messungen zur Bestimmung der Borstörstellen-
dichte in Abschnitt 4.2.3 wurde jedoch ein Kontakt auf die intakte native Oxid-
schicht auf der Vorderseite und ein weiterer ohmscher Kontakt auf der Rückseite der
Proben aufgebracht. Für das Wafer-Ausgangsmaterial (p) ergibt sich dementspre-
chend eine MOS-Struktur bzw. für die beiden ionenimplantierten Modifikationen
pn+ und n+ MOS-ähnliche Strukturen.
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Abb. 4.6: C-V-Verläufe der drei Substratmo-
difikationen mit nativer Oxidschicht.

Abb. 4.6 zeigt die gemessenen C-V-Verläufe. Die Verschiebung zu negativeren Gate-
Spannungen in der Reihenfolge n+ → pn+ → p deutet auf positive Ladungen in den
Oxidschichten des Dotier-Liniengitters (pn+) und des Ausgangswafers (p) hin [62].
Als Folge aus dieser positiven Oberflächenladung ist daher von einer Verschiebung
des Oberflächenpotentials von n+ und pn+ gegenüber p in positive Richtung im
Vergleich zum oberflächenladungsfreien Idealfall auszugehen. Dabei wurde davon
ausgegangen, dass die Kapazität des pn-Übergangs in der Probe n+ in Reihe mit
der MOS-Kapazität geschaltet ist. Aufgrund der extrem kleinen räumlichen Aus-
breitung der pn-Kapazität wurde die MOS-Kapazität als dominanter Anteil in der
Gesamtkapazität angenommen.
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4.2 Substratcharakterisierung

4.2.4 FEM-Elektrostatikberechnungen

Die aus der SRIM-Simulation gewonnene Verteilung des ionenimplantierten Phos-
phors (s. Abb. 4.7) und die mit C-V-Messungen ermittelte Borstörstellendichte
wurden im Folgenden genutzt, um die Potentialverteilung an der Oberfläche des
Dotier-Liniengitters (pn+) numerisch mit COMSOL Multiphysics (v4.2; COMSOL
Multiphysics GmbH, Göttingen) zu berechnen. Dafür wurde die Raumladungsdich-
te [61, 114]

Abb. 4.7: Das zwei-
dimensionale Dotierprofil
des Dotiergitters.

ρ(x, y) = q(p− n+N+
D (x, y)−N−

A ) = q(p− n+N)

= q

−2ni sinh
φ− φT · sinh−1

(
− N

2ni

)
φT

+N

 (4.2)

in die Poisson-Gleichung (s. Gl. 2.3) eingesetzt. Dabei ist p die Löcher- und n die
Elektronendichte, N+

D die Dichte ionisierter Donatoren, N−
A die Dichte der ionisier-

ten Akzeptoren, ni die intrinsische Ladungsträgerdichte des Siliziums und φT die
thermische Spannung.

Abb. 4.8a zeigt die numerische Lösung des elektrischen Potentials für die so erhal-
tene Poisson-Gleichung. Aus dem extrahierten Verlauf des Oberflächenpotentials
(Abb. 4.8b) wird ersichtlich, dass sich über den n+-dotierten Linien ein um etwa
1,1V positiveres Oberflächenpotential als über den p-dotierten Linien ausbildet.
In den Bereichen der stärksten lateralen Potentialgradienten sind dementsprechend
die stärksten elektrischen Feldstärken zu beobachten (s. Abb. 4.8c,d). Die Pfeile in
Abb. 4.8c geben die Richtung des elektrischen Feldes an. An den Grenzbereichen der
ionenimplantierten Linien zeigt es durch die lokal variierende Ladungsträgerdichte
nicht mehr senkrecht zur Oberfläche, sondern enthält eine laterale Komponente.
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4 Der Einfluss elektronischer Nanostrukturen auf das Biosystem

Abb. 4.8: Numerische Berechnung der Elektrostatik des Dotier-Liniengitters. (a)
Elektrisches Potential, (b) Verlauf des Oberflächenpotentials, (c) elektrische Feld-
stärke (Oberflächenplot + Pfeildarstellung der Feldrichtung), (d) Verlauf der elek-
trischen Feldstärke entlang der Oberfläche.

Die Elektrostatikberechnungen der Dotierstruktur zeigen somit, dass mit der Ionen-
implantation von Phosphor in Form eines Linienmusters eine lokale Variation der
elektrischen Feldstärke erzeugt werden kann, deren Periode in der Größenordnung
von Biomolekülen liegt.

4.2.5 Topografie und elektrisches Oberflächenpotential

Mit Hilfe von KPFM-Messungen wurde die tatsächliche Oberflächenpotentialva-
riation des Dotier-Liniengitters (pn+) überprüft und das mittlere Oberflächenpo-
tential aller Substratmodifikationen ermittelt. Zusätzlich lieferten die Messungen
die Substrattopografien. Abb. 4.9a,c zeigt die Topografie des nanostrukturierten
Dotier-Liniengitters. Mit den KPFM-Messungen und REM-Aufnahmen konnte ge-
zeigt werden, dass das Dotiergitter über die gesamte Waferfläche eine gleichmäßige
Struktur mit einer Periode von (259± 3) nm und einer topografischen Variation von
(10,3± 0,6) nm aufweist. Die flachen Gräben der Struktur wurden als Phosphor-
implantierte Bereiche identifiziert [98].
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(a) 

(b) 

14 nm 

0 nm 
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Abb. 4.9: (a) Topografie-Scan (750 µm × 750 µm) des nanostrukturierten Dotier-
Liniengitters. Die flachen Gräben (dunklere Bereiche) entsprechen den ionenimplan-
tierten 130 nm breiten Linien. (b) Im dazugehörigen Scan des Oberflächenpotentials
wurden positivere Werte (hellere Bereiche) über den ionenimplantierten Linien ge-
messen. (c) REM-Aufnahme des Dotier-Liniengitters (10.000-fache Vergrößerung,
Maßstabsbalken 1 µm).

Tabelle 4.3 fasst die aus den AFM-Messungen gewonnenen Rauheitsparameter zu-
sammen. Durch den lokalen Beschuss mit Ionen steigt die Rauheit in den Gräben
des Dotier-Liniengitters (pn+) im Vergleich zu den Kämmen leicht an. Insgesamt
wurde auf pn+ im Vergleich zu den beiden elektronisch homogenen Oberflächenmo-
difikationen p und n+ ein Anstieg der Rauheit von einigen Nanometern gemessen,
welcher jedoch aufgrund des sehr geringen Aspektverhältnis von 0,080± 0,001 zu
keiner merklichen Variation der Rauheitskoeffizienten (Vergrößerung der realen zur
projizierten Oberfläche) führte.

Tabelle 4.3: Aus KPFM-Messungen gewonnene topografische und elektrische
Oberflächeneigenschaften: Ra-Wert, Rauheitskoeffizient r und Oberflächenpoten-
tial (Mittelwert ± Standardabweichung, N = 5).

Probe Ra r Oberflächenpotential
(nm) (mV)

p 0,35± 0,04 1,035± 0,007 75,0± 16,2
pn+ 3,71± 0,09 1,045± 0,011 −138,4± 24,4
pn+(Kamm) 0,39± 0,06
pn+(Graben) 0,50± 0,04
n+ 0,56± 0,03 1,042± 0,008 162,5± 14,5

59
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Abb. 4.9b zeigt den Oberflächenpotential-Scan des Dotier-Liniengitters (pn+). Die
gestrichelte Linie in Abb. 4.9 deutet an, dass die positiveren Potentialwerte über
den mit Phosphor ionenimplantierten Linien gemessen wurden, was mit der erwar-
teten Verteilung des Oberflächenpotentials eines pn-Übergangs übereinstimmt [61].
Die Variation des Oberflächenpotentials zwischen den n+- und p-dotierten Linien
ist mit (24,2± 7,3)mV um ein bis zwei Größenordnungen kleiner als die aus der
Differenz der Austrittsarbeiten der unterschiedlich dotierten Bereiche erwartete Va-
riation, die näherungsweise bei 1 eV liegt. Bei Keysight Technologies durchgeführte
KPFM-Messungen mit einem alternativen AFM-System (Keysight 5500 Scanning
Probe Microscope, Keysight Technologies) ergaben eine Potentialvariation von bis
zu 250mV (s. Abb. A.3, S. 106).

In Tabelle 4.3 sind die aus den KPFM-Messungen erhaltenen mittleren Oberflä-
chenpotentiale für alle drei Substratmodifikationen zusammengefasst. Der jeweilige
Absolutwert enthält dabei einen konstanten Offset, der von verschiedenen Einfluss-
faktoren, wie z.B. dem verwendeten Cantilever, der elektrischen Kontaktierung der
Proben und den Feedback-Parametern des AFM, abhängt. Daher wurden alle drei
Substratmodifikationen wiederholt unter denselben Bedingungen mit demselben
Cantilever gemessen3. Der an der Oberfläche durchgängig mit Phosphor ionenim-
plantierte Wafer (n+) hatte ein im Vergleich zum unbehandelten Wafer (p) positi-
veres Oberflächenpotential, was ebenfalls dem theoretisch vorhergesagten Ergebnis
entspricht. Auch hier ist der Unterschied mit etwa 90mV jedoch um etwa eine Grö-
ßenordnung kleiner als die, die aus der Austrittsarbeitdifferenz des oberflächennah
n+- und des p-dotierten Siliziums erwartet wurde. Eine Interpretation der Messun-
gen wird in Abschnitt 5.2.1 und 5.2.2 diskutiert.

4.2.6 Zeta-Potential

Die Messung des Strömungspotentials ermöglicht keine ortsauflösende Messung
elektrischer Oberflächeneigenschaften, jedoch wurde erwartet, dass Unterschiede
des mittleren Oberflächenpotentials der Substrate an Luft in Umgebung einer Flüs-
sigkeit ebenso eine Veränderung des Zeta-Potentials zur Folge haben. Abb. 4.10
zeigt die in physiologischer 0,1M Kochsalzlösung gemessenen Zeta-Potentiale der

3Die zwischen den Substraten ausgebildeten Unterschiede des mittleren Oberflächenpotentials
wurden außerdem durch Messungen mit weiteren Cantilevern desselben Typs bestätigt.
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4.2 Substratcharakterisierung

Proben zusammen mit den an Luft gemessenen Oberflächenpotentialen. Erneut
wurden auf dem Dotier-Liniengitter (pn+) stärker negative Potentialwerte gemes-
sen als auf dem Ausgangsmaterial (p), wohingegen die durchgängig ionenimplan-
tierte Waferoberfläche (n+) ein positiveres Zeta-Potential aufwies. Es zeigt sich
ein linearer Zusammenhang (s. schwarze Symbole in Abb. 4.10), der für moderate
Zeta-Potentiale unter Annahme einer konstanten Dicke der starren Doppelschicht
der theoretischen Vorhersage entspricht [45] (s. Gl. 2.6, S.8).
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Abb. 4.10: Lineare Korrelation zwischen Oberflächenpotential und Zeta-Potential
(Mittelwert ± Standardabweichung, N = 4). Die mit KPFM gemessenen Oberflä-
chenpotentiale (schwarze Symbole) wurden in negative Richtung verschoben (weiße
Symbole), sodass für φ0 = 0→ ζ = 0 gilt.

Mit KPFM konnten nur relative Änderungen zwischen den Oberflächenpotentialen
der Modifikationen gemessen werden, da die Austrittsarbeit des Cantilevers nicht
bekannt war. Die Oberflächenpotentialwerte enthalten daher einen unbekannten
Offset-Wert und konnten nicht auf ein Referenzpotential im Elektrolyten, wie es bei
der Zeta-Potentialmessung der Fall ist, bezogen werden. Unter der Annahme, dass
für φ0 = 0mV ebenfalls das Zeta-Potential ζ = 0mV ist [115], können die Messwerte
der Oberflächenpotential-Achse jedoch aufgrund des linearen Zusammenhangs in
negative Richtung verschoben werden (weiße Symbole in Abb. 4.10) und der Offset
dementsprechend abgezogen werden.
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4.2.7 Benetzbarkeit und Oberflächenenergie

Der Kontakt zwischen Biomaterial und Biosystem findet im Allgemeinen in einer
wässrigen Umgebung statt. Die Benetzbarkeit der Materialoberfläche ist daher ein
weiterer wichtiger Parameter, der auf Proteine und Zellen einwirkt.

Tabelle 4.4: Kontaktwinkel der Testflüssigkeiten (Mittelwert ± Standardabwei-
chung, N = 5) und die mit der OWRK-Methode berechneten Oberflächenenergien.

p pn+ n+

1-Bromnaphthalin 21,7± 2,8 15,4± 3,7 21,6± 2,1
Diiodmethan 43,0± 1,1 42,0± 1,1 40,3± 1,4

Kontaktwinkel Thiodiglycol 26,5± 5,5 16,2± 4,1 28,2± 2,7
(◦) Glycerin 32,9± 1,8 20,8± 2,8 50,2± 1,3

Wasser 46,7± 5,2 25,9± 4,6 54,7± 2,2
gesamt 55,8 64,9 50,9

Oberflächenenergie polar 18,8 28,8 13,7
(mJ/m2) dispers 37,0 36,1 37,2
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Abb. 4.11: Die Kontaktwinkel (a) polarer (Wasser, Glycerin, Thiodiglycol) und
(b) apolarer Flüssigkeiten (Diiodmethan, 1-Bromnaphthalin) in Abhängigkeit vom
korrigierten Oberflächenpotential (s. Abb. 4.10). Die Linien dienen der Veranschau-
lichung.

Die Ergebnisse der Kontaktwinkelmessungen sind in Tabelle 4.4 zusammengefasst.
Der Kontaktwinkel des unbehandelten Wafers (p) stimmt mit Werten von vergleich-
baren an Luft gealterten Siliziumwafern überein [116]. Ein Vergleich des Wasserkon-
taktwinkels des Ausgangsmaterials (p) mit den beiden ionenimplantierten Modifi-
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4.2 Substratcharakterisierung

kationen zeigt, dass das Dotier-Liniengitter (pn+) eine bessere Benetzbarkeit auf-
weist, wohingegen der an der Oberfläche durchgängig mit Phosphor ionenimplan-
tierte Wafer (n+) hydrophober ist. Die beiden weiteren polaren Testflüssigkeiten
Glycerin und Thiodiglycol zeigen das gleiche Benetzungsverhalten. Die Kontakt-
winkel der apolaren Testflüssigkeiten 1-Bromnaphthalin und Diiodmethan blieben
hingegen nahezu konstant.

Abb. 4.11 fasst die Ergebnisse der Kontaktwinkel- mit denen der Oberflächenpoten-
tialmessungen zusammen. Die Benetzbarkeit der polaren Testflüssigkeiten Wasser,
Glycerin und Thiodiglycol in Abhängigkeit vom Oberflächenpotential verhält sich
ähnlich (Abb. 4.11a): Mit in positiver Richtung ansteigendem Oberflächenpotential
verschlechtert sich die Benetzbarkeit. Die im Gegensatz dazu nur schwach variie-
renden Kontaktwinkel der unpolaren Flüssigkeiten 1-Bromnaphthalin und Diiod-
methan in Abb. 4.11b deuten darauf hin, dass durch die Ionenimplantation aus-
schließlich der polare Anteil der Oberflächenenergie modifiziert wurde und somit
nur die Benetzbarkeit polarer Flüssigkeiten beeinflusst wird.
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Abb. 4.12: Abhängigkeit der Oberflächen-
energie vom Oberflächenpotential. Der po-
lare Anteil der Oberflächenenergie sinkt mit
Zunahme des Oberflächenpotentials. Der
dispersive Anteil bleibt näherungsweise kon-
stant. Die gestrichelten Linien dienen der
Veranschaulichung.

Aus den Kontaktwinkeln der fünf Testflüssigkeiten wurde im Folgenden die Oberflä-
chenenergie der drei Wafermodifikationen mit Hilfe der OWRK-Methode berechnet.
Die Ergebnisse der Berechnungen sind ebenfalls in Tabelle 4.4 zusammengefasst.
Die Oberflächenenergie des Dotier-Liniengitters (pn+) ist gegenüber dem unbehan-
delten Ausgangsmaterial (p) erhöht, wohingegen für den durchgängig an der Ober-
fläche ionenimplantierten Wafer (n+) ein Abfall berechnet wurde. Bei Betrachtung
der beiden Anteile der Oberflächenenergie fällt auf, dass der Anstieg bzw. Abfall al-
leinig durch den polaren Anteil hervorgerufen wird, der für pn+ 53% größer bzw. für
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4 Der Einfluss elektronischer Nanostrukturen auf das Biosystem

n+ 27% kleiner ist als beim Wafer-Ausgangsmaterial (p). Der disperse Anteil kann
dagegen für alle drei Modifikationen als nahezu konstant angenommen werden. Abb.
4.12 verdeutlicht, dass sich mit zunehmendem negativen Oberflächenpotential ein
größerer polarer Anteil der Oberflächenenergie einstellt, wobei der dispersive Anteil
näherungsweise konstant bleibt. Dies deutet darauf hin, dass alleinig der durch die
Variation der elektrischen Oberflächeneigenschaften veränderte polare Anteil die
Benetzbarkeit beeinflusst.

4.2.8 Kraftspektroskopische Analyse der Wechselwirkung
zwischen Cantilever und Substrat

Das Anlegen einer Spannung in einer wässrigen Umgebung kann zu elektroche-
mischen Reaktionen und störenden Kräften führen, was die Anwendbarkeit der
KPFM stark einschränkt. Daher wurde mit der Kraftspektroskopie ein indirekter
Weg gewählt, um eine Aussage über die Auswirkung der Ionenimplantation auf
die elektrischen Oberflächeneigenschaften in Flüssigkeit treffen zu können. Abb.
4.13 zeigt exemplarische Kraft-Abstands-Kurven, die auf den drei Oberflächenmo-
difikationen in PBS gemessen wurden. Während beim Ausgangsmaterial (p) und
dem Dotier-Liniengitter (pn+) kein „Snap-in“ und nur sehr geringe Adhäsionskräfte
gemessen wurden, zeigten die Kraft-Abstands-Kurven des an der Oberfläche durch-
gängig mit Phosphor ionenimplantierten Wafers (n+) einen deutlich ausgeprägten
„Snap-in“ sowie größere Adhäsionskräfte.

0 5 1 0 1 5 2 0 2 5 3 0

n +

p n +

 p

A b s t a n d  ( n m )

10
00

 pN

Abb. 4.13: Exemplarische Kraft-Abstands-Kurven der drei Substrate.
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Abb. 4.14: (a) Snap-in-Kraft in der Annäherungskurve und (b) maximale Adhäsi-
onskraft in der Rückziehkurve zwischen der Cantilever-Spitze und den Substratmo-
difikationen. Die Box schließt jeweils 50% und die „Whisker“ 100% der Daten ein.
Der Punkt markiert den Mittelwert und die Linie den Median (N > 500). Die Ster-
ne markieren Datensätze, die nach einem Mann-Whitney-U-Test für ungepaarte
Stichproben (p < 0, 001) signifikant unterschiedlich sind.

Abb. 4.14 fasst die kraftspektroskopischen Messungen zusammen. Im Gegensatz
zum Ausgangsmaterial (p) und dem Dotier-Liniengitter (pn+) wurde der Cantile-
ver ab einem bestimmten Abstand auf die durchgängig n+-oberflächenimplantierte
Modifikation (n+) gezogen (s. Abb. 4.14a). Die Kraftwerte von (p) und (pn+) liegen
im Bereich des thermischen Rauschens und gehen gegen null. In den Rückziehkurven
wurde ebenfalls die größte mittlere Adhäsionskraft zwischen Cantilever-Spitze und
(n+) und eine größere Adhäsionskraft des Cantilevers auf dem Ausgangsmaterial
(p) als auf dem Dotiergitter (pn+) gemessen.

Im nächsten Schritt wurde das Dotier-Liniengitter (pn+) genauer untersucht. Da-
für wurde ein feinmaschiges Raster (30 × 30 Messpunkte in einem Bereich von
260 nm × 260 nm) über die Probe gelegt. Abb. 4.15a zeigt das gemessene Höhen-
profil. Die Linien der Dotierstruktur verlaufen vertikal, wobei die beiden dunkleren
Bereiche n+-leitend und der hellere Bereich p-leitend ist (s. Abschnitt 4.1, S. 45).
Aus dem Vergleich mit der Karte der maximalen Adhäsionskräfte aus der Rückzieh-
kurve in Abb. 4.15b lässt sich erkennen, dass in den ionenimplantierten Bereichen
größere Adhäsionskräfte zwischen Cantilever-Spitze und Substrat wirken als im
nicht-ionenimplantierten Bereich.

Im Folgenden wurden die Werte der maximalen Adhäsionskraft aus den Kraft-

65



4 Der Einfluss elektronischer Nanostrukturen auf das Biosystem

Abb. 4.15: Mittels Kraftspektroskopie gemessene (a) Topografie und (b) die da-
zugehörige Kraftkarte des Dotier-Liniengitters.

Abstands-Kurven entsprechend dem Höhenprofil sortiert. Dabei wurden die Werte
aus dem Bereich der Flanken der Erhöhung nicht berücksichtigt. Abb. 4.16 ver-
gleicht die Werte der Adhäsionskraft im p-leitenden und im n+-leitenden Bereich.
Die Adhäsionskraft ist im ionenimplantierten Bereich signifikant erhöht (Mann-
Whitney-U-Test, p < 0,05, N > 180). Die Verteilung der Adhäsionskräfte auf den
unterschiedlich dotierten Linien des Dotier-Liniengitters (pn+) entspricht somit der
Tendenz der Adhäsionskräfte auf den elektronisch homogenen Substratmodifikati-
onen p und n+ (vgl. Abb. 4.14b).
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Abb. 4.16: Lokal variierende Adhäsions-
kraft zwischen Cantilever-Spitze und Dotier-
Liniengitter (pn+). Die Box schließt jeweils
50% und die „Whisker“ 100% der Daten ein.
Der Punkt markiert den Mittelwert und die
Linie den Median. Der Stern markiert die
nach dem Mann-Whitney-U-Test (p < 0,05,
N > 180) signifikant unterschiedlichen Adhä-
sionskräfte.

4.3 Biologische Untersuchungen

Nachdem im vorherigen Kapitel die Auswirkung der Ionenimplantation von Phos-
phor auf die elektrischen Oberflächeneigenschaften an Luft und im Kontakt mit
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einer wässrigen Elektrolytlösung untersucht wurden, soll im Folgenden anhand ei-
niger ausgewählter Beispiele der Einfluss der Modellsubstrate auf das biologische
System gezeigt werden. Es wird die Adsorption von Fibronektin sowie die Ad-
häsion und Morphologie humaner MG-63-Osteoblasten auf den Modellsubstraten
diskutiert.

4.3.1 Messbedingungen

Zellkultur

Die Zellkultivierung sowie die biologischen Untersuchungen mittels Fluoreszenzmi-
kroskopie und Durchflusszytometrie wurden in Kooperation mit dem Arbeitsbereich
Zellbiologie der Universitätsmedizin Rostock durchgeführt. Für die zellbiologischen
in vitro-Untersuchungen wurde die humane Osteoblasten-Zelllinie MG-63 (ATTC R©

CRL-1427TM, Passage 88; American Type Culture Collection, LGC Promochem,
Wesel) verwendet, die erstmals von Billiau et al. [117] beschrieben wurde. MG-63
weist funktionelle Eigenschaften eines frühen Osteoblastenstadiums auf und wird
in der medizinischen Grundlagenforschung aufgrund der fortgesetzten Zellteilung,
der einfachen Verfügbarkeit sowie der Wiederholbarkeit eingesetzt [118]. Darüber
hinaus zeigt diese Zelllinie eine hohe Sensitivität hinsichtlich physikochemischer
Materialcharakteristika und wurde bereits vielfach für die Untersuchung der Zell-
Material-Wechselwirkung eingesetzt [119–121].

Vor der Aussaat auf den Substraten wuchsen die Zellen im Nährmedium, beste-
hend aus Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), 10% fetalem Kälberserum
(FKS), 1% Gentamycin sowie 0,02% Plasmocin, in einer 5%igen CO2-Atmosphäre
bei 37 ◦C und 85%iger relativer Luftfeuchtigkeit im Brutschrank zu einem subkon-
fluenten Zellrasen heran [60]. Die Konfluenz, das Wachstum und die Morphologie
der Zellen wurden mit Hilfe eines inversen Lichtmikroskops (Axiovert25, Carl Zeiss)
kontrolliert. Befanden sich die Zellen in der gewünschten Dichte, wurden sie durch
Spülen mit PBS und durch Zugabe einer Trypsin-Ethylendiamintetraacetat-Lösung
abgelöst und in Suspension gebracht. Für die Bestimmung der Anzahl von vitalen
Zellen wurden 100 µl aus der Zellsuspension entnommen, in 10ml Pufferlösung ver-
dünnt und mit einem Zellzähler (CASY Model TT - Cell Counter and Analyzer,
Schärfer System, Roche Innovatis AG, Basel, Schweiz) analysiert. Die Zelldichte

67



4 Der Einfluss elektronischer Nanostrukturen auf das Biosystem

betrug zwischen 1 · 104 und 1 · 105 Zellen/cm2 [60]. Die Zellkultur auf den Substra-
ten erfolgte im Nährmedium (DMEM + 10% FKS) sowie in serumfreiem Medium
(DMEM).

Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Die Adsorption von Fibronektin sowie die Besiedlung humaner MG-63-Osteoblasten
auf den Substratchips wurde mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie mit einem
Laser-Scanning-Mikroskop (LSM) untersucht. Reflektiertes und vom Präparat au-
ßerhalb der Fokusebene emittiertes Licht lässt sich bei dieser Methode mit Hilfe
einer variablen, vor dem Detektor positionierten Lochblende, dem Pinhole, unter-
drücken. Durch das punktuelle Abrastern der Probe mit dem fokussierten Laser
des LSM wird zudem eine Reduzierung des Streulichts außerhalb des untersuchten
Probenvolumens bewirkt, sodass im Vergleich zur konventionellen Fluoreszenzmi-
kroskopie schärfere, kontrastreiche Abbildungen der untersuchten Proben erzeugt
werden können.

Als Messgerät diente ein invertiertes Fluoreszenzmikroskop (Axio Observer Z1, Carl
Zeiss, Oberkochen) in Kombination mit einem LSM (Laser Scanning System 780,
Carl Zeiss, Oberkochen), das über sieben verschiedene interne Laser (405–633 nm)
und einen hochempfindlichen 32-Kanal-GaAsP-Detektor verfügt. Darüber hinaus
steht ein externer Argon-Laser (488 nm) zur Verfügung. Das verwendete Objektiv
ist ein Ölimmersionsobjektiv (63x Plan-Apochromat, NA 1,4, AA 1,4mm). Für in
vitro-Aufnahmen lebender Zellen über einen längeren Zeitraum ist das LSM mit
einem CO2-Inkubationssystem und einer Temperaturregelung ausgestattet.

Immunfluoreszenzfärbung von Fibronektin

Die Substrate wurden für 60min mit 2 µg/ml Fibronektin (Plasma-Fibronektin aus
Rinderserum; Sigma-Aldrich, München) in PBS und mit einer Lösung aus DMEM
und 10% FKS inkubiert. Für die spezifische Markierung des Fibronektins wurde ein
polyklonales Immunglobulin im Verhältnis 1:100 in PBS mit 1% BSA als primärer
Antikörper verwendet (Fibronektin-Antikörper H-300; Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg). H-300 bindet an den C-Terminus des Fibronektinmoleküls. Das BSA
diente zum Blockieren der nicht spezifischen Anlagerung von Antikörpern an die
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Substrate. Die Inkubation mit dem primären Antikörper erfolgte für 60min in ei-
nem Schüttler (IKA MTS 2/4 digital Mikrotiterschüttler, IKA GmbH, Staufen), um
die Antikörper gleichmäßig auf den Substratoberflächen zu verteilen. Der sekundäre
Antikörper (Goat anti-rabbit IgG-CFL 488; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg),
der mit dem Fluoreszenzfarbstoff CruzFluorTM 488 (Absorptionsmaximum 496 nm,
Emissionsmaximum 519 nm) konjugiert ist, wurde im Verhältnis 1:200 in PBS mit
1% BSA verwendet. Die Inkubation erfolgte für 30min im Schüttler im Dunkeln,
um ein vorzeitiges Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffes zu vermeiden. Zwischen
den einzelnen Schritten wurden die Proben jeweils vorsichtig mit PBS gespült, wo-
bei darauf geachtet wurde, dass die Substrate stets mit Flüssigkeit benetzt blieben.
Die Proben wurden in Flüssigkeit (PBS) kopfüber in eine Analysekammer mit Glas-
boden (µ-Slide 2 Well Glass Bottom, ibidi GmbH, München) gelegt und untersucht.
Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte mit dem externen Argon-Laser (488 nm). Die
LSM-Aufnahmen wurden mit der Bildanalysesoftware ImageJ (v1.49e) ausgewer-
tet. Die Fluoreszenzintensität wurde als proportional zur Summe der Grauwerte
aller Pixel der Aufnahme angenommen [122].

Zellmembranfärbung

Die Zellmembranen der MG-63-Osteoblasten wurden mit dem lipophilen Memb-
ranfarbstoff PKH26 (PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit, Sigma-Aldrich Co.
LLC, St. Louis, MO, USA) angefärbt. Die Anregung des Farbstoffs erfolgte mit
einem internen Argon-Laser (514 nm).

Zelladhäsionsbestimmung mittels Durchflusszytometrie

Die Adhäsion von MG-63-Osteoblasten auf den Substratchips nach 60-minütiger
Kultivierung wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht [123]. Zwischen 1 · 104

und 1 · 105 in 300 µl serumhaltigem (10% FKS) oder serumfreiem DMEM suspen-
dierte Zellen wurden auf 1 cm × 1 cm große Chips (p, pn+, n+) gegeben und für
1 h bei 37 ◦C in 5%iger CO2-Atmosphäre kultiviert. Nach Ablauf der Kultivierung-
zeit wurde der Überstand abpipettiert und die Probenoberflächen mit 100 µl PBS
gespült. Die im Überstand und in der PBS-Spülung enthaltenen nicht adhären-
ten Zellen wurden mit einem Durchflusszytometer (FACSCalibur, BD Biosciences
- Becton Dickinson, Erembodegem, Belgien) mit der Software CellQuest Pro 4.0.1
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hinsichtlich ihrer Größe und Granularität analysiert und gezählt. Der prozentuale
Anteil adhärenter Zellen wurde auf die insgesamt auf die Oberflächen gegebenen
Zellzahl bezogen, die parallel mit einer Referenzzählung von 300 µl Zellsuspension
ermittelt wurde.

Rasterelektronenmikroskopie

Die Topografie der Substrate und die Morphologie adhärenter MG-63-Zellen auf den
Substraten wurde mittels Feldemissions-Rasterelektronenmikroskopie (FESEM; Su-
pra 25, Zeiss, Oberkochen) untersucht. Das verwendete FESEM erlaubt aufgrund
der typischen Beschleunigungsspannungen zwischen 1 und 3 kV das Abbilden bio-
logischer Objekte auch ohne vorherige Beschichtung mit leitfähigen Gold- oder
Kohlenstoffschichten. Die relativ niedrige Energie des Primärelektronenstrahls hat
darüber hinaus zur Folge, dass die Eindringtiefe der Elektronen verringert wird,
wodurch eine oberflächenspezifische Abbildung der Probe ermöglicht wird.

Die Präparation der Zellen für die FESEM-Aufnahmen erfolgte am Elek-
tronenmikroskopischen Zentrum der Universität Rostock. Nach Abschluss der
Kultivierung wurden die Substrate mit den Zellen mit PBS gespült und
mit 2,5% Glutardialdehyd (GA) fixiert. Anschließend wurde das GA mit ei-
nem 0,1%igen Natriumphosphat-Puffer ausgewaschen. Eine aufsteigende Aceton-
Konzentrationsreihe (5min 30%, 5min 50%, 10min 75%, 15min 90%, 2 · 10min
100%) wurde verwendet, um den Zellen Wasser zu entziehen [60]. Abschließend
erfolgte eine Kritische-Punkt-Trocknung.

4.3.2 Adsorption von Fibronektin

Abb. 4.17 zeigt die mittels Fluoreszenzmikroskopie quantifizierte Menge des indi-
rekt gefärbten Fibronektins auf den Substraten nach der Adsorption aus der Lösung
mit einer Volumenkonzentration von 2 µg/ml in PBS und aus DMEM unter Zuga-
be von 10% FKS. Sowohl nach Adsorption aus der reinen Fibronektinlösung (Abb.
4.17a) als auch nach Adsorption aus dem Proteingemisch (Abb. 4.17b) zeigten sich
im Vergleich zu den beiden elektrisch homogenen Oberflächen erhöhte Mengen von
Fibronektin auf dem Dotier-Liniengitter (pn+). Aufgrund der relativ kleinen Ver-
suchsanzahl bei der Untersuchung der Adsorption aus der reinen Fibronektinlösung
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Abb. 4.17: Boxplot der adsorbierten Menge Fibronektin auf den Substraten nach
60min Inkubation (a) mit einer 2 µg/ml-Lösung (N = 3) und (b) mit DMEM unter
Zugabe von 10% FKS (N = 5). Die Boxen schließen (a) 100% der Daten ein bzw.
(b) 50% und die „Whisker“ 100%. Der Punkt markiert den Mittelwert und die Linie
den Median. Die Sterne markieren die nach dem Mann-Whitney-U-Test (N = 5,
p < 0, 05) signifikant unterschiedlichen Fluoreszenzintensitäten.

zeigte der Mann-Whitney-U-Test keine signifikanten Unterschiede. Es ist jedoch da-
von auszugehen, dass bei größerer Versuchsanzahl eine signifikant erhöhte Menge
Fibronektin auf dem Dotier-Liniengitter (pn+) im Vergleich zum an der Oberfläche
durchgängig ionenimplantierten Wafer (n+) auftritt.

4.3.3 Zelladhäsion

Der generelle Einfluss der Anwesenheit von Proteinen im Kulturmedium auf die
Zelladhäsion wurde im Folgenden untersucht. Dafür wurden die Zellen mit und
ohne Proteinen im Medium kultiviert. Abb. 4.18 zeigt repräsentative LSM-Bilder
von PHK26-gefärbten MG-63-Osteoblasten, die für 60min in serumfreiem DMEM
(links) und in DMEM unter Zugabe von 10% FKS (rechts) kultiviert wurden.
Für die LSM-Aufnahmen mussten die Proben aus der Kulturschale in ein mit PBS
gefülltes Deckglas-Schälchen überführt werden. Da das LSM invertiert ist, lagen die
Proben zudem über Kopf. Nicht-adhärente Zellen wurden daher vermutlich beim
Eintauchen in das PBS abgelöst und sedimentierten anschließend.

Während bei der serumfreien Kultivierung keine qualitativen Unterschiede in der
Zellbelegung der Oberflächen festgestellt werden konnten, unterschied sich das
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Abb. 4.18: Repräsentative
LSM-Aufnahmen von PKH26-
gefärbten MG-63-Osteoblasten
auf den elektronisch modifi-
zierten Substraten nach 60min
Kultur in DMEM ohne Zusät-
ze (links) und in DMEM unter
Zugabe von 10% FKS (rechts)
(Maßstabsbalken 50 µm).

Dotier-Liniengitter (pn+) in der Anzahl der adhärenten Zellen deutlich von den
beiden elektrisch homogenen Oberflächen.
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Abb. 4.19: Boxplots der Zelladhäsion auf den Substratmodifikationen nach 60min
Kultivierung in (a) serumfreiem Medium und (b) Medium unter Zugabe von 10%
FKS. Die Box schließt jeweils 50% und die „Whisker“ 100% der Daten ein. Der
Punkt markiert den Mittelwert und die Linie den Median. Der Stern markiert die
nach dem Mann-Whitney-U-Test (N = 5, p < 0, 05) signifikant unterschiedliche
Zelladhäsion auf pn+ und n+.
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4.3 Biologische Untersuchungen

Eine quantitative Auswertung der Zelladhäsion mittels Durchflusszytometrie bestä-
tigte dieses Ergebnis: Auf dem Dotier-Liniengitter (pn+) war die Zelladhäsion unter
Zugabe von FKS gegenüber der Modifikation (n+) signifikant erhöht. Im serumfrei-
en Medium wurden hingegen keine Unterschiede festgestellt (s. Abb. 4.19a,b).
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Abb. 4.20: Boxplots der Zelladhäsion nach 60min Kultivierung in serumfreiem
Medium auf für 60min (a) mit 2 µg/ml Fibronektin und auf (b) mit 10% FKS in
DMEM präinkubierten Substraten. Die Box schließt jeweils 100% der Daten ein.
Der Punkt markiert den Mittelwert und die Linie den Median (N = 3).

Die Adhäsion der MG-63-Osteoblasten auf den zuvor mit Proteinen inkubier-
ten Substraten wurde ebenfalls mittels Durchflusszytometrie untersucht. Abb.
4.20 zeigt die ermittelten Adhäsionswerte. Sowohl auf den mit einer 2 µg/ml-
Fibronektinlösung präinkubierten Substraten als auch auf den mit der 10%igen
FKS-Lösung inkubierten Substraten wurden dabei keine Unterschiede in der Zell-
adhäsion ermittelt. Offenbar lagen trotz der erhöhten Menge Fibronektin, die nach
der Inkubation der Substrate auf dem Dotier-Liniengitter (pn+, s. Abb. 4.17) er-
mittelt wurde im Vergleich zur Modifikation (n+) effektiv eine ähnliche Anzahl
spezifischer Bindungsstellen vor.

Die konstante Zelladhäsion nach vorheriger Inkubation der Substrate mit der reinen
Fibronektinlösung (s. Abb. 4.20a) sowie die im Gegensatz zur variierenden Zellad-
häsion auf den bloßen Substraten bei Kultivierung in serumhaltigem DMEM (s.
Abb. 4.19b) konstante Zelladhäsion nach vorheriger Inkubation mit der 10%igen
FKS-Lösung (s. Abb. 4.20b) legten folgende Vermutungen nahe: (i) Der Effekt der
erhöhten Fibronektinmenge auf dem Dotier-Liniengitter (pn+) war für die Zellad-
häsion nicht ausschlaggebend. (ii) Die Zusammensetzung und/oder Struktur der
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4 Der Einfluss elektronischer Nanostrukturen auf das Biosystem

adsorbierten Proteinschicht hat sich im Laufe der Adsorptionszeit verändert (vgl.
Abb. 4.19b und 4.20b). (iii) Eine weitere Komponente des Serums war für die be-
obachteten Effekte verantwortlich.
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Abb. 4.21: Boxplot der Zelladhäsion auf
den Substraten nach 60min Kultivierung in
DMEM unter Zugabe von 20mg/ml bovi-
nem Serumalbumin. Die Box schließt jeweils
50% und die „Whisker“ 100% der Daten
ein. Der Punkt markiert den Mittelwert und
die Linie den Median. Die Sterne markie-
ren die nach dem Mann-Whitney-U-Test für
ungepaarte Stichproben (N = 4, p < 0, 05)
signifikant unterschiedliche Zelladhäsion auf
dem Dotier-Liniengitter (pn+) im Vergleich
zum Ausgangsmaterial (p) und dem an der
Oberfläche durchgängig mit Phosphor io-
nenimplantierten Wafer (n+).

Da bovines Serumalbumin der Hauptbestandteil von FKS ist und zudem als relativ
kleines Molekül eine hohe Wahrscheinlichkeit aufweist, als eines der ersten Proteine
zu adsorbieren [51], wurde der Einfluss der Gegenwart von Serumalbumin mit einer
hohen Konzentration von 20mg/ml im Medium (DMEM) auf die Zelladhäsion un-
tersucht. Abb. 4.21 zeigt, dass die Zelladhäsion auf dem Dotier-Liniengitter (pn+)
im Vergleich zu den anderen Substratmodifikationen tatsächlich ebenfalls erhöht
war (vgl. Abb. 4.19b). Dabei wurde insgesamt ein Abfall der Adhäsion gegenüber
der Kultivierung in DMEM mit 10% FKS festgestellt, der offenbar auf den Mangel
an Adhäsionsfaktoren zurückzuführen war. Augenscheinlich war das Serumalbumin
für die verwendeten Versuchsparameter das Protein mit dem stärkeren Einfluss auf
die Zelladhäsion, und Fibronektin spielte eine untergeordnete Rolle.

4.3.4 Zellmorphologie

MG-63-Osteoblasten wurden ohne Zusatz von Serumproteinen im Kulturmedium
(DMEM) für 24 Stunden auf den Substraten kultiviert. Abb. 4.22 zeigt REM-
Aufnahmen der Zellen auf den bloßen Substraten nach der Kultivierung in serum-
freiem Medium. Auf dem Ausgangsmaterial (p; Abb. 4.22a) sind die Zellen gleich-
mäßig ausgebreitet und zeigen große und flache Zellkörper. Im Vergleich dazu ist die
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4.3 Biologische Untersuchungen

Zellfläche auf dem an der Oberfläche durchgängig mit Phosphor ionenimplantierten
Substrat (n+; Abb. 4.22c) stark reduziert.

(a) (b) (c)

Abb. 4.22: Morphologie der MG-63-Osteoblasten auf (a) dem Wafer-
Ausgangsmaterial (p), (b) dem Dotier-Liniengitter (pn+) und (c) dem an der Ober-
fläche durchgängig mit Phosphor ionenimplantierten Wafer (n+) nach 24 h Kulti-
vierung in DMEM ohne Zusatz von FKS (500-fache Vergrößerung, Maßstabsbalken
20 µm).

Die Zellen auf dem Dotier-Liniengitter (pn+; Abb. 4.22b) sind ebenfalls weit aus-
gebreitet, zeigen im Gegensatz den beiden elektronisch homogenen Oberflächen
jedoch eine Vorzugsausrichtung entlang der Struktur, die in einem Winkel von 80◦

zur Bildhorizontalen verläuft.
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Abb. 4.23: Zellorientierung (a) auf dem Dotier-Liniengitter (pn+; Anzahl ±
Poisson-Standardabweichung, N = 159) und (b) dem Wafer-Ausgangsmaterial
nach der Kultivierung in serumfreiem Medium (p; Anzahl ± Poisson-
Standardabweichung, N = 167).

Die Auswertung der Zellorientierung4 ergab eine starke bevorzugte Ausrichtung der
4Die Ausrichtung der Zellen wurde mittels ImageJ (v.1.49e) untersucht. Eine detaillierte Be-
schreibung der Prozedur ist im Anhang A.1 dargestellt.
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4 Der Einfluss elektronischer Nanostrukturen auf das Biosystem

MG-63-Osteoblasten entlang der Linien der Dotierstruktur (pn+) (s. Abb. 4.23a;
der Winkel bezieht sich auf die Richtung der Linien).

Dieser beträchtliche Effekt wurde angesichts der marginalen topografischen Varia-
tion des Dotier-Liniengitters (pn+) nicht erwartet und lässt vermuten, dass die
oberflächennahe Verteilung des elektrischen Feldes für die Ausrichtung ursächlich
ist. Zum Vergleich ist ebenfalls ein Histogramm für das Ausgangsmaterial (p) dar-
gestellt, auf dem erwartungsgemäß keine bevorzugte Ausrichtung ermittelt wurde
(s. Abb. 4.23b; der Winkel bezieht sich hier auf die Bildhorizontale).

Abb. 4.24: Morphologie der MG-
63-Osteoblasten auf dem Dotier-
Liniengitter pn+ nach 24 h Kulti-
vierung in DMEM ohne Zusatz von
FKS (vorherige 1-stündige Inkubation
des Substrats mit einer 10 µg/ml-
Fibronektinlösung). Die Linien der
Dotierstruktur verlaufen im Winkel
von 63,5◦ zur Bildhorizontalen (100-
fache Vergrößerung, Maßstabsbalken
100 µm).

Nach vorheriger Inkubation des Dotier-Liniengitter (pn+) mit einer Fibronektinlö-
sung (10 µg/ml in PBS) stellte sich nach 24-stündiger Kultivierung in serumfreiem
Medium hingegen keine Vorzugsorientierung der Zellen ein (s. Abb. 4.24 und 4.25).
Die Zellen waren genau wie auf den elektronisch homogenen Substraten gleichver-
teilt ausgerichtet.
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Abb. 4.25: Histogramm der Zellorientierung
auf dem Dotier-Liniengitter nach 24 h Kultivie-
rung und vorheriger Inkubation des Substrats
mit einer 10 µg/ml-Fibronektinlösung (Anzahl
± Poisson-Standardabweichung, N = 350). Der
Winkel bezieht sich auf die Bildhorizontale.
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13 nm 

0 nm 

16 nm 

0 nm 

(a) (b) 

(d) (c) 

Abb. 4.26: Vergleich der Topografien des unbeschichteten (a, c) und des mit einer
2 nm dicken Platinschicht versehenen Dotiergitters (b, d).

Um zu überprüfen, ob die Ausrichtung der Zellen auf dem Dotier-Liniengitter (pn+)
durch die Verteilung des elektrischen Feldes oder eventuell doch durch die schwache
periodische Topografie begründet war, wurde eine nur 2 nm dünne Platinschicht
mittels physikalischer Gasphasenabscheidung (engl. Physical Vapour Deposition,
PVD; Sputteranlage EMITECH SC7640, Quorum Technologies, Sussex, Vereinigtes
Königreich) auf das Dotier-Liniengitter aufgebracht.
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Abb. 4.27: Histogramm der Zellorientie-
rung auf einem mit 2 nm Platin beschichte-
ten Dotier-Liniengitter nach 24 h Kultivierung
in serumfreiem Medium (Anzahl ± Poisson-
Standardabweichung, N = 175). Der Winkel be-
zieht sich auf die Bildhorizontale.

Die Metallbeschichtung bewirkt ein konstantes Oberflächenpotential, sodass die Po-
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4 Der Einfluss elektronischer Nanostrukturen auf das Biosystem

tentialunterschiede des Halbleitersubstrats ausgeglichen werden. Die Schichtdicke
wurde mit Hilfe eines Schwingquarzes eingestellt, der Teil des Beschichtungssys-
tems ist. Ein Vergleich der Topografien des unbeschichteten und des mit einer 2 nm
dicken Platinschicht versehenen Dotiergitters ist in Abb. 4.26 dargestellt. Die Hö-
henvariation der periodischen Struktur blieb trotz der Platinbeschichtung erhalten.

Die Winkelverteilung der MG-63-Osteoblasten auf dem platinbeschichteten Dotier-
Liniengitter (pn+) in Abb. 4.27 zeigt, dass die Zellen gleichverteilt orientiert sind.
Dies deutet darauf hin, dass tatsächlich die elektrische Feldverteilung nahe der
Oberfläche für die bevorzugte Zellausrichtung verantwortlich war.
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5 Diskussion

5.1 Topografische TiO2-Nanostruktur

In Kapitel 3 wurde der Einfluss einer halbleitenden TiO2-Passivierungsschicht auf
die lokale Verteilung der elektrischen Feldstärke an einer nanostrukturierten Titan-
Elektrolyt-Grenzfläche mit Hilfe von FEM-Elektrostatikberechnungen untersucht.
Im Gegensatz zu einer rein metallischen Oberfläche, mit erhöhten elektrischen Feld-
stärken an erhabenen (konvexen) und verringerten elektrischen Feldstärken an nach
innen gewölbten (konkaven) Strukturen (s. Abb. 3.3, S. 40), wurde eine Inversion
der Feldverteilung berechnet: An der konvexen Ecke einer Modellstruktur ergab
sich eine Verringerung und an der konkaven Ecke eine Erhöhung der elektrischen
Feldstärke (s. Abb. 3.4, S. 42). Dabei wurde der Effekt für den gesamten betrachte-
ten pH-Wert-Bereich von 5 bis 7,5, der durch eine pH-abhängige Oberflächenladung
in die Berechnung einfloss, berechnet. Darüber hinaus ergab sich die stärkste Aus-
prägung der Inversion nahe dem physiologischen pH-Wert von 7,4 (s. Abb. 3.5, S.
43).

Studien von Elter et al. [22, 32, 34] deuten darauf hin, dass Proteine bevorzugt in
konkav gewölbten Bereichen topografischer Nanostrukturen adsorbieren. So wurden
mittels ortsaufgelöster Einzelmolekül-Kraftspektroskopie erhöhte Mengen Fibro-
nektin in den Gräben einer topografisch nanostrukturierten Linienstruktur (Periode
180 nm, Grabentiefe 120 nm) nachgewiesen [22]. Unterstützt wurden diese Experi-
mente durch Brownian-Dynamics-Simulationen der Adsorption von Lysozym, ein
aufgrund seiner einfachen Struktur und geringen Größe für die Modellrechnungen
geeignetes Protein. Auch hier stellten sich erhöhte Proteinmengen in den konkaven
Bereichen einer nanostrukturierten Modelloberfläche ein [32,34]. Dabei wurden für
die Simulationen auf der DLVO-Theorie basierte Algorithmen verwendet, die als
Protein-Protein-Wechselwirkung und Wechselwirkung zwischen Protein und Fest-
körperoberfläche die elektrostatische sowie die Dispersionswechselwirkung berück-
sichtigten [34]. Das an der topografischen Nanostruktur ortsabhängige Wechselwir-
kungspotential zwischen Oberfläche und Protein enthielt hier erhöhte elektrische
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Feldstärken, die an den konvexen Kanten der metallischen Oberfläche angenom-
men wurden. Die Ergebnisse der zitierten Arbeiten wurden mit einem mehrstufigen
Adsorptionsmechanismus interpretiert: Die Proteine adsorbieren eingangs aufgrund
einer besseren Erreichbarkeit und den lokal erhöhten elektrischen Feldstärken vor-
nehmlich nahe konvexen Bereichen der im Nanometerbereich topografisch struk-
turierten Oberfläche. Durch Oberflächendiffusion tritt eine Bewegung der Proteine
hin zu den konkaven Bereichen auf, wo diese dann durch eine erhöhte Dispersions-
wechselwirkung stabilisiert werden und ihren endgültigen Adsorptionsort einneh-
men [34].

Eine stärkere elektrostatische Wechselwirkung nahe den konkaven Bereichen der
passivierten Nanotopografie aus Titan, die aus den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit hervorgeht, kann eine lokal stärkere Anziehung von entgegengesetzt zur
Oberfläche geladenen Proteinen und somit eine vermehrte Adsorption zur Folge ha-
ben. Die numerischen Elektrostatikberechnungen unterstützen somit die zitierten
experimentellen Ergebnisse und liefern zudem einen alternativen Erklärungsansatz
für die Akkumulation von Proteinen in den konkaven Bereichen einer Nanotopo-
grafie.

5.2 Untersuchung des Modellsubstrats und seiner
Wirkung auf das Biosystem

Die Materialcharakterisierung der Modellsubstrate in Kapitel 4.2 deckte zwei grund-
legende Effekte auf: Zum einen hatte die lokale Phosphor-Ionenimplantation des
Dotier-Streifengitters (pn+) eine lokale Variation der elektrischen Oberflächenei-
genschaften zur Folge; dieser Effekt wird in Abschnitt 5.2.1 diskutiert. Zum an-
deren wurde im Vergleich zum p-dotierten Waferausgangsmaterial (p) und einem
an der Oberfläche durchgängig mit Phosphor ionenimplantierten (und damit n+-
leitenden) Wafer (n+) aber ebenso eine Veränderung integraler Oberflächeneigen-
schaften beobachtet; dies wird in Abschnitt 5.2.2 näher beleuchtet. Die Wirkung
der Modellsubstrate auf das Biosystem wird in Abschnitt 5.2.3 diskutiert.
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5.2 Untersuchung des Modellsubstrats und seiner Wirkung auf das Biosystem

5.2.1 Lokale Variation der Oberflächeneigenschaften

Oberflächenpotentialvariation

Die durch die lokale Phosphor-Ionenimplantation induzierte Oberflächenpotential-
variation des Dotier-Liniengitters (pn+) wurde in Abschnitt 4.2.5 mittels AFM-
basierter Raster-Kelvin-Mikroskopie (KPFM) an Luft untersucht. In Übereinstim-
mung mit FEM-Elektrostatikberechnungen (s. Abb. 4.8, S. 58) ergaben die KPFM-
Messungen ein im Vergleich zu den p-dotierten Linien positiveres Oberflächenpo-
tential über den n+-dotierten Linien (s. Abb. 4.9, S. 59). Jedoch lag die gemessene
Variation mit (24,2± 7,3)mV um zwei Größenordnungen niedriger als die berechne-
te. Der geringe gemessene Unterschied ist unter anderem auf den beim verwendeten
AFM-System methodenbedingt relativ hohen Abstand zwischen Cantilever-Spitze
und Probe zurückzuführen [124], der bei etwa 50 nm lag. So ergaben bei Keysight
Technologies in Auftrag gegebene vergleichende Messungen mit einem alternativen
AFM-System, welches die Topografie und das Oberflächenpotential in einem Scan-
durchgang aufnimmt [125] und den Cantilever dadurch bei der Potentialmessung
dichter an der Oberfläche vorbeiführt, einen Potentialunterschied von bis zu 250mV
(s. Abb. A.3, S. 106). Darüber hinaus wird in der Literatur als möglicher Grund
für einen verringerten Unterschied der Potentialdifferenz an der Oberfläche eines
lateralen pn-Übergangs das Vorhandensein von Oberflächenzuständen und Oxid-
ladungen angeführt, die eine Verbiegung der Energiebänder nahe der Oberfläche
bewirken können [65,126]: Im p-dotierten Gebiet hatte dies ein positiveres und im
n+-dotierten Gebiet ein negativeres Oberflächenpotential zur Folge, wodurch sich
die gesamte Potentialdifferenz stark verringerte.

Ausgehend von einer Oberflächenpotentialvariation auf dem Dotier-Liniengitter
(pn+), die im Bereich zwischen den theoretisch vorhergesagten 1100mV und den
experimentell ermittelten 250mV lag, wurde durch die scharf voneinander abge-
grenzten hochgradig n+- und p-dotierten Linien eine lokale Variation der elektri-
schen Feldstärke im Bereich von etwa 1 · 107–1 · 108 V/m berechnet (s. Abb. 4.8d, S.
58). Angesichts einer elektrischen Feldstärke im Bereich von wenigen 108 V/m, die
durch die elektrochemische Doppelschicht an einer geladenen Oberfläche in Flüssig-
keit erzeugt wird [38], stellt dies eine beträchtliche Variation dar. Elter et al. [32,34]
haben in Brownian-Dynamics-Simulationen der Adsorption von Lysozym an to-
pografischen Modellstrukturen gezeigt, dass lokale Feldstärkeerhöhungen in dieser
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Größenordnung zu einer bevorzugten initialen Adsorption der Proteine in Bereichen
erhöhter elektrischer Feldstärke führen.

Um darüber hinaus einordnen zu können, wie stark die gemessene und berech-
nete Variation der oberflächennahen elektrischen Feldstärke im Vergleich zu ei-
ner topografischen Nanostruktur ausfällt, wurde in Kapitel 3.4.2 die Feldver-
teilung an einer nanostrukturierten Titan-Elektrolyt-Grenzfläche mit Hilfe von
FEM-Elektrostatikberechnungen untersucht. Die Feldstärkevariation zwischen ei-
nem nach innen gewölbten (konkaven) und einem erhabenen (konvexen) Bereich
der Nanotopografie fiel mit etwa 0,8 · 108 V/m ähnlich groß wie die des Dotier-
Liniengitters aus (s. Abb. 3.5, S. 43). Demzufolge ermöglicht die lokale Dotierung
von Siliziumwafern prinzipiell eine Nachbildung der elektrischen Feldstärkevertei-
lung einer topografischen Nanostruktur.

Aus den lokal unterschiedlich geladenen Bereichen auf der Dotierstruktur resultier-
te zudem ein elektrisches Feld mit einer lateralen Komponente nahe der Oberfläche.
Das bedeutet, dass die elektrischen Feldlinien teilweise parallel zur Oberfläche ver-
liefen (s. Abb. 4.8c, S.58). Hoda und Kumar [127] haben ebenfalls anhand von
Brownian-Dynamics-Simulationen gezeigt, dass solche parallel zur Oberfläche ge-
richteten elektrischen Felder die Orientierung und Konformation von Polyelektroly-
ten, die einfachen Proteinketten ähneln, verändern können. Daher muss neben einer
etwaigen Auswirkung der lokal erhöhten elektrischen Feldstärke auch die Feldori-
entierung bei der Diskussion der Reaktion des biologischen Systems berücksichtigt
werden.

Topografische Variation des Dotier-Liniengitters

Für das Auftreten der topografischen Variation von (10,3± 0,6) nm auf dem Dotier-
Liniengitter (s. Abb. 4.9a, S.59), die ebenfalls mittels AFM gemessen wurde, mögen
zwei Effekte verantwortlich gewesen sein: Die Kombination aus dem Abbau von
Druckspannungen als Folge der leicht veränderten Gitterkonstante in den ionen-
implantierten Bereichen und deren bevorzugtes Ätzen aufgrund von Kristallgitter-
schäden, die ebenfalls durch die Ionenimplantation hervorgerufen werden, wurde
von Birkholz et al. [98] vorgeschlagen. Allerdings betrug die topografische Varia-
tion in der zitierten Arbeit weniger als 1 nm bei vergleichbaren Ionendosen und
-energien.
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Vielmehr wurde vermutet, dass Reste der für die Ionenimplantation notwendigen
oxidhaltigen Maske durch die nasschemische Reinigung nicht vollends entfernt wer-
den konnten. In der Dissertation von Ratzke [114] wurde auf diese Möglichkeit
hingewiesen. So konnte dort durch Ätzen mit Flusssäure (HF) eine leichte Verrin-
gerung der topografischen Variation erreicht werden. Auf eine nachträgliche HF-
Ätzung der Wafer wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch bewusst verzichtet, da
dies eine verstärkte Belegung der Substratoberfläche mit organischen (z.B. kurz-
kettige Kohlenwasserstoffe aus der Luft) und anorganischen Verunreinigungen zur
Folge gehabt hätte [128], die sich nur mit einem erheblichen technischen Aufwand
hätten entfernen lassen. FEM-Elektrostatikberechnungen ergaben zudem, dass die
Topografie des Dotier-Liniengitters (pn+) einen vernachlässigbaren Einfluss auf die
Verteilung des Oberflächenpotentials erwarten ließ (s. Abb. A.2 im Anhang A.2).

Variation der lokalen Adhäsionskraft zwischen Cantilever und
Dotier-Liniengitter

Der Einfluss der lokalen Oberflächenpotentialvariation des Dotier-Liniengitters
(pn+) auf die elektrostatische Wechselwirkung in Flüssigkeit wurde mittels AFM-
basierter Kraftspektroskopie in Abschnitt 4.2.8 untersucht. Die Messungen in PBS
ergaben eine im Vergleich zu den p-leitenden Linien um 75% erhöhte mittle-
re Adhäsionskraft der Silizium-Cantileverspitze auf den n+-leitenden Phosphor-
implantierten Linien (s. Abb. 4.16c, S.66).

Dieses Ergebnis lässt sich mit Hilfe der DLVO-Theorie unter Beachtung des lo-
kalen Oberflächenpotentials der unterschiedlich dotierten Linien der Probe pn+

qualitativ verstehen: Sowohl die Siliziumspitze des Cantilevers als auch das Dotier-
Liniengitter (pn+) sind bei einem pH-Wert von 7,4 negativ geladen. Da die repul-
sive Doppelschichtwechselwirkung mit Abnahme der Oberflächenladung bzw. mit
dem Betrag des Oberflächenpotentials ebenfalls abnimmt und die van-der-Waals-
Wechselwirkung konstant bleibt, ergibt sich für die positiver als die p-leitenden
Linien (und damit effektiv weniger stark geladenen) n+-leitenden Phosphor-
implantierten Linien eine stärker attraktive Gesamtwechselwirkung. Verglichen mit
einem ca. 30%igen Anstieg der elektrostatischen Kraft zwischen Substrat und dem
bei pH 7,4 positiv geladenen Protein Lysozym, wie er von Elter et al. [34] mit nume-
rischen Feldberechnungen an der konvexen Ecke einer topografischen Nanostruktur
berechnet wurde, ist dies ein beträchtlicher Effekt.
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5.2.2 Variation integraler Substrateigenschaften

Mittleres Oberflächenpotential

Die KPFM-Messungen offenbarten neben der lokalen Variation des elektrischen
Oberflächeneigenschaften eine Verschiebung des mittleren Oberflächenpotentials
des Dotier-Liniengitters (pn+) im Vergleich zu den beiden elektrisch homogenen
Substraten (Ausgangsmaterial p und oberflächennah durchgängig ionenimplantier-
ter Wafer n+, Reihenfolge: − pn+ → p → n+ +; s. Tabelle 4.3, S. 59). Dass das
Oberflächenpotential des Dotier-Liniengitters (pn+) im Vergleich zum Ausgangs-
material (p) deutlich negativer war, überrascht auf den ersten Blick. Hier hätte
sich ein Wert zwischen (p) und (n+) ergeben müssen.

Eine mögliche Erklärung für die gemessenen Unterschiede des mittleren Oberflä-
chenpotentials zwischen den Substratmodifikationen p, pn+ und n+ könnten die
bereits als mögliche Ursache für die topografische Variation des Dotier-Liniengitters
diskutierten Reste der SiNx/SiO2-Maske liefern. Neben der Auswirkung auf die To-
pografie deuteten Messungen mittels Kapazitäts-Spannungs-Spektroskopie in Ab-
schnitt 4.2.3 darauf hin, dass sich im Vergleich zur Substratmodifikation n+ positive
Oberflächenladungen in den Oxidschichten des Dotier-Liniengitters (pn+) und des
Ausgangsmaterial-Wafers (p) befinden (s. Abb. 4.6, S. 56).

Möglicherweise verhinderten die an der Oberfläche von n+ überall an der Oberflä-
che vorhandenen Maskenreste die Bildung einer defektreichen Si-SiO2-Grenzfläche
bzw. einer nativen SiO2-Schicht. Folglich konnten sich keine zusätzlichen Oxidla-
dungen ausbilden. Das Substrat p erhielt während der Prozessierung keine Maske,
da die Ionenimplantation hier nicht erfolgte. Dementsprechend konnte sich nach
der abschließenden nasschemischen Reinigung eine natürliche, defektreiche Grenz-
fläche/Oxidschicht bilden, die für gewöhnlich positive Ladungen trägt [62]. Unter-
stützt wird diese Interpretation durch die XPS-Messungen in Abschnitt 4.2.2, die
auf eine im Vergleich zu den beiden ionenimplantierten Substraten dickere Oxid-
schicht auf dem Ausgangsmaterial-Substrat (p) hindeuteten (s. Abb. 4.3b, S. 51).
Auf dem Dotier-Liniengitter ist die Oberfläche jeweils zur Hälfte mit den Maskenres-
ten und zur Hälfte mit der nativen Oxidschicht bedeckt, was wiederum eine effektiv
kleinere positive Oberflächenladung und eine geringere Verschiebung des mittleren
Oberflächenpotentials in positive Richtung als bei Probe p zur Folge hatte.
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Zeta-Potential

Mittels Strömungspotentialmessungen wurde das Zeta-Potential der Substrate in ei-
ner NaCl-Elektrolytlösung mit physiologischer Salzkonzentration in Abschnitt 4.2.6
gemessen. In Übereinstimmung mit den KPFM-Messungen des mittleren Oberflä-
chenpotentials wurde im Vergleich zum Waferausgangsmaterial (p) für das Dotier-
Liniengitter ein negativeres Zeta-Potential und für das an der Oberfläche durchgän-
gig ionenimplantierte Substrat (n+) ein positiveres Zeta-Potential ermittelt (Rei-
henfolge: − pn+ → p→ n+ +). Darüber hinaus ergab sich ein linearer Zusammen-
hang zwischen beiden Potentialen mit einem Verhältnis der Variation des Zeta-
Potentials zu der des Oberflächenpotentials ∆ζ/∆φ0 ≈ 0,25 (s. Abb. 4.10, S. 61).

Unter Annahme einer konstanten Dicke und Zusammensetzung der starren Dop-
pelschicht entspricht ein linearer Zusammenhang zwischen der Änderung des Zeta-
und der des Oberflächenpotentials gerade der theoretischen Vorhersage (vgl. Gl.
2.6, S. 8) [45]. So wurde beispielsweise von Bousse et al. [115] durch Messung des
Oberflächen- und Zeta-Potentials von Siliziumnitrid in Abhängigkeit vom pH-Wert
in einer 0,1M NaCl-Lösung ein ähnlicher Zusammenhang entdeckt, wobei das dort
ermittelte Verhältnis der Variationen beider Potentiale mit ∆ζ/∆φ0 ≈ 0,1 klei-
ner ausfiel. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass das Oberflächenpotential von
den Autoren ebenfalls in Flüssigkeit gemessen wurde [115]. Das in der vorliegen-
den Arbeit an Luft gemessene Oberflächenpotential unterscheidet sich von dem in
Flüssigkeit aufgrund der sich im Kontakt mit der Elektrolytlösung einstellenden
Verbiegung der Energiebänder in den Halbleitersubstraten [44] und kann daher nur
einen Hinweis auf das Oberflächenpotential in Flüssigkeit geben.

Benetzbarkeit und Oberflächenenergie

Der Einfluss der Ionenimplantation auf die Benetzbarkeit und Oberflächenenergie
wurde mit Hilfe von Kontaktwinkelmessungen polarer und apolarer Flüssigkeiten
in Abschnitt 4.2.7 untersucht. Mit Hilfe dieser Methode wurde ein etwaiger Einfluss
der Dotierung auf die dispersiven Oberflächeneigenschaften überprüft. Die apola-
ren Flüssigkeiten Diiodmethan und 1-Bromnaphthalin zeigten nahezu konstante
Kontaktwinkel auf allen Substraten (s. Tabelle 4.4 und Abb. 4.11b, S. 62). Für
die polaren Flüssigkeiten Wasser, Glycerin und Thiodiglycol ergab sich wie zuvor
bei den KPFM- und bei den Strömungspotentialmessungen dieselbe Reihenfolge
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der Substrate hinsichtlich der Benetzbarkeit (gute Benetzbarkeit pn+ → p → n+

schlechte Benetzbarkeit; s. Tabelle 4.4 und Abb. 4.11a, S. 62). Die aus den Kon-
taktwinkeln mit der OWRK-Methode berechneten Anteile der Oberflächenenergie
spiegelten dementsprechend die Benetzbarkeitseigenschaften wider: Es wurde ein
nahezu konstanter dispersiver Anteil berechnet und ein polarer Anteil, der in der
bereits mehrfach erwähnten Reihenfolge variierte (hohe polare OF-Energie pn+ →
p → n+ kleine polare OF-Energie; s. Abb. 4.12, S. 63).

Der Einfluss der durch die Ionenimplantation induzierten topografischen Variation
des Dotiergitters (pn+) auf die Benetzbarkeit lässt sich mit dem Wenzel-Modell [72]
(s. Gl. 2.30, S. 29) abschätzen: Die zwischen den Substratmodifikationen nur mar-
ginal abweichenden Rauheitskoeffizienten (s. Tabelle 4.3, S. 59) lassen je nach Grö-
ße des Kontaktwinkels einen durch die Topografie veränderten Kontaktwinkel von
0,5–1,5◦ erwarten, was jedoch merklich unterhalb der gemessenen Unterschiede des
Kontaktwinkels zwischen den Substratmodifikationen liegt. Folglich ist davon aus-
zugehen, dass die beobachtete Variation des polaren Anteils der Oberflächenenergie
alleinig auf die durch die Ionenimplantation veränderten elektrischen Oberflächen-
eigenschaften zurückzuführen ist.

Nach Owens und Wendt [73] und Van Oss et al. [45, 129] beschreibt der pola-
re Anteil der Oberflächenenergie die Fähigkeit einer Festkörperoberfläche, Was-
serstoffbrückenbindungen mit einer Flüssigkeit auszubilden. Diese nicht-kovalenten
Bindungen sind hauptsächlich coulombscher Natur, d.h. vom Typ der elektrostati-
schen Wechselwirkung [38, 130, 131]. Demnach lässt sich qualitativ verstehen, dass
das am stärksten negativ geladene Dotier-Liniengitter (pn+) die positiv geladenen
Protonen polarer Flüssigkeiten am stärksten anzieht. Daraus folgt ein Anstieg der
polaren Oberflächenenergie mit stärker negativem Oberflächenpotential (s. Abb.
4.12, S. 63).

Der beobachtete Einfluss der elektrischen Oberflächeneigenschaften auf die Be-
netzbarkeit lässt sich gut in die bestehende Literatur einordnen. Von Aronov et
al. [132–134] wurde die Benetzbarkeit von Hydroxylapatit [132] und SiO2 [133,134]
durch Beschuss mit einem niederenergetischen Elektronenstrahl variiert. Mit posi-
tiverem Oberflächenpotential wurde auch hier eine verringerte Benetzbarkeit von
Wasser beobachtet. In der von den Autoren entwickelten Theorie, die auf der
Elektrobenetzung basiert, werden die Grenzflächenenergie zwischen Festkörper und
Flüssigkeit sowie die Oberflächenenergie des Festkörpers allein durch einen elektro-
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statischen Einfluss beim Beschuss mit Elektronen reduziert, wobei Letztere im-
mer am stärksten verringert wird [134]. Die Youngsche Gleichung (s. Gl. 2.29,
S.29) sagt dementsprechend kleinere Kontaktwinkel voraus, je größer die durch
Elektronen induzierte positive Oberflächenladung ist. Nakao et al. [135] variierten
die elektrischen Oberflächeneigenschaften von Polystyrol-Oberflächen mittels Io-
nenimplantation von Natrium und Neon und beobachteten mit positivem Anstieg
des Zeta-Potentials ebenfalls einen Anstieg des Wasserkontaktwinkels. Hurwitz et
al. [136] haben ein Zusammenhang zwischen dem Wasserkontaktwinkel und Zeta-
Potential von Polyamidmembranen beschrieben, das mittels pH-Titration variiert
wurde. Auch hier konnte ein positiv linearer Zusammenhang zwischen dem Wasser-
kontaktwinkel und dem Zeta-Potential beobachtet werden, der auf die zunehmende
Orientierung von Wassermolekülen an der Grenzfläche zurückgeführt wurde [136].

Mittlere Adhäsionskraft zwischen Cantilever und Substrat

Aus der kraftspektroskopischen Untersuchung der Wechselwirkung zwischen der Si-
liziumspitze eines Cantilevers und den Substraten in Abschnitt 4.2.8 wurde neben
der lokalen Kraftvariation auf dem Dotier-Liniengitter (pn+) ebenfalls die mittlere
Adhäsionskraft in PBS ermittelt. Die Reihenfolge der gemessenen „Snap-in“-Kräfte
aus den Annäherungskurven (Fpn+ = Fp ≈ 0 << Fn+ ; s. Abb. 4.14a, S. 65) kann
ebenfalls mit der DLVO-Theorie erklärt werden: Oberhalb eines kritischen Ober-
flächenpotentials wirkt bei konstanter van-der-Waals-Kraft ab einem bestimmten
Abstand zwischen Cantilever und Substrat insgesamt eine attraktive Wechselwir-
kung. Der Cantilever wird dementsprechend vom am geringsten negativ geladenen
oberflächennah durchgängig ionenimplantierten Wafer (n+) angezogen und es er-
folgt der „Snap-in“. Die Potentialwerte von p und pn+ lagen offenbar unterhalb
dieses Grenzwertes, d.h. die Oberflächen beider Substratmodifikationen trugen ei-
ne stärker negative Oberflächenladung. Nach der DLVO-Theorie folgt eine stärker
ausgeprägte Energiebarriere im Wechselwirkungspotential, wodurch über alle Ab-
stände eine repulsive Wechselwirkung aufrechterhalten bleibt.

Die Annäherungskurven des an der Oberfläche durchgängig ionenimplantierten Wa-
fers (n+) lieferten darüber hinaus Informationen über die Reichweite der elektro-
statischen Wechselwirkung in PBS. So wurde vor dem „Snap-in“ in etwa 5 nm
Abstand von der Oberfläche eine elektrostatische Abstoßung zwischen Cantilever
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und Substrat beobachtet. Diese Entfernung stimmt näherungsweise mit der Ab-
standsabhängigkeit von DLVO-Kräften überein, die von Israelachvili et al. [137]
in einer 0,1M NaCl-Elektrolytlösung zwischen zwei negativ geladenen Glimmer-
Oberflächen gemessen wurden.

Auch die aus den Rückziehkurven ermittelten Adhäsionskräfte (Fpn+ < Fp << Fn+ ;
s. Abb. 4.14b) lassen sich mit Hilfe der DLVO-Theorie verstehen. Entsprechend
der am schwächsten negativen Oberflächenladung des an der Oberfläche durchgän-
gig ionenimplantierten Wafers (n+) ist die repulsive Doppelschichtwechselwirkung
mit der ebenfalls negativ geladenen Silizium-Spitze am schwächsten ausgeprägt.
Dementsprechend ist das erste Energieminimum im Vergleich zu p und pn+ am
tiefsten und die Kraft, die aufgewendet werden muss, um Spitze und Substrat zu
trennen, am größten. Für die stärker negativ geladenen Substrate erfolgt letzt-
endlich eine Anhebung des ersten Energieminimums, was zu einer Reduktion der
Adhäsionskräfte führt.

5.2.3 Wirkung auf das Biosystem

Die Untersuchung des Einflusses der Substrate auf das Biosystem in Abschnitt 4.3
erfolgte auf zwei Ebenen: Zum einen wurde die adsorbierte Menge Fibronektin, eines
der Schlüsselproteine für die Zelladhäsion in der extrazellulären Matrix [22,24], mit-
tels Immunfluoreszenzfärbung und Fluoreszenzmikroskopie quantifiziert. Und zum
anderen wurde der Einfluss der durch die Substrate modulierten Proteinadsorption
und darüber hinaus der Abwesenheit von Proteinen bei der Zellkultivierung auf die
Adhäsion und Morphologie humaner MG-63-Osteoblasten mittels Durchflusszyto-
metrie und Rasterelektronenmikroskopie untersucht.

Zelladhäsion unter Anwesenheit/Abwesenheit von Proteinen im
Kulturmedium

Um zu überprüfen, ob ein direkter Einfluss der Substratmodifikationen auf die
Zellen besteht oder die Anwesenheit von Proteinen eine Grundvoraussetzung für
eine zwischen den Substraten variierende Zelladhäsion ist, wurden die MG-63-
Osteoblasten für 60min in serumfreiem DMEM und DMEM unter Zusatz von 10%
FKS kultiviert. Nach der serumfreien Kultivierung konnte aus LSM-Aufnahmen,
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für die die Zellen mit dem rot fluoreszierenden Farbstoff PKH26 markiert wur-
den, kein Unterschied in der Anzahl adhärenter Zellen ausgemacht werden (s. Abb.
4.18 links, S. 72). Dieses qualitative Ergebnis konnte durch die Quantifizierung der
Zelladhäsion mittels Durchflusszytometrie belegt werden. So wurden zwischen den
Substraten ebenfalls keine Unterschiede in der Zelladhäsion nach Kultivierung in
serumfreiem DMEM festgestellt (s. Abb. 4.19a, S. 72).

Dass unter den gewählten Versuchsbedingungen tatsächlich die Proteinadsorption
der für die Zelladhäsion entscheidende Faktor war, zeigten die LSM-Aufnahmen
der MG-63-Osteoblasten auf den Substraten nach der Kultivierung in serumhal-
tigem Medium (s. Abb. 4.18 rechts, S. 72). Sowohl auf dem Waferausgangsmate-
rial (p) als auch auf dem an der Oberfläche durchgängig ionenimplantierten Wa-
fer (n+) wurde eine beträchtlich verringerte Anzahl von Zellen im Vergleich zum
Dotier-Liniengitter (pn+) beobachtet. Die mittels Durchflusszytometrie ermittelte,
im Vergleich zum Substrat n+ signifikant erhöhte Zelladhäsion auf dem Dotier-
Liniengitter (pn+) bestätigte dieses Ergebnis zudem (s. Abb. 4.19b, S. 72). Die
Ergebnisse der Zelladhäsionsuntersuchungen zeigen somit, dass die unterschiedli-
chen elektrischen Eigenschaften der Substrate offenbar keinen direkten Einfluss auf
die nicht-spezifische Adhäsion der MG-63-Osteoblasten nahmen bzw. der Einfluss
nicht ausreichte, um die Zelladhäsion zu beeinträchtigen. Vielmehr deuten sie darauf
hin, dass die Eigenschaften der aus dem serumhaltigen Kulturmedium adsorbierten
Proteinschicht durch die Oberflächeneigenschaften der Substrate beeinflusst wurde,
was wiederum eine veränderliche Zelladhäsion zur Folge hatte.

Lee et al. [138] haben den Einfluss einer variierenden Benetzbarkeit auf die nicht-
spezifische Zelladhäsion mit Hilfe von verschiedenen selbstorganisierenden Mono-
schichten (SAM) untersucht. Ohne Serumproteine im Kulturmedium zeigte sich
dabei lediglich auf einer NH2-terminierten Schicht eine gegenüber den anderen
Schichten beträchtlich veränderte Zelladhäsion. Die Arbeit von Faucheux et al. [139]
deutet jedoch darauf hin, dass diese Gruppe im Gegensatz zu den anderen plana-
ren SAM eine beträchtliche topografische Struktur aufweist, die möglicherweise die
erhöhte nicht-spezifische Zelladhäsion zur Folge hatte. Die in der vorliegenden Ar-
beit unter serumfreier Kultivierung ermittelten identischen Zelladhäsionswerte auf
den planaren, chemisch identischen Siliziumsubstraten entsprechen somit den Er-
wartungen. Ein Großteil der Studien, die sich mit dem Einfluss elektrischer (Ober-
flächenladung, Zeta-Potential) und energetischer Oberflächeneigenschaften auf die
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Adhäsion verschiedener Zellen befassen, führte die Untersuchungen in Anwesenheit
von Proteinen im Medium oder als präadsorbierte Schicht durch [29, 69, 139–144],
daher lässt sich für diese Art der Zellkultur eine bessere Einordnung in die Literatur
vornehmen.

Im Hinblick auf die Benetzbarkeit zeigte sich sowohl in Untersuchungen von van
Kooten et al. [140] an verschiedenen Polymeren und Glas als auch in Untersuchun-
gen von Faucheux et. al [139] an SAM mit verschiedenen Endgruppen, dass mit
einer besseren Benetzbarkeit eine stärkere Adhäsion von Zellen, in den konkreten
Fällen von Fibroblasten, einhergeht. Der Einfluss des Zeta-Potentials von mit SAM
modifizierten Siliziumchips auf die Adhäsion von Lymphoblasten wurde von Kirby
et al. [143] untersucht. Diese ergaben für ein Zeta-Potential nahe null eine gegenüber
stärker negativ geladenen Oberflächen verringerte Zelladhäsion und zeigen damit
dieselbe Tendenz, die auch von Bodhak et al [144] für negativ polarisiertes Hy-
droxylapatit (HA) im Vergleich zu unpolarisiertem HA beobachtet wurde. Dargahi
et al. [145] zeigten, dass Endothelzellen auf mit Fibronektin präinkubiertem Gold,
das mit unterschiedlichen Spannungen beaufschlagt wurde, am stärksten auf der
negativ geladenen Goldoberfläche adhärierten.

Die eigenen Ergebnisse sowie die zitierten Literaturbeispiele mit verschiedenen Zell-
typen auf alternativen Modellsystemen lassen für planare Substrate einen funda-
mentalen Zusammenhang zwischen der Zelladhäsion in Anwesenheit von Proteinen
im Medium und der Benetzbarkeit bzw. dem Zeta-Potential vermuten: Mit einem
stärker negativen Zeta-Potential (einer besseren Benetzbarkeit) der Biomaterial-
oberfläche geht in Anwesenheit von Serumproteinen im Kulturmedium eine stärkere
Zelladhäsion einher.

Zelladhäsion auf präadsorbierten Proteinschichten

Angesichts des Einflusses der Modellsubstrate auf die Zelladhäsion in Gegen-
wart von Proteinen im Kulturmedium wurde durch eine präadsorbierte Pro-
teinschicht eine Verstärkung des Effekts erwartet. So wurden mit Hilfe von
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen von Immunfluoreszenz-gefärbtem Fibronektin
sowohl nach einstündiger Adsorption aus einer Fibronektinlösung mit einer Konzen-
tration von 2 µg/ml in Pufferlösung (PBS) als auch nach Adsorption aus 10%igem

90



5.2 Untersuchung des Modellsubstrats und seiner Wirkung auf das Biosystem

fetalem Kälberserum (FKS)-Lösung in DMEM beträchtliche Unterschiede der Fi-
bronektinmenge auf den Substratmodifikationen ermittelt (s. Abb. 4.17, S. 71).

Überraschenderweise zeigte die Untersuchung der Zelladhäsion für die mit einer
2 µg/ml-Fibronektinlösung und mit serumhaltigem Kulturmedium (10% FKS in
DMEM) für 60min präinkubierten Substrate jedoch trotz dieser verschiedenen ad-
sorbierten Fibronektinmengen keine Unterschiede (s. Abb. 4.20, S. 73). Vermut-
lich wurde das adsorbierte Fibronektin aufgrund der geringen Konzentration in
der reinen Lösung durch Substrat-Protein-Wechselwirkungen denaturiert, d.h. es
hat seine native Konformation und somit auch seine biologische Funktion verlo-
ren [24, 146]. Da der primäre Antikörper an den nicht von Denaturierung betrof-
fenen C-Terminus der Fibronektinmoleküle andockt, wurden diese somit auch im
denaturierten Zustand markiert. Von Meadows et al. [146] wurde beispielsweise
gezeigt, dass bei einer Fibronektinkonzentration von 1 µg/ml isolierte Fibronek-
tinmoleküle auf einer negativ geladenen Oberfläche überwiegend im denaturierten
Zustand vorliegen. Erst ab höheren Konzentrationen ist eine Stabilisierung durch
Protein-Protein-Wechselwirkungen zu erwarten [146]. Elter et al. [24] haben z.B.
ab einer Konzentration von 25 µg/ml eine Stabilisierung der nativen Konformation
des Fibronektin auf Siliziumwafern beobachtet.

Für topografische Nanostrukturen wurde von Elter et al. [22,24] gezeigt, dass die im
Vergleich zu einer planaren Referenz erhöhte Menge Fibronektin ausreichte, um die
Proteine gegen Oberflächendenaturierung zu stabilisieren und so aufgrund der er-
höhten Anzahl spezifischer Bindungsstellen eine erhöhte Zelladhäsion auf den Struk-
turen hervorzurufen. Auf der elektronischen Nanostruktur in dieser Arbeit reichte
die erhöhte Menge Fibronektin anscheinend jedoch nicht aus. Sein Faltungszustand
veränderte sich durch Protein-Substrat-Wechselwirkungen, was einen Verlust der
biologischen Funktion zur Folge hatte. So konnten keine zusätzlichen spezifischen
Bindungsstellen angeboten werden und die Zelladhäsion von MG-63-Osteoblasten
war auf allen Substraten gleich stark ausgeprägt. Dies ist ein Hinweis darauf, dass
die lokal erhöhten Dispersionswechselwirkungen an topografischen Strukturen, die
gerade die Größe von Proteinen aufweisen, zu einer weiteren Stabilisierung gegen
Desorption und damit auch bei geringen Proteinkonzentrationen zu einem so star-
ken Anstieg der Oberflächenkonzentration führen, dass die Proteine gegen Oberflä-
chendenaturierung geschützt werden.

Die Literatur zum Einfluss der Oberflächenladung und Benetzbarkeit auf die Ad-
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sorption von Fibronektin an vergleichbaren Modelloberflächen ist rar und wider-
spricht sich zum Teil. In der Studie von Dargahi et al. [145] wurde beispielsweise
gezeigt, dass Fibronektin bei einer vergleichbaren Konzentration von 1 µg/ml eher
auf positiv als auf negativ polarisierten Goldoberflächen adsorbierte. Dies wurde
auf die elektrostatische Anziehung des in der phosphatgepufferten Lösung (pH 7,4)
insgesamt negativ geladenen Moleküls zurückgeführt, dessen isoelektrischer Punkt
etwa bei pH 5,0 liegt. Jedoch wurde von Bodhak et al. [58] eine entgegengesetzte
Tendenz beobachtet: Hier war die adsorbierte Menge Fibronektin auf thermisch in-
duziert negativ geladenem Hydroxylapatit im Vergleich zu positiv und ungeladenem
Hydroxylapatit beträchtlich erhöht. Dies wurde darauf zurückgeführt, dass die drei
Heparin-Bindungsstellen im Fibronektinmolekül einen isoelektrischen Punkt zwi-
schen 8,2–9,0 besitzen und bei physiologischem pH somit positiv geladen sind. Die
Studie deckt sich zudem mit der von Lu et al. [57], in der vermutet wurde, dass
Fibronektin durch eben diese Bindungsstellen bevorzugt auf negativ geladenen bio-
aktiven Gläsern adsorbiert.

FKS enthält hingegen eine Mischung aus einer Vielzahl von Proteinen. Neben Fi-
bronektin befinden sich darunter Serumalbumin, Fibrinogen und verschiedene Im-
munglobuline mit Konzentrationen im Bereich von einigen mg/ml [51]. Im Gegen-
satz zur Adsorption aus der niedrig konzentrierten reinen Fibronektinlösung wurde
daher erwartet, dass die Fibronektinmoleküle durch die in der FKS-Lösung anwe-
senden Proteine stabilisiert wurde. Vermutlich spielten hier weitere Adhäsionsfak-
toren eine übergeordnete Rolle und die unterschiedlichen Fibronektinmengen auf
den Substraten konnten keine Änderung der Zelladhäsion induzieren.

Dennoch wurde, wie bereits oben diskutiert, unter Anwesenheit des FKS im Kul-
turmedium auf den bloßen Substraten eine beträchtliche Änderung der Zelladhäsi-
on festgestellt. Als einziger Unterschied zu den Versuchen mit der präadsorbierten
Proteinschicht aus der FKS-Lösung wurde die Adsorptionszeit identifiziert: War die
Proteinschicht während der Besiedlung der Oberfläche mit Zellen in der serumhalti-
gen Zellkultur noch im Auf- und Umbau begriffen, so stellte sich bei den Versuchen
mit den präadsorbierten Proteinen im Laufe der Inkubation ein Gleichgewicht ein.
Das bedeutet, dass die Proteinschicht, auf die die Zellen bei der Kultivierung im
serumhaltigen Medium stießen, eine andere war als nach 60min Inkubationszeit. Es
wurde daher vermutet, dass ein kleineres Protein, das schneller auf der Oberfläche
adsorbierte, die Zelladhäsion beeinflusste. Der Hauptbestandteil von FKS ist Se-
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rumalbumin, das dafür bekannt ist, aufgrund seiner geringen Größe und der hohen
Konzentration schnell auf Oberflächen zu adsorbieren und dort Bindungsstellen für
größere und langsamer adsorbierende Proteine zu blockieren [51,147]. Von Grinnell
und Feld [148] wurde darüber hinaus vermutet, dass insbesondere Serumalbumin
in Konkurrenz mit Fibronektin und weiteren Adhäsionsfaktoren adsorbiert.

Um mehr über die Rolle des Serumalbumins für die Zelladhäsion auf den Sub-
straten zu erfahren, wurde diese daher erneut mittels Durchflusszytometrie nach
60-minütiger Kultivierung der MG-63-Osteoblasten in DMEM unter Zugabe von
20mg/ml untersucht. Tatsächlich zeigte sich hier ebenfalls eine signifikant erhöhte
Zelladhäsion auf dem Dotier-Liniengitter (s. Abb. 4.21, S. 74).

Dieses Ergebnis ist ein Hinweis darauf, dass Serumalbumin für die Zelladhäsion un-
ter Anwesenheit von Serum bei der Zellkultur eine wichtige Rolle spielt. Verstehen
lässt es sich unter Berücksichtigung der Literatur zum Einfluss der Oberflächenla-
dung und der Benetzbarkeit auf die Adsorption von Serumalbumin. Im Hinblick auf
die Auswirkung elektrischer Oberflächeneigenschaften wurde von mehreren Autoren
gezeigt, dass die Adsorption von Serumalbumin mit stärker negativem Oberflächen-
potential [149–151] stark eingeschränkt wird. Dies wird dabei auf den isoelektrischen
Punkt von etwa 4,7–4,9 [151] zurückgeführt, wodurch das Molekül beim physiolo-
gischen pH 7,4 eine negative Ladung trägt. Ein Einfluss der Oberflächenenergie auf
das Adsorptionsverhalten von Serumalbumin wurde darüber hinaus von Arima et
al. [147] in ihrer Studie auf unterschiedlich benetzbaren selbstorganisierenden Mo-
noschichten (engl. Self-assembled monolayer, SAM) nachgewiesen: Serumalbumin
widersetzte sich hier der Verdrängung durch Serumproteine, die die Zelladhäsion
vermitteln, auf hydrophoben SAM mit geringer Oberflächenenergie stärker als auf
hydrophilen. Dadurch war in dieser Studie die Zelladhäsion auf mit Albumin präin-
kubierten hydrophilen SAM im Vergleich zu den hydrophoben SAM erhöht [147].
Diese Ergebnisse konnten von Wertz und Santore [152] anhand der konkurrierenden
Adsorption von Serumalbumin und Fibrinogen auf ebenfalls mittels SAM modifi-
zieren unterschiedlich benetzbaren Oberflächen bestätigt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Adsorption von Serumalbumin, welches wäh-
rend der Zellkultivierung aus dem Kulturmedium (DMEM + 10% FKS) adsor-
bierte, offenbar auf dem am stärksten negativ geladenen Dotier-Liniengitter (pn+)
unterdrückt. Fibronektin und weitere adhäsive Faktoren konnten so besser adsor-
bieren und im Vergleich zu den schwächer negativ geladenen Oberflächen p und n+
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eine größere Anzahl spezifischer Bindungsstellen für die Zellen anbieten, was wie-
derum eine erhöhte Zelladhäsion zur Folge hatte. Im Falle der Zellkultur in Medium
unter Zugabe von Serumalbumin verhinderte das adsorbierte Protein - das selbst
keine spezifischen Bindungsstellen bereitstellt - offenbar die Adsorption von Zellad-
häsionsproteinen, die von den Zellen sezerniert werden. Auf dem Dotier-Liniengitter
konnte adsorbiertes Serumalbumin am besten verdrängt werden, wodurch sich eine
stärkere Zelladhäsion ausbildete als auf den schwächer negativ geladenen elektro-
nisch homogenen Substratmodifikationen.

Bevorzugte Zellausrichtung

Die Auswertung der Zellmorphologie auf dem Dotier-Liniengitter (pn+) nach 24-
stündiger Kultivierung der MG-63-Osteoblasten in DMEM ohne Zusatz von FKS in
Abschnitt 4.3.4 ergab einen interessanten Effekt: Die Zellen zeigten bei Abwesenheit
jeglicher Proteine im Kulturmedium eine bevorzugte Ausrichtung entlang der Linien
der Struktur (s. Abb. 4.22, S. 75).

Für topografische Graben-Nanostrukturen ist dieses Phänomen aus der Literatur
bekannt [11,153,154]. Die meisten Modelle, die die Zellmigration und -morphologie
auf einer Biomaterialoberfläche beschreiben, basieren auf spezifischen Bindungen
der Zelle mit der extrazellulären Matrix. Eine erhöhte Bindungsanzahl von Zell-
rezeptoren mit der adsorbierten Proteinschicht führt zur Bildung von fokalen Ad-
häsionsstrukturen, die wiederum über das Aktinzytoskelett eine mechanische Ver-
bindung zum gesamten Zellkörper gewährleisten, und so auf die Migration und
Morphologie wirken [155,156]. Als möglicher Mechanismus, der die Zellausbreitung
auf topografischen Graben-Nanostrukturen bestimmt, wurde von Elter [11] dement-
sprechend vorgeschlagen, dass die Aktin-Polymerisation der Zellen senkrecht zu den
Gräben aufgrund der ständigen Unterbrechung des Zellkontaktes bei der Ausbrei-
tung in diese Richtung schwächer ausgeprägt ist als parallel zur Struktur. Folglich
könnten sich parallel zu den Gräben längere Aktin-Filamente ausbilden, die die
Ausbreitung in diese Richtung begünstigen. Parallel zu den Gräben würde sich eine
stärkere treibende Kraft für die Zellausbreitung ergeben als senkrecht zu diesen.
Die Zelle nimmt somit eine länglich ausgerichtete Form an [11].

Die schwache topografische Variation des Gitters mit einem Aspektverhältnis von
0,080± 0,001 ließ hingegen keine bevorzugte Zellausrichtung erwarten (s. Abb. 4.9,
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S. 59). So wurde von Loesberg et al. [153] für Fibroblasten auf Grabenstrukturen
unterhalb einer Grabentiefe von 35 nm kein derartiger Effekt erzielt. Von Lamers
et al. [154] wurde näherungsweise derselbe Grenzwert für Osteoblasten angegeben.
Um einen Einfluss der Topografie des Dotier-Liniengitters auf die Zellausrichtung
weiter auszuschließen, wurde in der vorliegenden Arbeit zudem eine 2 nm dünne
Platinschicht auf das Substrat aufgebracht, die die topografische Variation auf-
rechterhielt und gleichzeitig die lokal variierende elektrische Feldstärke gegenüber
den Zellen abschirmte. Es zeigte sich keinerlei bevorzugte Ausrichtung auf diesem
Platin-beschichteten Dotiergitter, was darauf hindeutet, dass der Einfluss der To-
pografie auf die Zellmorphologie als vernachlässigbar angesehen werden kann (s.
Abb. 4.27, S.77). Zudem zeigten die Zellen durchweg einen engen Kontakt zum
Dotier-Liniengitter. Daher wird der oben beschriebene Einfluss eines immer wieder
unterbrochenen Zellkontaktes auf die Zellausrichtung ausgeschlossen.

Da die bevorzugte Ausrichtung auf der Dotier-Linienstruktur nur in Abwesenheit
von Proteinen im Kulturmedium und ohne eine vorherige Inkubation mit Protei-
nen auftrat, ist es zudem unwahrscheinlich, dass spezifische Zell-EZM-Bindungen
dafür verantwortlich waren. Vielmehr wurde angenommen, dass die Zellen direkt in
Wechselwirkung mit dem oberflächennahen elektrischen Feld traten. Insbesondere
in der initialen Phase der Adhäsion haben diese nicht-spezifischen Wechselwirkun-
gen einen wichtigen Anteil an der Anheftung der Zelle an die Biomaterialoberflä-
che [11,33].

Dass Zellen sich in Anwesenheit elektrischer Felder in Abhängigkeit von der Feld-
richtung ausrichten, ist aus der Literatur bekannt. Beispielsweise wurde von Zhao et
al. [157] bei Epithelzellen aus der Hornhaut von Rindern, von Onuma et al. [158] bei
Mausfibroblasten, von Cooper et al. [159] bei amphibischen Neuralleistenzellen und
von McCaig und Dover [160] bei Muskelzellen von Froschembryonen eine bevorzugte
Zellausrichtung beobachtet. Entgegen der intuitiv vermuteten Orientierung parallel
zur Richtung der elektrischen Feldlinien richteten sich die Zellen jedoch senkrecht
zum elektrischen Feld aus. Im Hinblick auf die klinische Anwendung konnte gezeigt
werden, dass die durch elektrische Felder induzierte bevorzugte Zellausrichtung und
-migration eine für die Wundheilung förderliche Wirkung hat [161,162].

Eine Umverteilung der in der Zellmembran stets vorhandenen Proteine in einem von
außen angelegten elektrischen Feld wird als mögliche Erklärung für die bevorzug-
te Zellausrichtung genannt [157,160]. Je nachdem, wie diese Membranbestandteile
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geladen sind, erfolgt eine Ansammlung an der zur Kathode oder zur Anode zuge-
wandten Flanke der Zelle. Dadurch wird in irgendeiner Weise die Aktinpolymerisa-
tion verändert, was letztlich die Ausbreitung der Zellen senkrecht zur Richtung der
Feldlinien begünstigt [157]. Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete bevorzug-
te Ausrichtung der MG-63-Osteoblasten entlang der Dotier-Linienstruktur wurde
somit vermutlich durch die laterale Orientierung der elektrischen Feldlinien hervor-
gerufen, die senkrecht zur Richtung der unterschiedlich dotierten Linien zeigten (s.
Abb. 4.8c, S.58).
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In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von lokal im Nanometerbereich va-
riierenden elektrischen Feldern auf das Biosystem untersucht. Ziel der Untersu-
chungen war es, die Rolle der elektrostatischen Kraft bei der Proteinadsorption
und der Zellbesiedlung auf topografisch nanostrukturierten Biomaterialoberflächen
besser zu verstehen. Zu diesem Zweck wurden zwei Ansätze gewählt: Zum einen
wurden FEM-Elektrostatikberechnungen eingesetzt, um die Verteilung des elektri-
schen Feldes an einer Graben-Nanostruktur zu berechnen. Mit den Ergebnissen
können vorausgehende experimentelle Studien und Computersimulationen der Pro-
teinadsorption an topografischen Nanostrukturen besser interpretiert werden. Zum
anderen wurde in experimentellen Untersuchungen die separate Wirkung einer im
Nanometerbereich lokal variierenden elektrischen Feldverteilung, wie sie an topo-
grafischen Nanostrukturen auftritt, auf das Biosystem studiert. Dazu wurde ein
Modellsubstrat aus Silizium verwendet, das die oberflächennahe elektrische Feld-
verteilung einer topografischen Nanostruktur nachbildet, dabei jedoch eine nahezu
planare Oberfläche aufweist. Auf diese Weise wurden geometrische Effekte und der
Einfluss lokal variierender Dispersionswechselwirkungen auf das Biosystem, die die
elektrostatische Wechselwirkung an topografischen Nanostrukturen normalerwei-
se überlagern, ausgeschaltet. Im Rahmen dieser Arbeit gelang es erstmalig, einen
Nachweis des Einflusses der oberflächennahen elektrischen Feldverteilung an einer
Nanostruktur auf die Morphologie von Osteoblasten zu führen.

Während bisherige Simulationsarbeiten zur Proteinadsorption an topografischen
Nanostrukturen rein metallische Oberflächen als Randbedingungen annehmen, bei
denen in oberflächennahen konvex gewölbten Bereichen lokal erhöhte und nahe kon-
kav gewölbten Bereichen lokal verringerte elektrische Feldstärken auftreten, wurde
in dieser Arbeit der Einfluss einer für viele metallische Biomaterialien relevanten
Passivierungsschicht berücksichtigt. Anhand einer Graben-Nanostruktur aus Titan,
die mit einer dünnen TiO2-Passivierungsschicht bedeckt ist, wurde mittels FEM-
Elektrostatikberechnungen die Verteilung des elektrischen Feldes nahe der Grenz-
fläche zu einer wässrigen Elektrolytlösung mit physiologischer Salzkonzentration
berechnet. Es wurde gezeigt, dass das Vorhandensein der Passivierungsschicht eine
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Inversion der Feldverteilung im Vergleich zu einer rein metallischen topografischen
Modellstruktur zur Folge hat: Nahe der konvexen Kante der passivierten Struktur
wurde eine Verringerung und nahe der konkaven Kante eine Erhöhung der elektri-
schen Feldstärke im Vergleich zu einem planaren Bereich der Grenzfläche berech-
net. Diese Feldverteilung wurde über den gesamten betrachteten pH-Wert-Bereich
von 5,5–7,5 aufrechterhalten, der über eine pH-abhängige Oberflächenladung in die
Berechnungen einfloss. Die oberflächennah erhöhte elektrische Feldstärke in den
konkaven Bereichen einer topografischen Nanostruktur könnte zu einer verstärk-
ten Anziehung entgegengesetzt geladener Proteine bzw. Proteinbestandteile führen
und liefert somit eine ergänzende bzw. unterstützende Erklärung für die von El-
ter et al. [22, 34] experimentell und per Computersimulation ermittelten erhöhten
Proteinmengen in dieser Region.

Zur Untersuchung der separaten Wirkung von lokal im Nanometerbereich variieren-
den elektrischen Feldern auf das Biosystem wurde ein Modellsubstrat aus Silizium
vorgeschlagen und untersucht. Dieses ermöglichte durch selektive Ionenimplantati-
on von Phosphor in Form eines 130 nm-Linienmusters eine definierte Variation der
oberflächennahen elektrischen Feldstärke bei einer nahezu planaren Topografie. Als
Referenzsubstrat wurde ein unbehandelter Wafer des Ausgangsmaterials verwendet,
und ein zusätzlicher Wafer wurde an der Oberfläche durchgängig mit Phosphor io-
nenimplantiert, um einen etwaigen chemischen Einfluss des Dotierungselements auf
das Biosystem zu untersuchen.

Aus der Materialcharakterisierung der Dotier-Linienstruktur mittels Raster-Kelvin-
Mikroskopie ging hervor, dass die Ionenimplantation erwartungsgemäß eine lokale
Variation des Oberflächenpotentials auf der Dotier-Linienstruktur zur Folge hat-
te. Die resultierende Variation der elektrischen Feldstärke lag in derselben Grö-
ßenordnung wie die berechnete nahe der topografisch nanostrukturierten TiO2-
Elektrolyt-Grenzfläche. Zudem wurde mittels kraftspektroskopischen Messungen
der nicht-spezifischen Wechselwirkung zwischen Cantilever und Substrat in einer
Elektrolytlösung mit physiologischer Salzkonzentration gezeigt, dass die selektive
Ionenimplantation zu einer lokal variierenden elektrostatischen Kraft führte. Diese
Messungen konnten im Rahmen der DLVO-Theorie interpretiert werden.

Die Untersuchung der Adsorption von Immunfluoreszenz-gefärbtem Fibronektin
mittels Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) ergab im Vergleich zu den beiden
elektronisch homogenen Substraten nach 60-minütiger Inkubationszeit aus einer
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2 µg/ml-Lösung eine erhöhte Menge Fibronektin auf der Dotier-Linienstruktur. Die-
ses Ergebnis ließ vermuten, dass die aufgrund der erhöhten Proteinmenge größe-
re Anzahl spezifischer Zellbindungsstellen zu einer stärkeren Zelladhäsion führt.
Jedoch wurde mittels Durchflusszytometrie gezeigt, dass die verwendeten MG-63-
Osteoblasten auf den vor der Kultivierung mit Fibronektin inkubierten Substrat-
modifikationen die gleiche Adhäsion ausbildeten. Daraus wurde geschlussfolgert,
dass die an topografischen Nanostrukturen hinzukommenden lokal erhöhten Dis-
persionswechselwirkungen eine zusätzliche stabilisierende Wirkung auf adsorbierte
Proteine haben, durch die auf mit Fibronektin inkubierten Substraten höhere Zell-
adhäsionswerte erzielt werden.

Des Weiteren wurde in der Charakterisierung der Materialeigenschaften der Subst-
ratmodifikationen gezeigt, dass das Dotier-Liniengitter im Vergleich zu den beiden
elektronisch homogenen Substraten an der Oberfläche sehr viel stärker negativ gela-
den war. Dies konnte sowohl durch Oberflächen- und Zeta-Potentialmessungen als
auch durch die Berechnung der Oberflächenenergie aus Kontaktwinkelmessungen
belegt werden. Alle Messungen gaben dabei ein in sich schlüssiges Gesamtbild ab:
Durch die Ionenimplantation wurde der polare Anteil der Oberflächenenergie ver-
ändert, wobei dieser umso größer war, je stärker negativ die Oberflächenladung der
jeweiligen Substratmodifikation war. Theoretisch hätte das mittlere Oberflächenpo-
tential des Dotier-Liniengitters zwischen demWert des Waferausgangsmaterials und
dem des an der Oberfläche durchgängig ionenimplantierten Wafers liegen müssen.
Die Verschiebung hin zu einem beträchtlich stärker negativen Oberflächenpotenti-
al wurde anhand von Kapazitäts-Spannungs- und XPS-Messungen auf lokalisierte
Oberflächenladungen an der Grenzfläche zwischen Silizium und SiO2-Schicht zu-
rückgeführt.

Aufgrund der starken Verschiebung des mittleren Oberflächenpotentials zwischen
dem unbehandelten Ausgangswafer und der Dotier-Linienstruktur lassen sich die
beobachteten Reaktionen des Biosystems nicht eindeutig auf die lokale Oberflächen-
potentialvariation der elektronischen Nanostruktur zurückführen. So werden sowohl
die adsorbierte Fibronektinmenge als auch dessen Faltungszustand durch die Ge-
samtoberflächenladung eines Substrats beeinflusst. Die insgesamt erhöhte Menge
Fibronektin, die aus einer Serumlösung und einer reinen Fibronektin-Lösung auf
dem Dotier-Liniengitter adsorbierte, lässt sich durch die im Vergleich zur Referenz
wesentlich stärker negativ geladene Oberfläche erklären. Außerdem muss davon aus-
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gegangen werden, dass die stark negativ geladene Oberfläche eine im Vergleich zu
den schwächer negativ geladenen Substratmodifikationen vermehrte Denaturierung
des Fibronektins zur Folge hatte.

Auch die auf der Dotierstruktur erhöhte Zelladhäsion nach Kultivierung in serum-
haltigem Medium bzw. in Medium unter Zugabe von Serumalbumin konnte auf die
Beeinflussung eben dieses Proteins durch die mittleren Oberflächeneigenschaften
der Substrate zurückgeführt werden. Das Serumalbumin adsorbierte am schwächs-
ten auf der Dotierstruktur und konnte so durch im Serum enthaltenen bzw. von
den Zellen sezernierten Adhäsionsfaktoren ausgetauscht werden, wodurch diese mit
ihren spezifischen Bindungsstellen die Zelladhäsion verstärkten.

Die Wirkung der oberflächennahen elektrischen Feldverteilung des nanostruk-
turierten Dotier-Linienmusters auf das Biosystem konnte anhand der be-
vorzugten Ausrichtung der MG-63-Osteoblasten nachgewiesen werden. FEM-
Elektrostatikberechnungen zeigten, dass die lokal unterschiedliche Dotierung eine
Besonderheit gegenüber homogen geladenen Oberflächen zur Folge hatte. Das elek-
trische Feld enthielt in den oberflächennahen Bereichen eine laterale Komponente,
die senkrecht zur Richtung der Dotierlinien zeigte. Die Zellen richteten sich wieder-
um senkrecht zum elektrischen Feld und somit parallel zu den Linien aus.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass das Ziel der Nachbildung der Verteilung
der elektrischen Feldstärke einer topografischen Nanostruktur mit dem untersuch-
ten Modellsubstrat realisiert werden konnte. Die verwendete Dotier-Linienstruktur
wies eine lokale Feldstärkevariation auf, die in der Größenordnung einer in der vor-
liegenden Arbeit ebenfalls theoretisch betrachteten topografischen Nanostruktur
lag. Lokal variierende Dispersionswechselwirkungen und geometrische Einflüsse auf
das Biosystem, die an einer topografischen Struktur die Wirkung der Elektrostatik
überlagern, wurden durch die nahezu planare Oberfläche des Modellsubstrats auf-
gehoben. Die bevorzugte Ausrichtung serumfrei kultivierter MG-63-Osteoblasten
entlang der Linien der Dotierstruktur wurde auf die elektrische Feldverteilung zu-
rückgeführt. Einschränkend muss jedoch bemerkt werden, dass die lokale Variation
der elektrischen Oberflächeneigenschaften mit einer starken Variation der integra-
len Oberflächeneigenschaften einherging. Dadurch ließen sich die in den biologischen
Untersuchungen gezeigten starken Einflüsse auf die Adsorption von Fibronektin und
die Adhäsion humaner MG-63-Osteoblasten nicht eindeutig auf die elektronische
Nanostrukturierung zurückführen.
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Im Hinblick auf zukünftige Untersuchungen wird vorgeschlagen, dass der Unter-
schied zwischen den mittleren Oberflächenpotentialen der elektronischen Nano-
struktur und der elektronisch homogenen Referenz nach Möglichkeit aufgehoben
bzw. klein im Vergleich zur lokalen Potentialvariation gewählt werden sollte. Da-
durch ließe sich der Effekt der Variation des elektrischen Feldes auf die lokalen
Eigenschaften des Biosystems, z.B. der Faltungszustand und die Menge adsorbier-
ter Proteine oder die Lage und Anzahl von Zellrezeptoren, separat untersuchen.
Dies könnte beispielsweise realisiert werden, indem zusätzliche konstante Potentia-
le an die Substrate angelegt werden oder indem eine definierte Oberflächenladung
bereits im Fertigungsprozess in die Referenz eingebracht wird.

Die Anwesenheit von Serumalbumin im Kulturmedium hat sich als wichtiger Fak-
tor für die Beeinflussung der Zelladhäsion auf den Substraten herausgestellt. Daher
ist das Adsorptionsverhalten des Serumproteins, insbesondere auch in Konkurrenz
mit weiteren Serumproteinen wie z.B. Fibronektin, eine sehr interessante Frage-
stellung, die sich aus dieser Arbeit ergibt. Ortsauflösende biologische Methoden
wären dabei ein wichtiges Werkzeug, das eine Zuordnung der lokalen Variation des
Oberflächenpotentials zu den Eigenschaften adsorbierter Proteine ermöglicht. Ei-
ne Möglichkeit wäre die Einzelmolekül-Kraftspektroskopie (engl. Single-Molecule
Force Spectroscopy; SMFS), jedoch haben erste eigene, an dieser Stelle nicht doku-
mentierte Untersuchungen mit dieser Methode darauf hingedeutet, dass diese für
das betrachtete planare Modellsubstrat aus Silizium ungeeignet ist. Das Fibronek-
tin wies im vorliegenden Fall offenbar eine ähnliche Affinität zu den aus Silizium
gefertigten Cantilevern auf und adsorbierte stark auf diesen, wodurch keine Aussa-
ge mehr über die Eigenschaften der auf den Substraten adsorbierten Biomolekülen
getroffen werden konnte. Eine vielversprechende, ähnlich leistungsstarke Methode
ist die STED (engl. Stimulated Emission Depletion)-Mikroskopie, deren laterale
Auflösung sich immer weiter in den Bereich unterhalb von 10 nm verlagert. Durch
die Verwendung von verschiedenen Antikörpern, die an unterschiedliche Epitope
eines Proteins andocken, ließen sich durch Immunfluoreszenzfärbung zahlreiche In-
formationen, wie beispielsweise die adsorbierte Proteinmenge, der Faltungszustand
und die Orientierung der Moleküle, gewinnen.

Es ist allgemein anerkannt, dass anisotrope topografische Nano- und Mikrostruk-
turen eine bevorzugte Ausrichtung (engl. Contact Guidance) und Migration von
Zellen zur Folge haben. Diesen Effekt nutzen einige Hersteller von Zahnimplantaten
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beispielsweise aus, indem durch mikrostrukturierte Führungsnuten das Herunter-
wachsen des Epithels vom Implantat unterbunden wird. Aufgrund der komplizierten
Fertigung dieser regulären Strukturen mittels zerspanender oder Ätzverfahren wird
eine Anwendung auf geometrisch komplexeren Implantaten jedoch erschwert. Dar-
über hinaus bergen topografisch funktionalisierte Oberflächen die Gefahr einer er-
höhten Belastung des Gewebes mit Verschleißpartikeln, die Entzündungsreaktionen
zur Folge haben können. Hier könnte sich für die selektive Dotierung von Implan-
tatoberflächen ein potentielles Anwendungsfeld eröffnen. In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass die Dotier-Linienstruktur ebenfalls eine starke Beeinflussung der Mor-
phologie von MG-63-Osteoblasten bewirken konnte. Denkbar wäre eine selektive
Dotierung der nativen TiO2-Passivierungsschicht von Implantaten aus Titan und
Titanlegierungen, die ebenfalls halbleitende Eigenschaften aufweist. Auf diese Wei-
se könnten die in dieser Arbeit mit dem Silizium-Modellsubstrat erzielten anisotro-
pen elektronischen Nanostrukturen möglicherweise auf reale Implantate übertragen
werden.
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A Anhang

A.1 Prozedur zur Untersuchung der Zellausrichtung

Abb. A.1 veranschaulicht die Vorgehensweise bei der Analyse der Zellausrichtung
mit ImageJ (v.1.49e). Aus der REM-Aufnahme (Abb. A.1a) wurde der unregelmä-
ßige Hintergrund subtrahiert („Subtract background“; Abb. A.1b). Mit der Funkti-
on „Threshold“ wurde ein Graustufengrenzwert festgelegt, ab dem alle Graustufen
schwarz (Graustufe > Grenzwert) oder weiß (Graustufe < Grenzwert) dargestellt
werden (Abb. A.1c). Mit einem Median-Filter („Despeckle“; Pixelwerte wurden
durch den Median der Pixelwerte in der direkten Nachbarschaft (3x3 Pixel) ersetzt)
wurde anschließend das Rauschen aus dem Bild entfernt (Abb. A.1d). Die Größe
der auszuwertenden Zellen wurde auf 500 bis 1500 Pixel festgelegt. Dadurch wur-
den ebenso kleine Partikel als auch große Zellhaufen weitestgehend von der Analyse
ausgeschlossen. Abb. A.1e zeigt die Umrisse der für die Analyse berücksichtigten
Zellen. Abschließend wurden an die Zellumrisse Ellipsen angepasst, die dieselbe
Fläche und denselben Schwerpunkt sowie Orientierung (Richtung der Hauptachse
der Ellipse) wie die Zelle besitzen (Abb. A.1f).
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a b 

c d 

e f 

Abb. A.1: (a)REM-Aufnahme von MG-63-Osteoblasten auf dem Dotier-
Liniengitter (pn+) ohne vorherige Inkubation der Oberfläche mit Proteinen. Die
Linien verlaufen im Winkel von 80◦ zur Horizontalen. (b) Rolling-Ball-Algorithmus
(Radius 20Pixel): Subtraktion des Hintergrunds aus der Originalaufnahme. (c)
Einstellen eines Graustufengrenzwertes (Threshold, Invertierung): Oberhalb des
Threshold werden alle Grauwerte als schwarz und unterhalb alle Grauwerte als
weiß dargestellt. (d) Despeckle-Algorithmus: Rauschunterdrückung. (e) Umrisse der
markierten und analysierten Zellen (Zellfläche zwischen 500 und 1500 Pixeln). (f)
Ellipsen der analysierten Zellen.

104



A.2 Einfluss der Topografie des Dotier-Liniengitters auf die Potentialverteilung

A.2 Einfluss der Topografie des Dotier-Liniengitters
auf die Potentialverteilung

Um den möglichen Einfluss der Topografie des Dotier-Liniengitters auf
die Verteilung des Oberflächenpotentials auszuschließen, wurden die FEM-
Elektrostatikberechnungen ebenfalls mit einer topografisch strukturierten Ober-
fläche wiederholt. Der Vergleich einer planaren und einer Oberfläche mit einem
Rz-Wert von 10 nm in Abb. A.2 zeigt, dass der Einfluss bei dieser geringen topo-
grafischen Variation vernachlässigbar ist.

Abb. A.2: Einfluss der topografischen Variation des Dotier-Liniengitters auf die
Potentialverteilung. Im Vergleich zum planaren Modell (a) konnte kein merklicher
Unterschied auf der topografisch strukturierten Oberfläche (b) nachgewiesen wer-
den.
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A.3 Ergänzende KPFM-Messungen

Abb. A.3: Ergebnisse der bei Keysight Technologies in Auftrag gegebenen KPFM-
Messungen des Dotier-Liniengitters. Es wurde eine Oberflächenpotentialvariation
von etwa 250mV gemessen, die dieselbe Tendenz wie die Ergebnisse der Messungen
mit dem JPK-Gerät aufweist.
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Thesen zur Dissertation

1. Wird ein Implantat in Kontakt mit Körperflüssigkeiten und -gewebe ge-
bracht, bildet sich eine Fest-Flüssig-Grenzfläche aus. Die aus der Flüssig-
keit adsorbierte Proteinschicht vermittelt die Wechselwirkung zwischen Im-
plantatoberfläche und Zellen. Die Biokompatibilität eines Implantats wird
durch die Beschaffenheit dieser komplexen Grenzfläche aus biologischem Ge-
webe/Flüssigkeit und Festkörper bestimmt und entscheidet maßgeblich über
Erfolg oder Misserfolg der Implantation.

2. Topografische Funktionalisierungen werden eingesetzt, um die Biokompati-
bilität von Implantaten zu regulieren. Es wird vermutet, dass topografische
Nanostrukturen vorrangig auf die Proteinadsorption wirken, indem sie die
Zusammensetzung und Struktur der adsorbierten Proteinschicht beeinflussen.
Der genaue Wirkungsmechanismus der Topografie auf den Adsorptionsprozess
ist weitgehend unbekannt. Es wird spekuliert, dass lokal erhöhte elektrische
Feldstärken nahe Spitzen und Kanten eine modulierte Proteinadsorption zur
Folge haben.

3. Entgegen der einfachen Modellannahme einer rein metallischen Oberfläche,
die im direkten Kontakt mit dem Biosystem steht, bilden viele metallische
Biomaterialien eine Passivierungsschicht aus, die die Verteilung des elektri-
schen Feldes nahe der Grenzfläche potentiell beeinflusst. Am Beispiel einer
nanostrukturierten Titan-Elektrolyt-Grenzfläche wurde daher der Einfluss ei-
ner dünnen Passivierungsschicht auf das elektrische Feld mit Hilfe von FEM-
Elektrostatikberechnungen überprüft. Die berechnete elektrische Feldstärke
nahe dem konkav gewölbten Bereich der gewählten Modellstruktur ist im
Vergleich zum konvexen Bereich erhöht. Diese lokal erhöhte elektrische Feld-
stärke liefert eine mögliche Erklärung für die in der Literatur diskutierten
erhöhten Proteinmengen in den konkav gewölbten Bereichen topografischer
Nanostrukturen.

4. Nahe topografisch strukturierten Biomaterialoberflächen treten neben lokal
variierenden elektrischen Feldern ebenfalls lokal variierende Dispersionswech-
selwirkungen und geometrische Effekte auf. Um die Wirkung einer im Na-
nometerbereich variierenden elektrischen Feldstärke auf das Biosystem sepa-
rat, ohne diese überlagerten Einflüsse, zu untersuchen, wurde ein Modellsub-
strat aus Bor-dotiertem p-leitendem Silizium verwendet, in dessen Oberfläche
130 nm breite n+-leitende Streifen (Periode 260 nm) durch selektive Ionenim-
plantation von Phosphor eingebracht wurden.
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5. Mittels Raster-Kelvin-Mikroskopie wurde gezeigt, dass durch die selektive Do-
tierung eine lokale Variation des Oberflächenpotentials von einigen 100mV
an Luft erzielt wurde. Aus Kraftspektroskopiemessungen in einer Elektrolyt-
lösung mit physiologischer Salzkonzentration ging hervor, dass die Oberflä-
chenpotentialvariation eine ebenso lokal variierende elektrostatische Kraft in
Flüssigkeit zur Folge hatte.

6. FEM-Elektrostatikberechnungen der Dotier-Linienstruktur ergaben eine Va-
riation der elektrischen Feldstärke, die in derselben Größenordnung lag wie
jene an der topografischen Nanostruktur aus Titan. Zudem enthielt das elek-
trische Feld an den Übergängen zwischen den unterschiedlich geladenen p- und
n+-dotierten Bereichen eine laterale Komponente, die senkrecht zur Richtung
der Linienstruktur gerichtet war.

7. Zellen orientieren sich auf Oberflächen unter Einwirkung eines elektrischen
Feldes senkrecht zur Richtung der Feldlinien. Die beobachtete bevorzugte
Ausrichtung humaner MG-63-Osteoblasten entlang der unterschiedlich do-
tierten Linien nach 24-stündiger Kultivierung in serumfreiem Medium wurde
auf dieses Phänomen zurückgeführt.

8. Neben der lokalen Variation des Oberflächenpotentials wurde im Vergleich
zu zwei elektronisch homogenen Substratmodifikationen (das unbehandelte
Wafer-Ausgangsmaterial und ein an der Oberfläche durchgängig mit Phos-
phor ionenimplantierter Wafer) eine starke Verschiebung des mittleren Ober-
flächenpotentials in negativer Richtung auf der elektronischen Nanostruktur
beobachtet. Kapazitäts-Spannungs-Messungen deuteten darauf hin, dass die
Potentialverschiebung durch eine an der Grenzfläche der nativen SiO2-Schicht
zum Silizium befindliche Oberflächenladung hervorgerufen wurde. Mit Hilfe
von Kontaktwinkelmessungen wurde gezeigt, dass das stärker negative mitt-
lere Oberflächenpotential des Dotier-Liniengitters zudem eine Erhöhung des
polaren Anteils der Oberflächenenergie bewirkte, wohingegen deren dispersi-
ver Anteil konstant blieb.

9. Nach einstündiger Kultivierung unter Anwesenheit von Serumproteinen im
Kulturmedium (DMEM + 10% Fetales Kälberserum) war die Zelladhäsion
auf der elektronischen nanostrukturierten Oberfläche im Vergleich zu den zwei
elektronisch homogenen Substratmodifikationen erhöht. Ein ähnliches Ergeb-
nis konnte durch Zugabe von Serumalbumin anstelle des fetalen Kälberserums
in das Kulturmedium erzielt werden. Daher wird vermutet, dass die durch
die Modellsubstrate modulierte Adsorption von Serumalbumin der unter den
verwendeten Versuchsbedingungen dominante Faktor war, der die Zelladhäsi-
on beeinflusste. Die modulierte Adsorption des Serumalbumins wurde auf die
mittleren elektrischen/energetischen Oberflächeneigenschaften zurückgeführt.
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