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The age and size of the cosmos are written in light

the nature of beauty and the substance of the stars
the laws of space and time.
They were there all along, but we never saw them

until we devised a more powerful way of seeing.

Neil deGrasse Tyson
(Cosmos: A Spacetime Odyssey)
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1 Einleitung

Als im Jahre 1665 Robert Hooke als einer der ersten durch
ein Mikroskop blickte, eréffnete er der Menschheit einen Weg
in einen vollig neuen Kosmos [1]. Dabei entdeckte er, dass
biologische Organismen aus kleinen Untereinheiten aufgebaut
sind - eine revolutiondre Erkenntnis, die dazu fiihrte, dass der
Begriff ,Zelle” (lat. cella/cellula ,kleiner Raum, Wabe,
Kammer”), den er fiir diese Strukturen wahlte, heute immer
noch verwendet wird. In der Biologie bezeichnet eine Zelle
eine in sich abgeschlossene lebende Grundeinheit, deren
GroRe normalerweise in einem Bereich von 1 bis 50 pm
variiert [2, 3] und die Substrukturen besitzt, zu denen unter
anderem der meist noch gut sichtbare Zellkern oder bei
Pflanzenzellen die griin gefarbten Chloroplasten zahlen.
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Abbildung 1.1: Die erste Abbildung von Zellen, aus Hookes Micrographia (1665), mit dem er die Mikroskopie
als wissenschaftliche Disziplin etablierte.

Doch stoRt man bei der lichtmikroskopischen Untersuchung
von Zellen auf eine Grenze, die auch heute noch Giiltigkeit
hat: Egal wie gut die Linsen des Mikroskops geschliffen und
wie perfekt sie zueinander ausgerichtet sind, es ist nicht
maglich, eine bestimmte Auflosung zu liberschreiten, so dass
viele der feineren Strukturen und Formen der Organellen dem
Auge verborgen bleiben. Denn aufgrund von Beugungs-
effekten liegen die mit einem herkommlichen Lichtmikroskop
maximal erkennbaren Strukturen in einer GroRenordnung von
250 bis 300 nm, womit beispielsweise die verschiedenen, das
Geriist der Zelle bildenden Filamenttypen unsichtbar bleiben,

? die nur 7 bis 24 nmin der Breite messen[4]. Noch kleiner sind



viele Proteine, deren gefaltete und verschlungene Ketten ihre
Funktionsweise in der Zelle vorgeben. Ihre Konformation
bestimmt, ob sie beispielsweise Teil des Stoffwechselkreislaufs
sind, Fremdkdrper abwehren oder mit anderen gleichartigen
Bausteinen zu Filamenten polymerisieren. Schon kleinste
Abweichungen in der Sequenz der Aminosduren kdnnen zu
einem abweichenden Faltergebnis und damit zu einem massiv
geanderten biochemischen Verhalten fiihren. Da sie mit ihren
AusmaRen von wenigen Nanometern [4] weit unterhalb des
optischen Auflosungslimits liegen, ist die Lichtmikroskopie
kein addquates Mittel um die Form oder die Funktionsweise
von Proteinen aufzuklaren. Deshalb miissen andere Methoden
gefunden werden, um tiefer in die mikroskopischen
Dimensionen der Zellen vorzudringen.
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Abbildung 1.2: Graphik zur Veranschaulichung der Gréf3enordnungen verschiedener biologischer und
biochemischer Gréf3en und Mikroskopiemethoden.

Derweil stehen der Wissenschaft heute zahlreiche
Méglichkeiten zur Verfligung, diese Auflésungsgrenzen zu
umgehen: Beispielsweise die Elektronenmikroskopie, bei
der Strahlung einer kiirzeren Wellenldnge eingesetzt
wird, die Konfokalmikroskopie, die eine filternde Blende
in den Abbildungsprozess einbringt [77], oder die
STORM-Mikroskopie, die zeitlich statistische Mitteilung
verwendet [78]. 3



Diese Arbeit widmet sich einer weiteren Methode, eine

sub-Wellenlangen-Auflosung zu erzielen und die Beugungs-
problematik von vornherein zu umgehen: der aperturlosen
optischen Nahfeld-Mikroskopie.
Es soll gezeigt werden, dass dieses Verfahren in der Lage ist,
einzelne  fluoreszente  Farbstoffmolekiile mit hoher
Genauigkeit zu lokalisieren. Zudem liefert es durch die
gleichzeitige Messung von Topographie und Fluoreszenz
Vorteile den anderen Methoden gegeniiber. Dies wird
praktisch anhand der Untersuchung von Tabakmosaikviren
und Desmin-Intermediarfilamenten demonstriert, die vorher
mit vereinzelten Farbstoffen markiert wurden.

Zu Beginn werden in Kapitel 2 die Grundlagen der optischen
Mikroskopie dargelegt, mit besonderem Augenmerk auf die
Ursache des Auflosungslimits. Kapitel 3 befasst sich mit den
elektrodynamischen Effekten, die bei der optischen Nahfeld-
mikroskopie ausgenutzt werden. Kapitel 4 gibt eine kurze
Einflihrungin die untersuchten biologischen Systeme. Danach
folgt in Kapitel 5 eine detailliertere Erlduterung der
experimentellen Methoden, welche in Kapitel 6 zu einer
Beschreibung des in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Aufbaus fiihrt. AbschlieRend folgt in Kapitel 7 die Erorterung
der experimentell erzielten Ergebnisse.



2 Grundlagen der Mikroskopie

2.1 Das optische Aufldsungslimit

Um zu verstehen, warum das Auflésungsvermogen eines

Lichtmikroskops begrenzt ist, miissen wir uns zundchst mit
dem Begriff der Beugung vertraut machen.
Licht breitet sich im Raum wellenartig aus. Stammt dieses von
einer punktformigen Lichtquelle, so entfernt es sich von
seinem Ursprungspunkt in Form einer kugelférmigen Welle.
Handelt es sich um eine emittierende oder reflektierende
Flache, so wird jeder Punkt als Ausgangspunkt einer einzelnen
kugelformigen Elementarwelle verstanden, welche sich in
geniigender Entfernung zu einer gemeinsamen Wellenfront
tiberlagern. Dies ist als Huygenssches Prinzip bekannt [5].
Damit ldsst sich die Interaktion und Ablenkung von Wellen an
Hindernissen erklaren (Abbildung 2.1), welche unter dem
Begriff Beugung zusammengefasst werden.

Abbildung 2.1: Durch das Huygenssche Elementarwellenprinzip lassen sich Phdinomene wie Reflexion(A),
Beugung(B) und Brechung(C) erkldiren.

Als Modellsystem soll zundchst ein optisches Gitter
betrachtet werden (Abbildung 2.2). Eine ebene Lichtwelle
fallt auf eine Reihe von Spalten des Abstands g. Jeder dieser
Spalte dient als Ausgangspunkt einer neuen Elementarwelle.
Je nach Austrittswinkel ¢ kommt nun ein unterschiedlicher
Gangunterschied zwischen den einzelnen Wellenziigen
zustande, der bestimmt, ob bei Uberlagerung der
Einzelstrahlen diese sich gegenseitig ausloschen oder
konstruktiv interferieren.



Abbildung 2.2: Eine Wellenfront trifft auf ein optisches Gitter. Jeder Gitterpunkt wird der Ausgangspunkt
einer Elementarwelle. Je nach Winkel entsteht ein unterschiedlicher Gangunterschied
zwischen den Wellenziigen.

Um die Bedingung fiir ein Intensitatsmaximum zu erfiillen,
missen die Strahlen sich so ({iberlagern, dass der
Gangunterschied genau einem n-fachen Vielfachen der
Wellenlange A entspricht:

Je feiner also die Gitterlinien, bzw. die betrachteten

Strukturen sind, desto starkerist die Beugung oder Ablenkung
der Nebenmaxima.

Ernst Abbe erkldrte 1873 in seiner Theorie zur Bildentstehung,
dass das Interferenzmuster die wesentlichen Strukturinfor-
mationen des Objekts enthdlt [6]. Dabei tragen Maxima
hoherer Ordnung detailliertere Strukturinformationen zum
Bildaufbau bei als die niedrigeren. Um diese Informationen
abbilden zu kdnnen, missen die Maxima durch eine Linse
gesammelt werden.

Begrenztist die Anzahl der nutzbaren Maxima dabei durch das
Lichtsammelvermdgen des Mikroskopobjektivs, welches durch
die Numerische Apertur NA beschrieben wird:

NA=b-sing




Dabei operiert das Objektiv in einem Medium mit dem
Brechungsindex b und ist in der Lage Licht, welches in einem

Winkel ¢ von der optischen Achse abweicht, aufzusammeln:

Abbildung 2.3: Die Numerische Apertur des Objektivs bestimmt wie viele Beugungsmaxima zum Bildaufbau
eingesammelt werden konnen.

Dementsprechend werden bei zu kleinen Strukturen die
hoheren Intensitatsmaxima so stark abgelenkt, dass sie vom
Objektiv nicht mehr aufgenommen werden kénnen und die
Abbildung dementsprechend zu unscharf und detailungenau
wird [7]. Abbe definierte, dass zur Differenzierung zweier
Strukturen mindestens das nullte und das erste Maximum zum
Bildaufbau bendtigt wiirde. Demzufolge ergibt sich
Abbes Definition des Auflésungslimit [6]:

Die Effekte der Beugung sind abhangig von der GroRe der zu

beobachtenden Objekte und machen sich bei abnehmender
GroRe starker bemerkbar. Erweitert man dieses Prinzip auf
einen einzelnen Spalt, bzw. einzelnes Objekt, und lasst die
Ausdehnung gegen einen einzelnen Punkt gehen, erhdlt man
fiir das zugehorige Beugungsmuster ein sogenanntes
Airy-Beugungsscheibchen:



Abbildung 2.4: Airy-Beugungsscheibchen in logarithmischer Helligkeitsskala(A). Graph der Intensitdtsver-
teilung mit eingezeichneter Halbwertsbreite(B). Punktmuster von Lichtpunkten
unterschiedlicher Helligkeit gefaltet mit Beugungsscheibchen(C).

Wird ein Bild mit feinen Strukturen abgebildet, wird dabei
jeder Bildpunkt mit einem Beugungsscheibchen iiberlagert -
ein Bildpunkt weitet sich auf. Der Abbildungsvorgang ist also
eine Faltung der abzubildenden Struktur mit einem gebeugten
Bild einer Punktquelle, der sogenannten Punktspreizfunktion
(PSF). Sie bestimmt, wie sich Beugungseffekte auf
abzubildende Strukturen auswirken. Die Intensitatsverteilung
eines Beugungsscheibchens wird beschrieben durch

mit J, der Besselfunktion erster Ordnung. Idealerweise sind
zwei getrennte Punkte gerade noch als solche zu erkennen,
wenn sich einer genau im Minimum der Beugungsscheibe des
Anderen befindet. Die erste Nullstelle befindet sich bei r=3,83,
was zu Rayleighs Definition des Auflésungslimit von

flihrt [5, 8].
In der Fluoreszenzmikroskopie wird eine andere Definition

gewahlt, da es sich bei den aufzulosenden Strukturen direkt
um die Lichtquellen, die fluoreszenten Molekiile, handelt.



Dort wird die erreichbare Auflosung {iber die Halbwertsbreite
oder FWHM (full width at half maximum) des nullten Maximums
der Airy-Scheibe definiert [9]. Diese liegt bei r=1,62, was zu

einer Definition von

fiihrt [10], dhnlich dem Abbe-Kriterium aus Gleichung 2.3
und daher im Folgenden zur Berechnung der Auflésung
herangezogen werden soll.

Abbildung 2.5: Verschiedene Kriterien zur Beurteilung von Auflosungen: Nicht aufgelost(A),
Sparrow-Kriterium(B), Rayleigh-Kriterium(C), deutlich aufgeldst(D).

Verwendet man beispielsweise Farbstoffe mit einem
Emissionsmaximum im Bereich von 600 nm, so kann man
theoretisch optische Strukturen bis zu einer GréRenordnung
von ungefdahr 360 nm auflosen. Ist es beabsichtigt, kleinere
Strukturen sichtbar zu machen, bietet sich die Mdglichkeit,
Licht mit kleinerer Wellenlange A zu verwenden: So liefert
beispielsweise UV-Licht mit A = 300 nm eine Auflosung von
circa 150 nm.

Da die Formeln 2.5 und 2.6 zeigen, dass das Limit neben der
Wellenlange auch von der Numerischen Apertur abhangig ist,
legt dies die Moglichkeit nahe, das Auflésungslimit zu
verbessern, indem die Numerische Apertur des verwendeten
Aufbaus erhoht wird. Durch Verwendung verschiedener
Immersionsmedien, die hchere optische Brechungsindizes als
Luft haben, ldsst sich beispielsweise mit Ol die hohe
Numerische Apertur von NA = 1,4 erzielen [5]. Dies hebt das
Auflosungslimit des Beispiels auf einen Bereich von ungefahr
130 nm. g



2.2 Konfokalmikroskopie
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Ein weiterer Ansatz ist, in den Bildentstehungsprozess

einzugreifen. Dieses Verfahren nutzt die Konfokalmikroskopie,
eine Form der Fluoreszenzmikroskopie, bei der zum Leuchten
angeregte Molekiile im Zentrum der Betrachtung stehen.
Eine punktformige Lichtquelle, als die ein fluoreszentes
Molekiilangenommen werden kann, wird mit einer Beugungs-
funktion, der Punktspreizfunktion (PSF), multipliziert.
Ergebnis ist ein sogenanntes Beugungsscheibchen, dessen
Halbwertsbreite als Definition der erreichten Auflosung dient.
Dieses kann nun durch eine geschickte Versuchsanordnung
verkleinert werden, was in der Konfokalmikroskopie realisiert
wird: Dabei wird eine Blende in den bildgebenden
Strahlengang eingebracht. Auf diese Weise fligt man einen
weiteren Faltungsvorgangin den Bildentstehungsprozess ein.
Mathematisch gesehen wird dabei die Beleuchtungs-PSF mit
einer weiteren Detektions-PSF multipliziert, was in einem
Faktor 1/72 fiir die erreichbare Auflésung resultiert [10]:

0,511 _ 0,372

T V2-NA NA

Da dadurch statt Licht entlang des gesamten Lichtweges nur

Licht aus dem Detektionsvolumen aufgenommen wird, muss
die Flache nacheinander abgefahren werden, wodurch
sukzessive ein komplettes Bild aufgenommen wird.
Trotz der hoheren erzielten Auflosung unterliegt diese
Methode immer noch der Beugungsbegrenzung, die ihre
Ursache in der Wellennatur des Lichts und dessen Ablenkung
an den abzubildenden Strukturen hat. Hier setzt die optische
Nahfeldmikroskopie an, der die Idee zugrunde liegt, die
anregende Lichtquelle von Beugung unabhdngig zu machen
und die gesamte Problematik zu umgehen, indem eine
nicht-beugungsbeschrankte Lichtquelle verwendet wird.
Ebenfalls kommen dabei fluoreszente Molekiile zum Einsatz,
deren physikalische Grundlagen im nachsten Absatz dargelegt
werden.



2.3 Fluoreszenz

Fluoreszierende Molekiile finden unter anderem Anwendung
in der Fluoreszenzmikroskopie, wo sie sich als Marker an
biologische Molekiile binden lassen und somit die
Identifikation von gewiinschten Gewebestrukturen ermdglicht
[11, 12]. Als Fluorophore kdnnen sowohl Farbstoffe dienen,
deren Molekiile Doppelbindungen aufweisen, die elektromag-
netische Strahlung absorbieren und emittieren konnen und
besonders empfindlich fiir gewiinschte Wellenldngen sind
[13], als auch mikroskopische Halbleiterkiigelchen,
sogenannte Quantendots, welche aufgrund ihrer Band-
struktur fluoreszieren kdnnen[14].

Fluoreszenz bezeichnet die Aufnahme von Energie, sei es in
Form der Anregung eines Hiillenelektrons (Farbstoffmolekiil)
oder Valenzelektrons (Halbleiter) in einen hoheren Energie-
zustand oder die Anregung eines Exzitons (Quasiteilchen der
Gitterschwingung) bei Quantendots, und die dazugehorige
Abgabe der aufgenommenen Energie in Form von Strahlung.
Die bei der Riickkehr eines angeregten Elektrons auf ein
niedrigeres Energieniveau freiwerdende Energie kann auf
verschiedene Weisen abgegeben werden. Das dabei zumeist
erwiinschte Ergebnis ist die Emission von Strahlung.
Die Uberginge werden durch ein Jablonski-Diagramm in
Abbildung 2.6 verdeutlicht.

Interne Konversion

system Crossing
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Abbildung 2.6: Ein Jablonski-Diagramm zeigt die Ubergéinge zwischen den Energieniveaus eines Systems bei
Absorption und Emission von Energie. Da Interbandiibergiinge verboten sind, liegen bei der
Phosphoreszenz, im Gegensatz zur Fluoreszenz, wesentlich héhere Relaxationszeiten vor, die

bis zu vielen Stunden reichen kénnen.

Es ist aber auch der Fall eines strahlungsfreien Ubergangs
moglich, bei dem die Energie in Warme, durch StolRprozesse,
oder beim Energietransfer durch Dipol-Dipol-Interaktion 11



dissipiert[9]. Die Absorption von Photonen erfolgt durch
delokalisierte m-Elektronen des Molekiils, bei der die
Elektronen eine bestimmte Energie durch ihr Dipolmoment
aufnehmen kdnnen. Da fiir eine hohe Wahrscheinlichkeit eines
Energielibertrags die Dipolmomente der Welle und der
Elektronen zueinander passen miissen, gibt es bevorzugte
Wellenldangen, welche im Absorptionsspektrum dargestellt
sind.

Ist die Anregung erfolgt, so verweilt das Molekiil fiir eine
charakteristische Zeit lang in seinem angeregten Zustand.
Diese Lebensdauer ist in der Regel wenige Nanosekunden
lang [13] undist durch dauRere Umstdnde beeinflusst, weshalb
die Analyse der Fluoreszenzlebensdauer Erkenntnisse {iber
die chemische Umgebung der Farbstoffe liefern
kann [15].

Die Relaxation erfolgt meistens nicht direkt zuriick auf das
Grundniveau, sondern iiber nichtstrahlende Uberginge
zwischen verschiedenen Vibrationsniveaus zundchst in den
Grundzustand des angeregten Niveaus, von dem aus das
Molekiil dann schlieRlich iiber einen strahlenden Ubergang
zum Grundzustand zuriickkehrt (siehe Abbildung 2.6).
Dadurch sind Absorptions- und Emissionsspektrum nicht mehr
deckungsgleich (Abbildung 2.7). Es handelt sich um die
sogenannte Stokes-Verschiebung, nach der die durch die
Strahlung abgegebene Energie in der Regel kleiner ist als die
aufgenommene. Daher ist das Emissionsspektrum zum roten,
energiedrmeren Ende hin stokesverschoben. Fiir Fluoreszenz-
farbstoffe ist dies eine giinstige Eigenschaft, da sie durch
einfache Filterung die Trennung von Anregungslicht und
emittiertem Licht erlaubt.

Emission

300 400 500 600 700 800 900 Wellenldnge [nm]

Abbildung 2.7: Die teilweise strahlungsfreien Abrequngsprozesse bewirken eine Verschiebung der Absorptions-
und Emissionsspektra eines Farbstoffes. Hier sind die spektralen Charakteristika des in dieser
Arbeit verwendeten Farbstoffes Atto740 dargestellt [17].
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0b ein Photon zu einem Fluoreszenzereignis fiihrt, wird von
zwei Prozessen bestimmt: zum einen durch die Anregungsrate
Y,,.» welche proportional zur Beleuchtungsintensitat ist, und
zum anderen durch die Quantenausbeute n, welche angibt, ob
ein Abregungsvorgang zu einem Emissionsereignis fiihrt.
Letztere ist als das Verhadltnis zwischen Strahlungs-
iibergdngen y und Gesamtabregungsrate y =y + y_,
der Summe aus strahlender und nichtstrahlender

Abregungsratey_definiert:

Fiir eine hohe Fluoreszenzintensitat S sind beide Einzelraten
zu beriicksichtigen, welche beide unabhdngig voneinander
durch auRBere Umstdnde beeinflusst werden kdnnen [16].

Ein praktisches Hindernis, welches der Verwendung von

einzelnen fluoreszenten Molekiilen inhdrent ist, ist die
Problematik des Ausbleichens. Die durch das Licht
aufgenommene Energie begiinstigt das Aufbrechen der
Doppelbindungen, welche fiir die Fluoreszenz verantwortlich
sind, und dass die Molekiile somit an diesen Stellen andere
Verbindungen eingehen. Passiert dies, ist der Farbstoff nicht
mehr in der Lage Licht zu emittieren - er bleicht aus und
verliert damit seinen Nutzen fiir die Fluoreszenzdetektion. Die
Stabilitdt gegeniiber Ausbleichung variiert stark zwischen
verschiedenen Farbstofftypen. Der hier verwendete Farbstoff
Atto740 besitzt eine sehr hohe Photostabilitat [17]. Dennoch
kann in Anwendungen, wo es auf die Detektion einzelner
Molekiile {iber einen langen Zeitraum ankommt, die
Nutzbarkeit einer Messung massiv durch den Verlust zu vieler
Fluorophore beeintrachtigt werden [11].
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3 Elektrodynamik des Nahfelds

In der Nahfeldmikroskopie wird ein lokalisiertes und
iberhohtes Nahfeld genutzt, um eine nicht-beugungsbe-
schrankte Lichtquelle zu schaffen. Dabei greift sie Lichtwellen
ab, bevorsiesichgemdR dem Huygens-Prinzip zugemeinsamen
Wellenfronten verbinden. Um die Eigenschaften des Lichtes in
der ,Nahzone” besser verstehen zu kdnnen, widmet sich
folgender Abschnitt einer detaillierteren Beschreibung der
physikalischen Eigenschaften des Lichts.

3.1 Physikalische Eigenschaften des Lichts
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Die heute anerkannte mathematische Beschreibung des
Lichts geht auf James Clerk Maxwell zuriick, der auf phanome-
nologischen Erkenntnissen anderer Forscher basierend eine
Theorie des Lichts als elektromagnetische Welle entwickelt
hat. Hauptsachlich baute er jedoch auf der Arbeit von Michael
Faraday auf, der zur Beschreibung von Kraftfeldern das Bild
der Feldlinien pragte, eine gedachte Reprasentation der
Richtungskomponenten der Vektorfelder, anschaulich auch
die auf einen im Feld beweglichen Korper einwirkende Kraft.
Im Jahre 1820 entdeckte André-Marie Ampere [18], dass
elektrische Leiter, welche mit einem Strom der elektrischen
Stromdichte j durchflossen werden, ein Magnetfeld mit der

magnetischen Feldstarke H erzeugen:

Die Rotation von H steht hierbei fiir ein magnetisches
Wirbelfeld, welches den elektrisch durchflossenen Leiter
ringformig umschlieRt. Der Verschiebungsstrom D wurde von
Maxwell in seiner bekannten Erganzung hinzugefiigt, um das
Ampeére-Gesetz fiir den zeitabhangigen Fall zu erweitern, da
es im nichtstationdren Fall zu einem Widerspruch mit der
Kontinuitdtsgleichung kdme [20].

Im Gegenzug erkannte Michael Faraday 1821, dass
veranderliche magnetische Felder einen elektrischen



Wirbelstrom erzeugen - die elektromagnetische Induktion -

welche Maxwell einige Jahre spater mathematisch
formulierte [18]:

Die Anderung des magnetischen Feldes wird dabei durch die

zeitliche Ableitung der magnetischen Flussdichte B, sowie das
elektrische Wirbelfeld durch die Rotation der Feldstarke E
symbolisiert.
Die Gleichungen 3.1 und 3.2 zeigen, wie sich verdnderliche
freie elektrische und magnetische Felder abwechselnd
gegenseitig erzeugen - auf diese Weise erfolgt die Ausbreitung
der Lichtwelle im Raum. Abbildung 3.1 veranschaulicht die
Felder bei der Propagation einer Welle. Zu beachten ist, dass
es sich bei einer propagierenden Welle ausschlieRlich um
Wirbelfelder handelt, also geschlossene Feldlinien, die
quellenfrei sind. Hierbei sind keine freien Ladungstrager
beteiligt. Erst wenn die Welle in Interaktion mit Materie tritt,
wird die Situation komplexer und Ladungen treten auf.

Abbildung 3.1: Visualisierung der elektrischen (blau) und magnetischen (orange) Feldlinien bei einer sich
linear im Raum ausbreitenden Lichtwelle.
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Die Fortpflanzung der Welle im freien Raum erfolgt mit der
Lichtgeschwindigkeit c. Eine grundlegende Eigenschaft einer
Welle ist die Frequenz f mit welcher sich die Felder erzeugen.
Diese ist abhdngig von ihrer Energie. Da die Lichtgeschwin-
digkeit konstant ist, hdangt die Wellenldnge A, also die
raumliche Ausdehnung eines Schwingungszyklus, reziprok

von der Frequenz ab:

Als weitere Eigenschaft ist die Polarisationsrichtung zu
nennen. Diese bezeichnet die Ebene, in der die elektrische
Feldkomponenteschwingt. Abbildung 3.2 stelltdie Richtungen
der Feldkomponenten dar, sowie einige der erwdhnten
KenngroRen.

Abbildung 3.2: Visualisierung der elektrischen (blau) und magnetischen (orange) Feldkomponenten bei einer
sich linear im Raum ausbreitenden Lichtwelle.

Neben den soeben besprochenen Mechanismen der
Ausbreitung einer Lichtwelle im Vakuum gilt es nun die
Interaktion mit Materie zu klaren. In Medien stellt sich die
Ausbreitung einer Lichtwelle komplexer dar, denn das
Vorhandensein von Materie bedingt auch die Anwesenheit
einer Vielzahl von lokalisierten elektrischen Ladungen. In
Formel 3.4 wird dem durch die Ladungstrdgerdichte p
Rechnung getragen, zusammen mit der elektrischen
Feldkonstante €. Fallt eine Lichtwelle auf eine elektrisch
leitende, ungeladene Oberflache, so verursachen die
wechselnden elektrischen Felder Ladungsverschiebungen auf

16 der Oberfliche (vgl. Graphik 3.4). Diese Ladungen sind



Ausgangspunkte der zur Veranschaulichung herangezogenen
Feldlinien. Dass es sich in diesem Fall nicht um geschlossene,
quellenfreie Feldlinien handelt, wird durch die Maxwell-

Coulomb-Gleichung bestimmt:

Die Divergenz V-E macht dabei Aussagen iiber die Form der
Feldlinien: Ist diese gleich Null, so sind die Feldlinien
quellenfrei, ist sie hingegen abweichend von Null sind Quellen
vorhanden. In der Anwesenheit von Materie haben also die
Feldlinienihren Ursprungin den Ladungstragern des Mediums.
Im Gegensatz dazu sind magnetische Felderimmer quellenfrei,
da keine magnetischen Monopole existieren, was durch die

Maxwell-GauRR-Gleichung beschrieben wird:

Die bei der Interaktion einer elektromagnetischen Welle
durch Polarisation des Materials entstehenden positiven und
negativen Ladungszentren sind iiber elektrische Feldlinien

miteinander verbunden.

einfallende Lichtwelle

Abbildung 3.3: Vorgdiinge bei der Streuung einer Lichtwelle an einem 0bjekt. Darstellung gemdf3 [7].
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Idealerweise lassen sich diese elementaren Dipole bis auf
molekulare Ebene zuriickverfolgen (Abbildung 3.3). Diese
Felder sind allerdings an die Oberflache gebunden und kénnen
nicht im freien Raum existieren und propagieren. Ihre
Feldstarke geht mit wachsendem Abstand zur Oberflache
exponentiell gegen Null. Da sich die Felder der negativen und
positiven Ladungen in der Entfernung iberlagern und
aufheben, sind diese Polariationseffekte im sogenannten
Fernfeld nicht mehr zu beobachten [7]. Rechnerisch zeigt sich

fiir die Strahlung eines Dipols [7, 20]:

wobei Anteile auftreten, die mit der -2. und -3. Potenz des
Radius abfallen. Da fiir groRe Entfernungen

k2

. 1
— > —2>>—3 flir r > 1
r r r

gilt, werden diese Terme normalerweise fiir den Bereich, der
weiter als eine Wellenldnge von der Oberflache entfernt ist,
vernachldssigt. Dieser Bereich, wird als optische Fernzone
bezeichnet. Fiir den Bereich der weniger als eine Wellenldnge
an der Oberflache liegt, iiberwiegt der Einfluss des r*-Terms:

k2

, 1
— K=K = firr«i
r rz r3

Dieser Bereich, in dem die lokalisierten Felder existieren, ist
die sogenannte Nahzone. Aus den Grenzwerten fiir die
verschieden Bereiche ergeben sich unterschiedliche
Verhaltensweisen fiir das elektromagnetische Feld.
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3.2 Evaneszente Felder

Ein weiteres Phdnomen von Licht ist die Evaneszenz, deren

Eigenschaften fiir die Beleuchtung im vorliegenden Aufbau
genutzt wird.
Trifft eine Lichtwelle auf eine Grenzflache und wird reflektiert,
also an einer weiteren Ausbreitung in die urspriingliche
Richtung gehindert, so gehen die elektrischen und
magnetischen Feldanteile nicht sprungartig auf Null zuriick.
Analog zum Tunneleffekt pflanzt sich die Welle noch in der
urspriinglichen Propagationsrichtung fort, mit exponentiell
absinkender Intensitat [8]. Sie tunnelt sozusagen in die
Oberfldche hinein.
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Abbildung 3.4: Erzeugung eines evaneszenten Feldes bei der Reflexion einer Lichtwelle an einer Oberfliiche.

Obwohl eine evaneszente Welle, wie ein optisches Nahfeld,
nicht im freien Raum existieren kann und an eine Oberflache
gebundenist, so transportiert sieim Gegensatz dazu trotzdem
Energie entlang der Materialgrenze. Abbildung 3.4
verdeutlicht, dass sich eine evaneszente Welle innerhalb der
Oberflachenebene propagiert. Ihre Wellenldnge ist abhdngig
von der Wellenldnge des einfallenden Lichts, was sie
grundlegend von den Eigenschaften der Nahfelder
unterscheidet. Auch die Eindringtiefe ist abhdngig von der
Wellenlange, wahrend sie bei Nahfeldern konstantist [7].
Erzeugt wird eine evaneszente Welle beispielsweise durch
Totalreflexion (total internal reflection, TIRF) in einem Prisma
[21] oder wie im hier vorliegenden Fall in einer hemispha-
rischen Linse eines TIRF-Objektives [22].
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Der praktische Vorteil von Fluoreszenzanregung durch
evaneszentes Licht ist, dass sich durch die geringe Ausbrei-
tungslange storendes Streulicht stark verringern ldsst und
somit ein besseres Signal-Rausch-Verhaltnis zu erzielen ist
[22, 23]. Allerdings kdnnen somit auch nur oberflachennahe
Farbstoffe angeregt werden.

3.3 Auskopplung, Transportierte Energie und Streuung

Ein Nahfeld ist aufgrund der Ladungen an die entsprechende

Oberflache gebunden. Es kann nicht in den freien Raum
propagieren, und es transportiert auch keine Energie. Dies ist
eine grundlegende Herausforderung fiir die experimentelle
Arbeit mit Nahfeldern, denn um ein Signal detektieren zu
konnen, muss Energie von einer Quelle in einen Detektor
transportiert werden [24].
Es ist also notig, die Energie des Nahfeldes in das Fernfeld
auszukoppeln. Dazu wird ein Vermittler eingesetzt, eine
Storung, an der das Nahfeld gestreut und damit detektierbar
wird [25, 23, 22]. Dazu eignet sich besonders eine moglichst
scharfe Spitze, ein sogenannter Cantilever, wie er bei einem
normalen Rasterkraftmikroskop (siehe Abschnitt 5.1) zum
Einsatzkommt[26, 27]. Auf die Beziehungen zwischen Nahfeld
und Sonde wird in den folgenden Abschnitten genauer
eingegangen.

3.4 Feldverstdrkung und Plasmonen
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Um eine sehr hohe optische Auflosung zu erzielen, die weit
tiber dem Auflésungsvermdgen von herkdmmlichen Fernfeld-
Lichtmikroskopen im sichtbaren Wellenldangenbereich liegt,
sind hohe Raumfrequenzen notig [25]. Dazu lasst sich
entweder Strahlung mit sehr viel kleinerer Wellenldnge
verwenden - beispielsweise UV-, Rontgen- oder Elektronen-
strahlung - oder eine Lichtquelle, die auf einen sehr kleinen
Bereich beschrankt ist.

Edward Hutchinson Synge, der als Erfinder der Nahfeldmik-
roskopie gilt, wollte dies durch die Beleuchtung einer Probe
durch eine Lochblende realisieren, deren Offnungs-
durchmesser klein gegeniiber der verwendeten Wellenldnge
ist [25]. Allerdings ist eine dhnliche Wirkung auch



umgekehrt durch ein méglichst punktférmiges Streuzentrum
beobachtbar [23]. Wie bereits festgestellt wird hier eine
Cantilever-Spitze verwendet, die aufgrund ihrer Geometrie
als Streuzentrum geeignet ist. Wird nun die Spitze
mit einem Laser beleuchtet, so treten zwei verschiedene
Effekte auf [22, 26].

Der erste Effekt ist der sogenannte lightning rod- oder
Spitzeneffekt, und leitet sich aus elektrostatischen
Uberlegungen her [23, 22]. Von einem punktférmigen
Ladungszentrum gehen die elektrischen Feldlinien immer
radial aus. Bei einer endlich ausgedehnten Oberflache
verteilen sich die Ladungstrager, die der Ursprung der
Feldlinien sind, immer so, dass die Feldlinien senkrecht aus
der Oberflaiche entspringen, da dies der energetisch
glinstigsten Form entspricht. Bei einem ungleichmalRig
geformten Korper, wie beispielsweise einer Cantilever-Spitze,
ordnen sich die Ladungstrager verstarkt in der Region hoher
Kriimmung an, weil die Feldlinien immer senkrecht aus der
Oberflache entspringen, und zudem das Objekt in groRer
Entfernung als punktférmig angesehen werden kann, die
Feldlinien also wieder radial verteilt sind (Abbildung 3.5).
Daher sammeln sich an Stellen von Oberflachen mit unregel-
mdRigen Formen wie scharfen Kanten besonders viele
Ladungen an, womit dort die Feldlinien dicht konzentriert
sind und hohe elektrische Feldstarken vorliegen. Je scharfer
die Spitze, also je kleiner der Spitzenradius ist, desto hoherist
die Feldstarke direkt an der Spitze [23].

Hohe Feldliniendichte
Niedrige Feldliniendichte

Abbildung 3.5: Durch den Spitzeneffekt liegen an Oberfliichen mit stirkerer Kriimmung dichtere Feldlinien
und damit hohere Feldstdrken vor(links), weil die Feldlinien senkrecht auf der Oberfliiche stehen und das Feld
in hinreichender Entfernung radial erscheint(rechts).
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Auch der Winkel der Spitze hat einen Einfluss auf das
generierte Feld: So konnen Spitzen mit stumpferen Winkeln
starkere Felder verursachen [28, 29, 30]. Entgegen der
intuitiven Vorstellung, dass mdglichst schmale Spitzen
groBere  Verstarkungen zeigen, ergaben numerische
Simulationen, dass flachere Spitzen hdohere Feldeffekte
bewirken konnen. Dies wird darauf zuriickgefiihrt, dass in
flachen Spitzen die fiir Verstarkung mitverantwortliche
konstruktive Uberlagerung von Plasmonen, auf welche im
nachsten Abschnitt eingegangen werden soll, weniger stark
durch eine Dephasierung der Plasmonen untereinander
beeintrachtigt wird, als in scharfen Spitzen [28]. Die Vorteile
eines starkeren Feldes durch flachere Spitzen stehen hier
allerdings den Nachteilen einer abnehmenden Lokalisierung
gegeniiber.

Der zweite Effekt betrifft eine kollektive Anregung der
Elektronen des Materials der Spitze.
Werden die Elektronen eines Atoms relativ zu seinem Atomkern
zum Schwingen angeregt, so entstehen durch die negativen
Elektronen und positiven Atomriimpfe oszillierende Ladungen,
die aufgrund ihrer Polaritdat an elektromagnetische Felder
gekoppelt werden kdnnen, sogenannte Polaritonen.
Diese Schwingung des Elektronengases wird als Plasmon
bezeichnet und kann quantenmechanisch als Teilchen
behandelt werden (Abbildung 3.6).

Eindringtiefe

o c " ! 0 o !

Feldstérke

Abbildung 3.6: Ein Oberflichenplasmon ist eine longitudinale Schwingung der negativ geladenen Elektronen
relativ zu den positiv geladenen Atomriimpfen.
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Fiir die Anregung eines Plasmon-Polaritons gilt sowohl die
Energie- als auch die Impulserhaltung. Aussagen iiber die
Zusammenhange verschiedener GroRen einer Welle oder eines
Quasiteilchens macht die jeweilige Dispersionsgleichung [31].
Fiir ein Photon in einem Medium mit der relativen Dielektrizi-
tatskonstante € betragt sie

w

_Photon _ I
I\H - — ;‘_—_.r

C

Dabei ist w die Frequenz der Schwingung, welche iiber die
Dispersionsrelation abhdangig vom Wellenvektor k ist,
beziehungsweise hier nur von einer Komponente k(vgl.
Abbildung 3.8). Der Wellenvektor ist ein gedachter Vektor in
Ausbreitungsrichtung der Welle, welcher in Analogie zum
Impuls des Quasiteilchens steht. Fiir ein Oberflachen-Plasmon-
Polariton lautet dementsprechend die Dispersionsrelation

kPlasmon — 2
= T c

an einer Grenzflaiche mit den materialspezifischen dielekt-
rischen Funktionen € (w) und &,(w) [31]. Damit ein Energie-
ibertrag aus der elektromagnetischen Welle in das
Plasmon mdglich ist, muss auch der Wellenvektor {iberein-
stimmen [26].

Plasmonen konnen normalerweise nicht durch einfallendes
Licht angeregt werden, da ihre Dispersionsrelation auRerhalb
der des Lichts liegt, wie Abbildung 3.7 zeigt [26].
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Lichtin Glas
Plasmon an Metall-Vakuum-Grenzflache
Plasmon an Metall-Glas-Grenzflache
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Abbildung 3.7: Erst wenn die Dispersionsrelationen von Licht und Plasmonen an Grenzfliichen sich schneiden,
lassen sich Oberflichenplasmonen einkoppeln. Graphik nach [60].

Die Dispersionsrelationen von Licht in einem dielektrischen

Medium, wie beispielsweise Glas, und die von Oberflachen-
plasmonen an einer Metall-Vakuum-Grenzschicht schneiden
sich hingegen.
Um eine Uberlagerung dieser Gegebenheiten zu erreichen,
bedient sich die sogenannte Otto-Konfiguration einem
Schichtmodell wie in Abbildung 3.8 angegeben [31]. Dabei
verursacht die totalreflektierte Lichtwelle in der mittleren
Schicht ein evaneszentes Feld, wodurch bei geniigend kleiner
Schichtdicke Plasmonen an der Metall-Oberflache angeregt
werden konnen, welche dann in der Ebene der Oberfliche
propagieren.

Photon
k Il

Glas

Luft

Metall

Abbildung 3.8: In der Otto-Konfiguration kann durch Licht in Glas ein Plasmon an einer Luft-Metall-
Grenzschicht erzeugt werden, iiber das bei der Totalreflexion entstehende evaneszente Feld.

Die Oberflachen-Plasmon-Polaritonen laufen analog zu den

Ladungen beim Spitzeneffekt zur Spitze hin, wo sie reflektiert

werden und sich {iberlagern, eine sogenannte Oberflachen-

24 Plasmon-Resonanz [32]. Dadurch konnen bei giinstigen



Einfallswinkel und Polarisationsrichtung an der Spitze Felder
mit sehr starken Intensitdten entstehen (s.0.).

Die Polarisation des eintreffenden Lichtes ist ein wichtiger
Faktor, denn sie legt fest ob eine Ladungsansammlung genau
ander Spitzemoglichistoderob gerade dort keine Verstarkung
stattfindet und sich die hohen Feldanteile anderweitig
verteilen, ohne nutzbare Feldverstarkung zu erzielen [26].
Auch die Wellenlange des beleuchtenden Lichtes spielt eine
Rolle. Sie bestimmt zwar nicht die Ausdehnung des Nahfeldes,
ist aber auch eine Bedingung dafiir, wie gut das Licht in
Plasmonen eingekoppelt werden kann. Sie hat allerdings
keinen Einfluss auf die Wellenldange der Plasmonen, welche
nur von der speziellen Oszillationsfrequenz der Elektronen im

Material, der Plasmafrequenz, abhdngig ist. Fiir diese gilt

mit der Ladung e des Elektrons und m, deren Masse, welchein
der Elektronendichte n_ vorliegen. g ist die Dielektrizitéts-
konstante. Womit sich fiir Licht eine optimale Einkoppelungs-
wellenldnge von circa 680nm ergibt, was im dunklen roten
sichtbaren Bereich liegt, und am besten dazu geeignet ist,
Plasmonen in Silizium anzuregen [22, 33].

Neben der Form spielt auch das Material der Spitze eine
Rolle. Je nach verwendetem Material und Form konnen dabei
sehr hohe Verstarkungsfaktoren erzielt werden: So wurden fiir
Spitzen aus Gold Verstarkungen vom Faktor 14 simuliert, eine
50-fache Verstarkung unter optimalen Bedingungen bei
einem Goldvorsprung an einer Silizium-Spitze [28] bis hin
zum Faktor 86 bei Spitzen, dieals trigonale Pyramiden geformt
waren [22] und sogar Faktoren von 1000 bis 10000 fiir
Gold-Nanopartikel [79]. Fiir Spitzen aus Silizium, wie sie auch
in dieser Arbeit verwendet werden, wurden fiinffache [22] bis
sechsfache [28] Feldverstarkungen ermittelt.
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3.5 Fluorophaore im optischen Nahfeld
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Das Einbringen eines Fluorophors in ein optisches Nahfeld
und die Nahe zur Spitze eines Cantilevers beeinflussen die
Anregungsrate und die Quantenausbeute auf spezifische
Weise. Diese Effekte treten gleichzeitig auf und iberlagern
sich. Je nachdem welcher Einfluss jedoch starker ist, kommt
es zu einer messbaren Erhohung der Fluoreszenzemission oder
zur Abschwdchung der selbigen (quenching) [11, 34, 35, 36].
Die starken Feldintensitaten an der Spitze des Cantilevers
entsprechen einer erhohten Beleuchtungsintensitdt, und
verursachendamiteinehdhere Anregungsrate[35]. AuRerdem
bedingt eine kiirzere Entfernung zwischen Farbstoff und
Feldiiberh6hung auch eine hohere Gesamtzerfallsrate [16],
was gleichbedeutend mit kiirzeren Fluoreszenzlebensdauern
ist [16, 36] und somit beide Emissionsraten, die strahlende
als auch die strahlungsfreie, erhoht werden [35]. Zum Einsatz
kommen Farbstoffe mit geringen intrinsischen Quanten-
ausbeuten - so hat der im folgenden Versuchsaufbau
verwendete Farbstoff Atto740 eine intrinsische Quanten-
ausbeute von 10% [17] - denn auch dieser Faktor kann durch
den Kontakt mit dem Nahfeld erhoht werden, was zu einem
gut sichtbaren Kontrast zwischen den beiden Umstdnden
fiihrt. Die unmittelbare Nahe zur Spitze begiinstigt aber auch
den strahlungslosen Energieaustausch (beispielsweise durch
Ohmsche Verluste [33] und durch Dipol-Dipol-Wechsel-
wirkungen mit in der Spitze induzierten Spiegel-Dipolen
[9, 35]) und verringert damit die Quantenausbeute. Ab einer
bestimmten Entfernung (iberwiegt dieser Effekt die
Verstarkung und der Farbstoff wird gequencht.

Die Verstarkung oder Abschwdachung der Emission ist
hauptsachlich durch die Entfernung zwischen Spitze und
Fluorophor gegeben, aber auch andere Faktoren, wie
beispielsweise die dielektrische Materialkonstante oder die
Polarisation des anregenden Lichts, haben Einfluss darauf
[36]. Berechnungen mit der Multiplen-Multipol-Methode
ergaben, dass eine maximale Verstarkung bei der Entfernung
von z=50nm zu finden ist [34]. Bei kleineren Entfernungen
tiberwiegt der Abschwdchungseffekt.

Somit konnen fiir Einzelmolekiilfluoreszenz Intensitdtsver-
starkungen im Bereich von zweifach bis fiinffach erzielt
werden, durch Einsatz statistischer Rauschunterdriickung
kann dies sogar auf sechsfach gesteigert werden [11].



4 Biologische Systeme

Im Folgenden sollen zwei biologische Systeme mittels der
optischen Nahfeldmikroskopie untersucht werden, welche von
besonderem fachlichen Interesse sind. Diese und die
jeweiligen Absichten dahinter sollen im folgenden Kapitel
naher vorgestellt werden.

4.1 Das Tabakmosaikvirus

DieweitverbreiteteTabakmosaik-Krankheitisthauptsachlich
auf Tabak-Pflanzen (Nicotiana) zu finden, befdllt aber auch
diverse andere Pflanzen wie Paprika (Capsicum annuum) und
Tomate (Solanum lycopersicum). Die Krankheit wird nicht wie
zuerst angenommen von einem Bakterium verursacht,
sondern von Viren, wie Rontgenstrukturanalysen zeigten [37,
38].

Ein einzelnes Tabakmosaikvirus ist ein stabchenférmiger oder
zylindrischer Korper, mit einem Durchmesser von ~18 nm und
einer Lange von ~300 nm.

Abbildung 4.1: Rasterkraftaufnahme von Tabakmosaikviren.
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Das Besondere ist seine helikale Struktur, in der sich 2130
identische Hiillenproteine spiralformig zu einem Hohlzylinder,
dem Kapsid, anordnen [39]. Diese Struktur verleiht dem Virus
eine hohe Stabilitdit. Innerhalb des spiralférmigen
Grundgeriists lagern sich weitere Proteine an, die fiir die
Funktionsweise des Virus nétig sind, was im Inneren einen
Hohlraumvon ~4 nm ldsst. AufAbbildung 4.2istdie Anordnung
der einzelnen Hiillenproteine sowie ein Querschnitt durch das
Virus gezeigt.

Abbildung 4.2: Visualisierung der Struktur und des Aufbaus eines Tabakmosaikvirus. Die Hiillkapside sind
helikal angeordnet und zur Anschauung abwechselnd eingefirbt.

28

Seine Stabilitat, regelmaRige Struktur und seine Zusammen-
setzung durch Selbstassemblierung machen das Tabak-
mosaikvirus zu einem vielversprechenden Kandidaten fiir
Nanoengineering.  Durch  Biomineralisierung  kdnnen
anorganische Materialien an organische Molekiile gebunden
werden. Demonstriert wurde dies beim Tabakmosaikvirus mit
Au, Pt, Pd, Ni, Co und Cu, zudem mit weiteren Verbindungen
wie ZnS, CdS oder Si0, [40] und anderen Anhdngen wie
Proteinen, Antikdrpern oder Kontrastmitteln [41].

Ein Nanostabchen aus den erwdahnten Materialien bietet eine
Vielzahl von Anwendungsmdglichkeiten, wie beispielsweise
biologische Sensoranwendungen, Batterien und
Datenspeicher [40].

Besonders eine Anlagerung von Zn0 mit seinen halbleitenden
Eigenschaften an das Grundgeriist des Virus erdffnet eine
magliche Verwendung als Feldeffekttransistor [40].

Es wurde demonstriert wie sich in die genetische Sequenz der
Kapsidproteine eine Lysin- oder Cystein-Animosaure



eingefligen lasst [41]. An diese dsst sich beispielsweise (iber
Maleimid- oder NHS-Ester-Gruppen beliebige weitere
chemische Funktionalitaten hinzufiigen.

Zudem stellen die Viren durch ihre klare Struktur und ihre
robuste Handhabung ein geeignetes Testsystem fiir
einfiihrende nahfeldmikroskopische Untersuchungen dar.

4.2 Desmin und seine Rolle im Herzmuskel

Desmin (8eoudg, desmas ,Verbindung, Kette*) ist ein Typ IIT
Intermediarfilament, welches in der menschlichen Skelett-
und der glatten Muskulatur und vor allem in Herzmuskelzellen
exprimiert wird. Besonders in letzteren spielt es eine wichtige
Rolle, indem es die Myofibrillen und die Z-Scheiben innerhalb
der Zellen miteinander verbindet und somit integral fiir die
strukturelle Stabilitdt der Zelle ist [42].

AulRerdem ist es durch die Bindung zu den Desmosomen,
Verbindungselemente zwischen Herzmuskelzellen, am
intrazelluldaren Zusammenbhalt beteiligt.

Als Intermediarfilament liegen die Desminfilamente mitihrem
Durchmesser von ~10 nm zwischen den anderen in Zellen
auftretenden Filamenttypen: den Mikrofilamenten von ~7nm
und den Mikrotubuli mit ~25 nm.

Abbildung 4.3: Rasterkraftaufnahme (Multimode) von Desmin-Wildtyp-Filamenten. Die ldnglichen Strukturen
sind deutlich zu erkennen. Aufnahme: Mareike Dieding [45].
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Das Desminprotein ist Gegenstand aktueller Forschungen,
da zahlreiche Mutationen des Desmin-Gens mit verschiedenen
Formen der Kardiomyopathie in Verbindung gebracht
werden [43, 44].

Der Oberbegriff Kardiomyopathie bezeichnet eine Sammlung
von Erkrankungen des Herzmuskels. Je nach betroffenem
Bereich ldsst sich diese Zuordnung weiter unterteilen.

So tritt beispielsweise die Arrhythmogene rechtsventrikuléire
Kardiomyopathie (ARVC) auf, bei der es besonders im rechten
Ventrikel zu einer Degeneration des Muskelgewebes und
anschlieRender Ersetzung mit Fett- und Bindegewebe kommt,
was schlieRlich zum plotzlichen Versagen des Muskels und
infolgedessen zum Tod fiihrt. Ahnlich fiihrt die Dilatative
Kardiomyopathie (DCM) bei der linken Herzkammer zu
Dilatation und Gewebsdegenerationen, was ebenso eine
verminderte Herzmuskelfunktion zur Folge hat [46].

Die Versuchsreihen dieser Arbeit umfassen im Besonderen die
Desmin-Mutation L136P, welche mit DCM in Verbindung
gebracht wird [47], sowie H326R, welche bei Patienten mit
ARVC gefunden wurde [46].

Bei den hier behandelten Mutationen handelt es sich um
sogenannte Punktmutationen. Das bedeutet konkret, dass im
Fall der Mutation L136P in der Aminosdurensequenz des
Desmins an der Stelle 136 die normalerweise auftretende
Aminosdure Leucin (L) mit Prolin (P) ersetzt ist, sowie es bei
der Mutante H326R zu einer Substitution des Histidins (H) an
der 326. Stelle gegen Arginin (R) kommt.

A 2B

Mittelteil Schwanz

Abbildung 4.4: Die Positionen der beiden untersuchten Mutationen in der Aminoséurensequenz des Desmins.
Ebenfalls eingezeichnet ist die Position des Cysteins, an welches der Farbstoff angebunden
wird.

An der Stelle 333 der Aminosdurensequenz besitzt das
Desmin-Protein eine Cysteingruppe, wodurch spater iiber die
Thiol-Gruppe der Farbstoff Atto740-maleimide angebunden
werden kann (vgl. Mechanismus in Abschnitt 6.2) [48].
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Die Strukturdaten des Desmin-Proteins, sowie dessen

Assemblierungsprozess werden vom Intermedidrfilament
Vimentin hergeleitet, welches besser erforscht ist und dem
Desmin als sehr &dhnlich angenommen wird, da es
eine vergleichbare Aminosduresequenz besitzt. [49].
Ein einzelnes Desminmonomer ldsst sich in drei Segmente
unterteilen, von denen sich das mittlere und groRte, der
Mittelteil, nochmal in vier Domédnen unterteilen l&sst,
die jeweils Form einer ausgedehnten a-Helix annehmen.
Abgeschlossen wird es von einem Kopf- und einem
Schwanz-Segment, die jeweils eine globuldre Struktur
aufweisen.

Monomer

—_—m_m
L P —————————
[~
[

Unit Length Filament

4

Filament

Abbildung 4.5: Assemblierungsmodell von Desminfilamenten, gemdf [50].

In Abbildung 4.5 sind die Schritte der Assemblierung

dargestellt. Bei der Assemblierung lagert sich zunachst ein
einzelnes Desmin-Protein, oder Monomer, antiparallel mit
einem weiteren zu einem Dimer zusammen. Zwei Dimere
verbinden sich zu einem Tetramer, welche wiederum zu acht
ein unit length filament (ULF) mit einer Ldnge von ca. 60 nm
bilden. Im letzten Schritt lagern sich diese longitudinal zum
endgiiltigen Filament zusammen [49, 51].
Da die genaue Beteiligung und Auswirkung der Desmin-
Mutationen im Assemblierungsprozess noch unklar ist, ist die
Absicht hinter der Versuchsreihe diesen Sachverhalt genauer
zu erforschen. Dazu werden lediglich die mutierten Proteine
vor der  Assemblierung  mit  Fluoreszenzmarkern
gekennzeichnet, um sie auf diese Weise spdter in der
assemblierten Superstruktur mit dem Nahfeldmikroskop
identifizieren zu konnen. Dadurch soll der Einfluss der
verschiedenen untersuchten Mutationen auf die Filament-
bildung beurteilt werden.
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5 Methode

Grundlage fiir die in dieser Arbeit angewandte optische
Raster-Nahfeldmikroskopie ist die Rasterkraftmikroskopie
(atomic force microscopy, AFM), da hierbei im Wesentlichen
die topographische Erfassung der AFM zusatzlich mit fluores-
zenzmikroskopischen Methoden erweitert wird. Daher soll im
Folgenden zundchst die Rasterkraftmikroskopie einfiihrend
erlautert werden.

5.1 Rasterkraftmikroskopie
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Als Erweiterung der Tunnelmikroskopie wurde 1986 von Gerd
Binnig die Rasterkraftmikroskopie entwickelt [52]. Diese ist
nicht von leitenden Proben abhdngig und kann auch in
wassrigen Umgebungen betrieben werden kann, was fiir
biologische Proben vorteilhaft ist [53]. Im Wesentlichen wird
dabei eine zu untersuchende Oberfliche mit einem
mechanischen Sensor abgetastet und die topographischen
Informationen aufgenommen. Hierbei sind verschiedene
Krafte zu beriicksichtigen, die in bestimmten Entfernungsab-
hangigkeiten auf ein Objekt sehr nahe an der Oberflache
wirken.

Als Sonde zum Abtasten dient dabei ein Cantilever, ein
elastischer Federbalken, an dessen Ende sich eine moglichst
scharfe Spitze befindet. Nahe an der Oberflache erfahrt die
Sensorspitze eine anziehende Kraft. Dafiir verantwortlich sind
van-der-Waals-Krafte, bei denen es sich um elektrostatische
Anziehungen durch gegenseitig induzierte Ladungsver-
schiebungen handelt.

Noch dichter an der Oberfliche gewinnt jedoch eine
abstoRende Kraft Oberhand, wenn sich die Elektronenorbitale
der beteiligten Korper zu iiberlappen beginnen. Diese leitet
sich maRgeblich aus zwei Einfliissen her: der Coulomb-
AbstolRung, welche die elektrostatische Abstol3ung gleicher
elektrischer Ladungen beschreibt, und der Pauli-AbstoRung,
welche aus dem Verbot gleicher Elektronenkonfiguration des
Pauli-Prinzips resultiert.



Zusammenfassend beschrieben wird das Potential, das nahe
Oberflachen wirkt, durch das Lennard-Jones-Potential [54]:

Der anziehende Anteil wird durch die Term z® reprasentiert,
der unterhalb einer bestimmten Entfernung von dem
abstofRenden Anteil mit der Potenz -12 iibertroffen wird. Das
Potential hat ein Minimum an der Stelle, an der sich die beiden

Krafte gegenseitig aufheben.

intermittent contact

Potential ®

Entfernung z

abstoBend

Abbildung 5.1: Das Lennard-Jones-Potential zeigt die Krafteinwirkung auf ein Objekt nahe einer Oberfléiche.
In grof3erer Entfernung iiberwiegt der anziehende Kraftanteil, weiter zur Oberfléche hin ist die
abstof3ende Kraft vorherrschend. Eingezeichnet sind die Bereiche, in denen die verschiedenen

Um die Hoheninformation aus der Wechselwirkung des
Cantilevers mit der Oberfliche auszulesen, lassen sich
verschiedene Betriebsmodi anwenden. Diese unterscheiden
sich darin, wie der Cantileverin Kontakt mit der Probe tritt. Im
Kontakt-Modus tritt die Spitze in direkten mechanischen
Kontakt mit der Oberflache. Die Oberflachenkrafte wirken sich
auf die Auslenkung der Spitze aus: Je nach Entfernung wirken
anziehende oder abstofRende Krafte und der Federarm wird
entsprechend ausgelenkt. Das Funktionsprinzip ist in
Abbildung 5.2 illustriert.

AFM-Betriebsmodi operieren.
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Abbildung 5.2: Je nach Auslenkung des Cantilevers wird Licht in einen anderen Teil der Quadrantendiode
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Die Spitze verfiigt iiber eine reflektive Oberflache, durch die
ein Laserstrahlin eine Photodiode reflektiert wird. Diese ist
in vier Bereiche geteilt, durch Vergleich der jeweils einfallen-
den Intensitaten kann der Winkel der Auslenkung errechnet
werden. Erst im Kontakt mit der Oberflache wird die Spitze
tiber einen Ausschnitt der Oberflache gerastet. Linie fiir Linie
wird die Hoheninformation aufgenommen wund ein
topologisches Profil erstellt. Dabei ist noch zwischen zwei
Unterarten des Kontakt-Modus zu unterscheiden:

Das simpelste Verfahren ist der constant height Modus. Dabei
wird die Spitze in unverdnderlichem Abstand zur Probe iiber
selbige gefahren und iiber die Auslenkung und damit die
Wirkung auf die Spitze direkt der Abstand zur Oberflache
gefolgert. Dieser Modus hat allerdings einige Nachteile, da
durch Strukturen, die einen hoheren Abstand zur Spitze
haben, der Kontakt verloren gehen kann, und durch
Strukturen, die zu hoch sind, die Spitze hingegen auflaufen
und zerstort wird.

Wird die Position des Cantilevers hingegen nachgeregelt,
sodass dieser immerim Abstand der geringsten Kraft iber der
Probe ist, so wird dies als constant force Modus bezeichnet.
Auch dieser Modus hat Nachteile. Die Aufnahmegeschwin-
digkeit ist durch die begrenzte Regelgeschwindigkeit des
Regelkreises eingeschrankt, und der Cantilever kann trotzdem
durch hohe Strukturen beschadigt werden.

Gebrauchlicher ist allerdings der dynamische Modus, bei dem
der Cantilever nahe seiner Resonanzfrequenz zum Schwingen
angeregt wird. In Wechselwirkung mit dem Oberflachenpo-
tential konnen je nach Regelung verschiedene Wirkungen
auftreten. Je nach Entfernung andert sich die Resonanz-
frequenz des Cantilevers und die Hoheninformation kann



durch die Modulaton der Frequenz, der Phase oder der
Amplitude extrahiert werden. Von diesen ist die Amplituden-
modulation die gangigste Methode, die durch ihren Entwickler
Digital Instruments auch tapping™-Modus genannt wird.

Da die Anregungsfrequenz konstant gehalten wird, ist die
Folge eine Verringerung der Schwingungsamplitude. Uber das
Nachregelsignal kann die Hoheninformation der Probe
aufgenommen werden, wahrend die Hohe des Cantilevers
angepasst wird. Durch das vorsichtige Tasten der Spitze auf
die Probe stehen diese nur in geringem direkten Kontakt und
die Spitze erfahrt eine geringere mechanische Belastung als
durch die Kontakt-Verfahren. Darum wird dies auch als
intermittent contact Modus bezeichnet [54].

Die Schwingungsanregung erfolgtidealerweise nicht genauin
der Resonanzfrequenz, sondern leicht versetzt, da sich hier
die Verschiebung der Resonanz in einer starkeren Amplitu-
dendnderung auswirkt.

5.2 Optische Nahfeldmikroskopie

Dieses Verfahren geht auf Edward Hutchinson Synge zuriick,

der 1928 zum ersten Mal die Idee entwickelte, eine Probe
mittels einer Lichtquelle mit kleineren Ausdehnungen als die
Wellenldnge des verwendeten Lichts zu beleuchten [25, 55].
Hierbei entwarf er auch erstmals das Konzept des
Rasternscannens [56], welches den verschiedenen Rastermik-
roskopiemethoden zugrunde liegt. Synge wendete sich mit
seiner Idee an Einstein, der dieses Konzept fiir wenig
erfolgversprechend hielt, ihm aber trotzdem - oder vielmehr
deswegen - zu einer Verdffentlichung riet [25].
Synge war sich bewusst, dass seineIdee zunachst reine Theorie
war und bis dahin noch nicht praktisch umsetzbar ware. Erst
1982 lies IBM ein erstes Patent in diese Richtung anmelden
und 1984 schlieRlich erfolgte die erste Veroffentlichung eines
Experiments durch Denk und Pohl [68].
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Abbildung 5.3: Eine von Synge angefertigte erste Skizze des Prinzips der Nahfeldmikroskopie durch Streuung.
Schon FEinstein bemdngelte die unleserliche Handschrift Synges [25, 56]. (Eigentum des
Albert Einstein Archivs, Hebrew University of Jerusalem, Israel.)

Diese verwendeten in ihren Untersuchungen zundchst
ausschlieBlich das Prinzip kleiner Offnungen. Dazu wird Licht
durch eine Glasfaser geleitet, welche am Ende durch eine sehr
schmale Offnung abgeschlossen wird, die schmaler als die
Wellenldangedes Lichtsist. Aufdiese Weise wird eine Lichtquelle
im Nahfeld mit sehr kleinen Ausmalien geschaffen, mit der
Proben beleuchtet werden kdnnen, sofern sie in sehr geringer
Entfernung zu selbiger sind. Das Verfahren kann auch
umgekehrt angewandt werden: Eine Probe wird normal
beleuchtet, die Glasfaserspitze sammelt das Nahfeldlicht an
der Oberflache auf und leitet es an einen Sensor weiter.

Um die fiir solche Messungen ndtigen feinen Spitzen
herzustellen, gibt es verschiedenen Methoden: So kdnnen
beispielsweise Glasfasern erhitzt und gezogen werden oder
ein schmaler Faserdurchmesser wird durch chemisches Atzen
erreicht. AnschlieRend wird die Spitze metallbedampft. Auch
zur Herstellung sehr feiner Offnungen, bestehen
unterschiedliche  Moglichkeiten,  beispielsweise  durch
mechanisches Abtrennen oder Ionenstrahlatzung [22].
Obwohl die Handhabung dieser Apertur-Faserspitzen relativ
einfach ist und die Eigenschaften des eingekoppelten Lichts,
wie beispielsweise die Polarisation, gut kontrolliert werden
konnen [22], so gibt es doch einige grundlegende Nachteile.
Aufgrund der kleinen Offnung ist die Lichtstirke stark
begrenzt, sodass diese nur ein schwaches Signal-Rausch-
Verhiltnis liefert [26].
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Die Transmission fallt mit der vierten Potenz des Radius
ab [31]:

Um das zu kompensieren kann mehr Licht durch die Spitze
geschickt werden, wodurch sich allerdings die Metallschicht
zu sehr erhitzt und eventuell zerstort wird. VergréRert man
aber den Offnungsdurchmesser, dann geht dies wieder auf
Kosten der optischen Auflosung [57]. Zusatzlich ist durch die
hohe Breite der Faserspitze die topographische Auflésung
begrenzt.

Spdter wurde das Konzept der aperturlosen Nahfeldmik-
roskopie eingefiihrt, auch spitzenverstarkte oder streuende
Nahfeldmikroskopie genannt. Die Namen riihren daher, dass
hier die Auflsung nicht mehr durch die Offnungsdurchmesser
beschrankt ist, sondern das Licht an der Spitze gestreut wird
und die erreichbare Auflosung im Wesentlichen nur durch die
Spitzengeometrie festgelegt wird [25].

Ein grolRer Vorteil gegeniiber den Aperturspitzen ist, dass
hierbei herkémmliche AFM-Cantilever verwendet werden
konnen, die sich in Massenproduktion kostengiinstig fertigen
lassen und vor allem eine gleichmdRige Qualitat liefern [22].
Ein Nachteil des Verfahrens der Streuung ist wiederum, dass
aufgrund hoher Hintergrundstrahlung keine direkte Detektion
eines nutzbaren Signals moglich ist, weswegen weitere
aufwendige MaRnahmen zur Extraktion der gewiinschten
Information getroffen werden miissen [23, 24, 58].

Die speziellen Eigenschaften der optischen Nahfeldtechnik
eroffnen verschiedene spezialisierte Anwendungsmog-
lichkeiten, die im Folgenden kurz ausgefiihrt werden sollen.
Die naheliegendste Anwendung ist die Untersuchung der
optischen Oberflachenstrukturen einer Probe. Analog zur
normalen Lichtmikroskopie wird untersucht, wie Oberflachen
auf einfallendes Licht reagieren, was grundsatzlich durch das
dielektrische Verhalten des Materials bestimmt wird. Durch
gleichzeitig entstehendes Hintergrundstreulicht sind
allerdings weitere MalRnahmen zur Filterung notig [23].
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Ublicherweise wird hierzu eine interferometrische Detektion
im homodynen oder heterodynen Aufbau verwendet. Im
Wesentlichen wird dabei das beleuchtende Licht moduliert
und ein Referenzstrahl vor der Beleuchtung der Probe
abgegriffen. AnschlieBend werden beide Einzelstrahlen
tiberlagert und auf diese Weise die erwiinschte Information
gewonnen.

Da die Analyse der optischen Wechselwirkung auf dem dielekt-
rischen Verhalten des Materials basiert, bieten sich als weitere
Anwendungsmoglichkeit besonders die Untersuchung von
Halbleiterstrukturen an [16, 24, 36]. AuRerdem kdnnen durch
speziell geformte Antennen oder Nanopartikel an der Spitze,
die als Emitter des Nahfelds dienen, prdzise optische
Eigenschaften beeinflusst und konstruiert werden [23, 59].
Auch fiir die Raman-Spektroskopie, bei der inelastische
Streuung des eingestrahlten Lichts untersucht wird, liefert
die Nahfeldmikroskopie eine Erhdhung der erreichbaren
Auflosung [11, 22]. Und auch die Fluoreszenzlebensdauer-
Mikroskopie kann durch die Nahfeldanregung verbessert
werden. Da hier die Lebensdauern der angeregten Fluores-
zenzzustdande von der chemischen Umgebung beeinflusst
werden, kann diese besonders im zellbiologischen Bereich
Erkenntnisse {iber biochemische Funktionswege liefern [11,
36]. Ein weiteres Anwendungsgebiet ist die Fluoreszenz-
mikroskopie, bei der {iber die Fluoreszenzemission die
rdumlichen Anordnungen von angeregten Farbstoffen
untersucht werden soll. Dieses Verfahren hat den Vorteil, dass
durch die Verwendung von evaneszentem Licht als Fluores-
zenzanregung keine aufwendige Filterung von Hintergrund-
streulicht n6tig ist. Zusatzlich liefert diese Methode neben der
Fluorophorverteilung als weitere Datenreihe die Topographie
der Probe, welche iiberlagert werden kdnnen und somit einen
weiteren Mehrwert an Informationen liefert.

Durch diese Vorziige liegt die Fluoreszenzdetektion mittels
aperturloser optischer Nahfeldmikroskopie im Fokus dieser
Arbeit und soll in den folgenden Abschnitten nochmal
Gegenstand genauerer Betrachtung sein.
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Abbildung 5.4: Das zentrale Funktionsprinzip, bei dem durch ein evaneszentes Feld Farbstoffe zum leuchten
angeregt werden und gleichzeitig eine Feldiiberhéhung an einer feinen Spitze erzeugt wird.

Abbildung 5.4 zeigt das Grundprinzip des hier verwendeten
Aufbaus. Dabei wird ein Farbstoffmolekiil von unten zum
Leuchten angeregt. Oberhalb der Probe befindet sich die
schwingende Cantileverspitze, an der sich durch die
Beleuchtung ein starkes Nahfeld ausbildet. Erreicht die Spitze
den unteren Scheitelpunkt der Schwingung, verursacht dies
verstarkte Fluoreszenzemissionen des Molekiils. Durch dieses
Verfahren lassen sich einzelne emittierende Molekiile in der
Probe sichtbar machen.

Zentrale Bedeutung fiir das hohe Auflésungsvermogen des
Rasternahfeldmikroskops hat neben der bereits erlduterten
Fluoreszenzverstarkung auch die Rasterbewegung.

Wie bereits im Kapitel 2.2 erldutert weiten sich Lichtquellen
bei mikroskopischer Abbildung durch Beugungseffekte auf.
Punktformige Lichtquellenwerden dabei miteiner Punktspreiz-
funktion multipliziert, sie nehmen die Form von Beugungs-
scheibchen an. Auf eine ganze abgerasterte Flache bezogen
findet hier mathematisch eine Faltung der Fluorophorver-
teilung auf der Probe mit dem Faltungskern, der einen (oder
mehreren) Punktspreizfunktion, statt.

Der hier vorliegende Aufbau weist Ahnlichkeiten zu einem
Konfokalmikroskop auf: So wird nur ein kleiner Bereich nahe
der Oberflache beleuchtet. Die fluoreszenten Farbstoffe
werden also mittels gewohnlicher Fluoreszenzmikroskopie
aufgenommen, was idealerweise einem Peak mit einer
Halbwertsbreite gemaR Formel 2.6 von ~300 nm bei einer
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Wellenldnge von 790 nm entspricht. Jedoch fehlt hier die
zusatzliche Blende der Konfokalmikroskopie. Diese ist nicht
notig, da die Aufnahme der herkdmmlichen Fernfeld-Peaks
eine technische Notwendigkeit ist, die selbst keinen Beitrag
zu der erwiinschten Subwellenldngenauflosung liefert und
spater herausgefiltert wird.

Das eigentliche technische Prinzip der Nahfeldmikroskopie ist
allerdings eine Modulation des lokalen Feldes durch die
Sensorspitze, die nicht der Beugungs-Punktspreizfunktionen
unterliegt. Eine Nahfeldlichtquelle hat Ausdehnung weit
unterhalb der Wellenldnge des verwendeten Lichts. Sie ist
stark an der Oberflache der Streusonde lokalisiert. Deswegen
ist ihre raumliche Ausdehnung nur von der Geometrie der
Cantileverspitze abhdngig, und die Abbildungen der
Fluorphore dementsprechend eine Multiplikation/Faltung mit
der Spitzengeometrie. Dementsprechend ist die Auflosung
hoher, je scharfer die Streuspitze geformt ist.

Im Nachfolgenden Abschnitt folgt anhand von Abbildung
5.5 eine anschauliche schrittweise Erklarung, die den Prozess
der Bildentstehung durch mathematische Faltung mittels
Rasterbewegung und der verschiedenen Belichtungsquellen
erlautern soll.

Abbildung 5.5: Schrittweise Erliuterung des Prinzips, wie durch die Scanbewegung eine hohe Auflésung
erreicht wird. Das Objektiv fihrt dabei nach rechts an der Probe entlang. Obere Reihe: Ohne
Nahfeldeinwirkung. Untere Reihe: Mit Cantilever und entsprechender Feldiiberh6hung.
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Sequenz A-D: Bild A zeigt ein Fluorophor, welches im Pfad
des Objektives liegt. Sobald das Fluorophorin das evaneszente
Beleuchtungsvolumen des TIRF-Objektives kommt, wird dieses
angeregt und fangt an Licht zu emittieren (B). Die Emission
wird ebenfalls gleich vom Objektiv aufgenommen und
detektiert. In Bild Dist ein typischer Fernfeld-Fluoreszenzpeak
zu sehen. Diese Funktionsweise entspricht im Wesentlichen
einem herkommlichen Fluoreszenzmikroskop und bildet das
Fluorophor mit einer Auflésung von ~300 nm ab.

Sequenz E-H: Bild E zeigt den gleichen Prozess, diesmal in
Anwesenheit der Cantileverspitze. Sobald der Farbstoffin das
Anregungsvolumen des Objektivs kommt, findet die gleiche
Fluoreszenzanregung und Detektion durch das Objektiv statt
(F). Das Fluorophor befindet sich allerdings noch nicht
innerhalb der Reichweite des Nahfeldes. Erst ab einer
Entfernung bestimmter Nahe zur Spitze erfahrt es den Einfluss
des Nahfeldes (G). Dieser Einfluss dulRert sich durch eine
starke Verstarkung der Fluoreszenzemission. Diese findet
allerdings nur im kurzen Einflussbereich des Nahfeldes statt,
aufgrund dessen starker raumlicher Lokalisation. Resultat ist
ein kurzer Peak, dessen Breite der Ausdehnung des Nahfeldes
an der Spitze des Cantilevers entspricht. Die requlare Fernfeld-
anregung durch die Probenbeleuchtung findet noch weiterhin
statt, auch wenn der Farbstoff den Bereich der Spitze wieder
verlassen hat (H).

Dies verdeutlicht auch, wie die erreichbare Auflosung, also
wie breit die Emissionspeaks dargestellt werden, von der
Geometrie der Spitze abhangt, da diese maRgeblichen Einfluss
auf die Auspragung und Ausdehnung des Nahfeldes hat.

Da bei dem vorliegenden Verfahren neben der intensiveren
Nahfeldfluoreszenz trotzdem die herkdmmliche Fluoreszenz
mit aufgenommen wird, ist - zwar keine komplizierte Filterung
durch einen interferometrischen Aufbau, aber dennoch - eine
Bildverarbeitung notig. Das Intensitatssignal  wird
aufgenommen, wenn der Cantilever in  seinem
Schwingungszyklus der Oberflaiche am ndchsten ist, da an
diesem Punkt auch der Effekt der Fluoreszenzverstarkung am
starksten ist, wie Abbildung 5.6 zeigt. Die durch das Nahfeld
angeregte und stark lokalisierte Fluoreszenz ist {iberlagert
mit der Hintergrundfluoreszenz, die durch die evaneszente
Beleuchtung im ganzen Aufnahmevolumen des Objektivs
verursacht wird. Entsprechend wird also jeder lokalisierte
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Nahfeld-Peak {iberlagert von einem breiten Fernfeld-Peak,
welcher dem normalen Auflosungslimit unterliegt.

Um diesen in der endgiiltigen Aufnahme herauszufiltern,
wird ein weiteres Bild aufgenommen. Dies geschieht wenn
sich der Cantilever am oberen Scheitelpunkt der Oszillation
befindet und damit der Einfluss des Nahfeldes mdoglichst
minimal ist. Dieses Bild zeigt nur die Fernfeldpeaks. Da der
Einfluss der evaneszenten Beleuchtung auf die Fluorophore
immer gleich stark ist, liegen auch in beiden aufgenommenen
Bildern die Fernfeld-Peaks in gleicher Intensitat vor.

Spitzenposition

% =

Beleuchtung g

Fernfelm-— Fernfeld+Nahfeld Fernfeld-Signal reines Nahfeld-

Signal
Nahfeld-Signal

> <
Fenster von 20-40°

Abbildung 5.6: Der Schwingungszyklus des Cantilevers und die Positionen, an welchen die Signale
aufgenommen werden (links), und die Subtraktion der beiden aufgenommenen Bilder
(rechts).

Um das Nahfeldsignal herauszufiltern, ist folglich eine

einfache Subtraktion des reinen Fernfeldbildes von dem
Gesamtbild notig [21]. Damit liegt das bloRe Nahfeldsignal
vor und prinzipiell ist keine weitere Filterung nétig. Es ist
allerdings mdglich noch weitere mathematische Transfor-
mationen und Filterungen durchzufiihren, um das
Hintergrundrauschen zu verringern und die Peaks deutlicher
hervorzuheben. Dazu werden in einer Fouriertransformation
die hohen und besonders regelmafigen Frequenzen aus der
Aufnahme entfernt. Dies kann sowohl mit dem Fluoreszenzbild
als auch mit der Topographie gemacht werden.
Alle in dieser Arbeit dargestellten und fiir die Berechnungen
verwendeten Schnittprofile sind mathematisch nicht
nachbearbeitet, bei allen abgebildeten Aufnahmen erfolgte
eine nachtragliche Filterung.
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b Aufbau und Durchfithrung

Flir die Ansteuerung des AFMs wird ein handelsiibliches
Rastersondenmikroskopie-Controllersystem (Nanonis 0C4,
Specs, Ziirich, Schweiz) verwendet, welches die Anregung des
Cantilevers, sowie die Steuerung der vertikalen Position im
tapping-Modus kontrolliert. Die flachige Probe wird
linienweise abgerastert und das topographische sowie das
Fluoreszenzsignal ausgelesen und von der zugehdrigen
Software zu einem Gesamtbild zusammengesetzt.

Technisch gesehen wird nicht die Spitze iiber die Probe
gerastert, sondern die Probe wird unter der Sonde,
beziehungsweise zischen Sonde und Objektiv, bewegt, was
den Vorteil hat, so mit wenig Aufwand die Beleuchtung der
Spitze und damit das sich ausbildende Nahfeld in konstantem
Bezug zueinander halten zu kénnen.

Flir die Scanbewegung der Probe befindet sich diese auf einem
piezomechanischen Tisch (P-733.3DD, Physik Instrumente,
Karlsruhe), welcher mit einer Genauigkeit von 0,1 nm bewegt
werden kann. Fiir eine grobere Positionierung des Messkopfes
tiber der Probe ist diese noch auf einem motorisierten Positio-
nierungstisch (SCAN IM 112x74, Marzhduser, Wetzlar)
montiert, der unabhangig von dem Piezotisch bewegt werden
kann. Bei dem Messkopf, in dem sich die Auslenkungsde-
tektion des Cantilevers befindet, handelt es sich um einen
Eigenbau [60]. Die Auslenkung wird mittels einer Laserdiode
(RLT904-30MG, A = 904 nm, 30 mW, Roithner Lasertechnik,
Wien, Osterreich)) und eines Quadrantensensors (QD7-5 (R&S
652 027), Anfatec Instruments, Oelsnitz (V)) gemessen. Als
Messsonden werden Cantilever des Modells ATEC (Advanced Tip
at the End of the Cantilever™ Non Contact, Nanosensors,
Neuchatel, Schweiz) aus Silizium verwendet. Das Besondere
hierbei ist die spezielle Form, bei der die Spitze gegeniiber
dem Tragerarm nach vorne geneigt ist. Dies stellt eine grolRe
Erleichterung bei der Ausrichtung der Spitze in das anregende
Lichtfeld dar.

6.1 Versuchsaufbau
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Abbildung 6.1: Eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines ATEC-Cantilevers. Erkennbar ist die nach
vorne versetzte Spitze. Aufnahme aus [76].

Der Cantilever-Chip ist auf einem selbst-hergestellten Trager
aus Keramik mittels Epoxidharz-Kleber (Epoxy-Kleber,
Toolcraft) angebracht. Die verwendete Keramik verfiigt iiber
eine hohe Festigkeit und ist deswegen gut zur Ubertragung
von Vibrationen fiir die Anregung im tapping-Modus geeignet.

Abbildung 6.2: Links: Der Cantilever-Chip ist auf dem Keramik-Balken (weif3) aufgeklebt. Dieser ist iiber eine
Halterung an dem Piezo-Element (griin) befestigt. Rechts: Der Messkopf.

Der ganze Aufbau steht auf einem schwingungsgedampften
Tisch (RS4000 Newport Spectra-Physics, Darmstadt). Zum
Schutz vor &duReren Einflissen, 1im  Wesentlichen
Luftstromungen, ist der Aufbau zusatzlich noch in einer
selbstgebauten Box aus isolierenden Hartschaumplatten
platziert. Fiir die Beleuchtung wird im vorliegenden Aufbau
evaneszentes Licht verwendet. Dies hat (wie bereits in Kapitel
3.2 ausgefiihrt) den Vorteil, dass storende Hintergrund-
streuung stark reduziert werden kann und keine aufwendige
Filterung notig ist. Bedingung fiir die Nutzung von
evaneszenter Beleuchtung ist die Verwendung von moglichst
diinnen und durchsichtigen Proben.
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Abbildung 6.3: Schematische Darstellung des Strahlenganges im gesamten Aufbau.

Als Lichtquelle dient eine Laserdiode (RLT6830MG, 30 mW,
RoithnerLasertechnik, Wien, ﬁsterreich) miteinerWellenldange
von A=685 nm. Deren Licht fallt durch ein Keilprisma, wodurch
eine Versetzung des Strahls eingestellt werden kann, durch
eine verstellbare Blende, bis es von einem dichroitischen
Spiegel reflektiert wird und schlie3lich ein TIRF-Objektiv (CFI
Apochromat 100x TIRF, NA = 1,49, Nikon, Tokio, Japan)
erreicht. Damit seine hohe Numerische Apertur von 1,49
erreicht werden kann, muss es unter Ol-Immersion betrieben
werden. Dazu wurde hier Immersol™ 518F (Zeiss, Oberkochen)
verwendet. Zur groberen Justierung kann der Aufbau auch auf
ein 10x-Objektiv (CFI Plan Achromat 10x Nikon, Tokio, Japan)
umgebaut werden.

Nach der Anregung wird das Fluoreszenzlicht wieder durch
dasselbe Objektiv aufgesammelt und durch einen dichroi-
tischen Spiegel (z 690 rd AHF Analysentechnik, Tiibingen) in
Richtung des Sensors geleitet. Wahlweise kann ein Spiegel in
den Strahlengang gebracht werden, der das vom Objektiv
aufgenommene Licht zur einfacheren Justage in eine Kamera
lenkt.

Bei der eigentlichen Messung wird dieser Spiegel aus dem
Strahlengang gedreht, sodass das Licht durch einen Fluores-
zenzfilter (Fluoreszenz-Filter, T = 715 - 855 nm bei 86%,
Optische Laboratorien, Nabburg) und eine Sammellinse fallen
und schlieBlich von einer Avalanche-Photodiode(APD)
(SPCMAQR-13, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) detektiert
werden kann. Dieseist hochempfindlich und registriert bereits
einzelne Photonen, weswegen streng darauf geachtet werden 45



muss, dass der Laborraum fiir die Dauer der Untersuchung
komplett abgedunkelt ist.

Die Praparation der Proben erfolgt je nach zu untersuchenden
Strukturen leicht unterschiedlich.

6.2 Praparation Tabakmosaikviren

Die erste Messung konzentriert sich auf die Untersuchung
von Tabakmosaikviren (TMV), die von der Forschungsgruppe
von Prof. Dr. Christina Wege (Biologisches Institut der
Universitat Stuttgart, Abt. Molekularbiologie) bereitgestellt
wurden, wo sie aus einer infizierten Pflanze isoliert und
fluoreszenzmarkiert wurden [40]. Die Viren sind in SPP-Puffer
(10 mM Natrium Kalium Phosphat Puffer mit pH 7,2)
suspendiert.

Bei den Viren handelt sich um eine Mutation, deren
Kapsidproteinen eine Cystein-Gruppe in ihrer Aminosduren-
sequenz hinzugefiigt wurde. An diese konnen nachtrdglich
Atto740-Farbstoffmarker mittels einer Maleimid-Gruppe
angelagert werden. Der genaue Mechanismus ist in Abbildung
6.4 dargestellt. Die Doppelbindung des Maleimids bricht auf

und bindet sich an den Thiol-Rest des Cysteins.

Abbildung 6.4: Molekulare Struktur des verwandten Farbstoffes Atto610mal (weif3) mit Maleimid-Gruppe (griin)
und der Anlagerung an die Cystein-Aminosdure (gelb) [61]. Die genaue Struktur des verwendeten
Farbstoffes Atto740mal ist nicht zur Verdffentlichung freigegeben (Atto-Tec, Siegen).
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Der Grad der Markierung wurde mittels Absorptionsspekt-
roskopie (NanoDrop ND-1000, PEQLAB, Erlangen) auf 1,8%
bestimmt [62]. Es sind also nur circa zwei Prozent der
Hiillenbausteine, die eine Markierung anlagern konnten,
tatsachlich markiert. Dieser Grad der Markierung wurde aus
praktischen Griinden gewahlt, da hier bei fluoreszenzmikros-
kopischen Untersuchungen einzelne Fluorophore noch gut als
solche auszumachen sind. Bei einem hoheren Markierungs-
anteil ist dementsprechend zwar die Fluoreszenz starker
ausgeprdgt, allerdings ist es mit Schwierigkeiten verbunden,
selbst bei  superhochauflosenden Bildern einzelne
Farbstoffmarker zu identifizieren.

Fiir die Probentrager werden Deckgldaschen mit einer Dicke von
130 bis 160 pm verwendet (Menzel Glaser). Diese werden
zundchst in reinem Aceton eingelegt und zwanzig Minuten
lang in einem Ultraschallbad behandelt und anschlieRend
wieder mit Aceton abgespiilt. Danach werden sie ebenfalls
nochmal mit Ethanol und hochreinem Wasser (MilliQ)
abgespiilt. Zuletzt trocknen sie in einem Stickstoffstrom.

Nun werden die Deckgldschen fiir zwanzig Sekunden in
konzentrierter Salpetersdaure angedtzt, um ihre Oberflache zu
hydrophilisieren und danach erneut mit Wasser abgespiilt und
getrocknet.

Fiir die Probe wird ein Volumen von 5 pl der Virussuspension
auf den Trager gegeben. Der Tropfen wird vorsichtig mit einem
Stickstoffstrom auf dem Glassubstrat verteilt. Danach werden
eventuelle Riickstande erneut mit Wasser abgespiilt. Durch
die vorherige Aktivierung der Glasoberflache haften die Viren
auf dieser.

6.3 Assemblierung und Praparation Desmin

Die Desmin-Proteine des Wildtyps und der verschiedenen
verwendeten Mutationen wurden von der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Hendrik Milting (Erich & Hanna Klessmann Institut
des Herz- und Diabeteszentrums NRW, Bad Oeynhausen) zur
Verfiigung gestellt, wo sie nach [63] in E.coli exprimiert und
aufgereinigt wurden. Sie werden bei -80°C gelagert.

Der erste Schritt ist die Markierung der mutierten Proteine,
um sie spaterin der assemblierten Struktur identifizieren und
von den Wildtyp-Proteinen unterscheiden zu kdnnen. Dazu
werden 100 pl der jeweiligen geldsten Mutante in einen
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Dialyse-Schlauch gegeben und zundchst eine Stunde lang
gegen einen Liter eines 5M-Urea-Puffers (5M Urea, 5 mM
Tris-HCL, pH 7,2) dialysiert. Dann werden sie mit 2 pl Atto740,
welches in Dimethylsulfoxid gelost ist, zusammen 30 Minuten
lang geschiittelt. Die Farbstoffe binden iiber ihre Maleimid-
Gruppe dabei an die Cystein-Gruppen der Desmin-Proteine,
analog zu dem Mechanismus in Abschnitt 6.2, von denen in
jedem Monomer jeweils einer vorliegt. Danach wird die
Mischung eine Stunde lang gegen einen Liter eines 5M-Urea-
Puffers (5M Urea, 5 mM Tris-HCL, pH 8,4) unter Lichtabschluss
dialysiert.

Durch die Dialyse diffundieren ungebundene Farbstoff-
molekiile aus der Losung, da diese, im Gegensatz zu den
grolRen Protein-Molekiilen (53535,6 Da), mit ihren kleineren
MolekiilgroRen die Membran des Dialyseschlauches
durchschreiten konnen (Molekulargewichtsausschlussgrenze
12000 - 14000 Da) und sich im gesamten Volumen der
Dialyselosung verteilen. AbschlieRend folgt die Dialyse gegen
einen 8M-Urea-haltigen Puffer (8M Urea, 5 mM Tris-HCL,
pH 8,4).

Fiir die Assemblierung der Filamente werden der Wildtyp und
die jeweilige Mutante in einem molaren Mischungsverhdltnis
von 10:1 gemischt. Da das menschliche Erbgut diploid ist,
liegen im Falle einer der betreffenden Erkrankungen beide
Versionen des Desmin-Gens, sowohl Wildtyp als auch Mutante,
auf den Allelen vor und werden exprimiert, so dass sie
gemeinsam in einem Filament koassemblieren konnen. Durch
die Fluoreszenzmarkierung soll die mutierte Spezies vom
Wildtyp unterscheidbar werden.

AuBerdem wurde beim verwandten Vimentin experimentell
festgestellt, dass ein zu hoher Anteil an gelabelten Proteinen
die Filamentbildung ebenfalls negativ beeintrachtigen kann.
Bei dem Mischungsverhaltnis 10:1 konnte jedoch kein Einfluss
auf die Assemblierung nachgewiesen werden [48].

Zu Beginn wird die Mischung eine Stunde lang gegen eine
Losung aus 8M Urea und DP-Puffer (5 mM Tri-HCl, 1 mM DTT,
pH 8,4) dialysiert. Die Urea-Konzentration der Losung wird
nun schrittweise auf 6M, 4M, 2M und letztendlich OM verdiinnt
und jeweils eine Stunde lang darin dialysiert. AnschlieRend
wird noch liber einen langeren Zeitraum von mehreren Stunden
gegen einen neuen (OM-Urea-) DP-Puffer dialysiert. Auf diese
Weise gehen die Proteine vom denaturierten Zustand in den
einer natiirlichen Umgebung {ber, bis schlieBlich die



Assemblierungsphase der Tetramere vorliegt. Fiir die
endgiiltige Assemblierung werden zu 5 pl der dialysierten
Proteinlosung weitere 5ul DP-Puffer gegeben, sowie 10 pl
AB-Puffer (200 mM NaCl, 25 mM Tris-HCL, pH 7,5) und fiir eine
Stunde lang in einem Wasserbad auf 37°C erwarmt, wodurch
der Assemblierungsprozess ausgeldst wird.

Die Deckgldaschen werden analog zur Prdparation der
Tabakmosaikviren in Abschnitt 6.2 mit Salpetersaure
behandelt, und 5 pl der Desmin-Losung aufgebracht. Die
Fliissigkeit wird zum Trocknen vorsichtig mittels eines
Stickstoff-Stroms auf dem Probentrager verteilt. Danach wird
die Probe noch einmal vorsichtig mit Wasser abgespiilt, um
eventuelle lose Riickstande zu entfernen. Durch Physisorption
haften die Filamente auf der aktivierten Glasoberflache.

Nun ist die Probe bereit, in das Mikroskop eingebracht zu
werden.

6.4 Priparation Quantendots

Bei Quantendots handelt es sich um Kristalle aus Halbleiter-
materialien, die Licht durch die Anregung von Exzitonen
(Quasiteilchen der Gitterschwingung) absorbieren und
emittieren konnen [14]. In diesem Fall werden Quantendots
aus Cadmiumtellurid (CdTe) des Herstellers PlasmaChem
(Berlin) verwendet. Ihre GroRRe variiert typischerweise in
einem Bereich von 2 bis 7 nm.

Durchihre halbleitenden Eigenschaften konnen die spektralen
Eigenschaften, die Bereiche maximaler Absorption und
Emission von Licht, (iber ihre Bandstruktur genau eingestellt
werden. Im vorliegenden Fall absorbieren und emittieren die
Quantendots Licht auf einer Wellenlange von A__ =770+5 nm.
Ihre prazisen Fluoreszenzeigenschaften sowie ihre Stabilitdt
und die draus folgende Unempfindlichkeit gegeniiber
Ausbleichung machen sie zu idealen Fluoreszenzmarkern fiir
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen.

Um Aggregationen untereinander zu vermeiden und um ihnen
in diesem Fall hydrophile Oberflicheneigenschaften zu
verleihen, sind die Quantendots beschichtet, sodass sie in
Wasser gelost werden konnen.

Zur Praparation wird eine Menge von 5 pl stark verdiinnt auf
ein gesdubertes Deckglaschen gegeben und eintrocknen
gelassen.
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6.5 Ausrichtung und Durchfiihrung
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Dieser Abschnitt geht auf die allgemeine Durchfiihrung des
Versuchs ein, sowie im Besonderen auf die Ausrichtung der
optischen Komponenten.

Es ist mit einer gewissen Schwierigkeit verbunden, einen
Cantilever zu finden, der eine akzeptable Nahfeldverstarkung
ermoglicht, da dies nur bei wenigen (rund jedem vierten) der
Fall ist und keine Mdoglichkeit besteht, die Eignung im
Vorhinein festzustellen.

Cantilever gelten als Verbrauchsmaterialien, da sie in
mechanischem Kontakt mit der Probe stehen, wodurch sie
Abrieb erfahren und ihre Funktionsweise stark von der
Unversehrtheit ihrer Form abhdangen kann. Auch kleinste
Fehljustierungen wdhrend des nur semi-automatisierten
Annahrungsvorgangs an die Probe fiihren zum Aufsetzen und
zur sofortigen Zerstorung der Spitze. Die Anforderungen fiir
die Nahfeldverstarkung sind sogar noch hoher, da hier bei
einer fabrikneuen Spitze nicht automatisch von einer Nahfeld-
Kompatibilitat ausgegangen werden kann.

Der Cantilever wird auf einen Keramiktrager geklebt, welcher
wiederum an einen Piezo-Kristall (PSt 150/2x3/5,
Piezomechanik, Miinchen) geschraubt wird (siehe Abbildung
Foto Aufklebung), der fiir die Schwingungsanregung und
ebenfalls die vertikale Positionierung verantwortlich ist.

Per Kamera wird der Lichtpunkt der Laserdiode auf die Spitze

ausgerichtet, mit der die Auslenkung des Arms bestimmt wird,
sodass die Summe des in den Quadrantensensor fallenden
Lichts am grof3ten ist.
Durch ein automatisiertes Durchfahren der Anregungsfre-
quenzen wird die Resonanzfrequenz des Cantilevers ermittelt.
Die Anregungsfrequenz wird normalerweise leicht versetzt
dazu gewidhlt, damit sich Anderungen in der Resonanz-
frequenzdurch Oberflachenwechselwirkung starker bemerkbar
machen.

Der Probentrdgerwird (iber dem Objektivauf einem Plattchen
aus PDMS (Polydimethylsiloxan) platziert, welches durch
seine adhdsive Kraft weitere Bewegungen und Verrutschen
der Probe weitestgehend verhindert.

Die zuvor beschriebene Einrichtung einer neuen Messspitze
erfolgt unter Beobachtung durch ein 10-fach Objektiv.



Als ndchstes wird das fiir die Messung zu verwendende
100-fach TIRF-Objektiv eingesetzt und die durchsichtige
Probenscheibe vorsichtig in Olimmersionskontakt mit dem
Objektiv gebracht. Nunist ein experimentell ermittelter Offset
der Brennpunkte der beiden Objektive zu kompensieren.

Obwohl fiir die spdtere einfachere Lokalisierung des
Cantilevers unter hoher VergrolRerung bereits bei der
Justierung unter 10-facher VergroRerung ein weiterer
Laserstrahl auf die genaue Position der Spitze ausgerichtet
wurde, stellt diese einen sehr filigranen Vorgang dar. Ist die
Spitze im Kamerabild sichtbar, so wird sie grob in den Spot des
anregenden Lasers gefahren. Eine genaue Ausrichtung ist
noch nicht erzielbar, da sich die Spitze noch raumlich vertikal
auBerhalb des Anregungsvolumens befindet.

Deshalb folgt nun die Annaherung des Cantilevers an die
Probe. Dies stellt den heikelsten Prozess des gesamten
Vorganges dar, da schon geringste Uberdrehungen zur
Beschadigung fiihren und einen neuen Cantilever nétig
machen. Noch kritischer wird der Vorgang dadurch, dass die
erste Strecke manuell dberbriickt werden muss. Die
Schwingungsfrequenz des Cantilevers kann dabei als
akkustisches Signal abgegriffen werden, um ein mdgliches
Anzeichen fiir die Anndherung an die Oberflache zu erhalten.
Erst den letzten Bereich libernimmt das Controllerprogramm,
welches den vertikalen Abstand zwischen Spitze und Probe
durch den Piezo-Kristall und die Piezo-Stage {iber einen
Bereich von 10 um variieren kann.

Vier Volumina miissen raumlich héchst prizise in Uberein-
stimmung gebracht werden: Erstens das Beleuchtungs-
volumen, der Bereich der Probe, der beleuchtet werden soll
und welcher - um Hintergrundstrahlung zu verringern -
moglichst klein sein sollte. Zweitens das Detektionsvolumen,
aus welchem das Licht in den Sensor geleitet wird. Diese
miissen drittens noch in Ubereinstimmung mit dem Bereich
auf der Probe gebracht werden, der untersucht werden soll,
und zusatzlich noch die Streusonde, an der nur ein Nahfeld
generiert wird, wenn sie sich mit ausreichender Genauigkeit
im Anregungsvolumen befindet.

Diese vier Volumina in jeweils drei Raumrichtungen in
Ubereinstimmung zu bringen wird zusitzlich dadurch
erschwert, dass eine positive Riickmeldung oft erst bei
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dreifacher Ubereinstimmung zu beobachten ist und sich die
Parameter nicht immer schrittweise anndhern lassen. Wie
diese Prazision zu erreichen ist, wird im nachfolgenden
Abschnitt beschrieben.

Bei hergestelltem Oberflaichenkontakt wird noch einmal der
Fokus des Objektivs per Kamera nachgeregelt. Nun wird die
Spitze prazise, vom Kamerabild gesehen aus von oben, in den
Spot gefahren. Im Idealfall sind ab einem bestimmten Punkt
leichte Reflexe zu sehen (Abbildung 6.5), die von der schragen
Kontur der Spitze ausgehen. Da diese nur sehr schwach zu
erkennen sein konnen, ist eine zusdtzliche Abblendung von
Teilen des Anregungslaserspots maglich.

Abbildung 6.5: Aufnahmen des anregenden Laserspots. Links: Spot ohne Spitze. Rechts: die Spitze ist in den
Strahl gefahren, erkennbar an den Reflexen (Markierung).

Da die Nahfeld-Anregung nun so prazise wie vorerst moglich
eingerichtet ist, folgt nun die Kalibrierung des Detektors.
Bevor jedoch der Fluoreszenzdetektor aktiviert wird, ist
sicherzustellen, dass die Raum- und Probenbeleuchtung
ausgeschaltet sind, und ein Grau- (AHF Analysentechnik,
Tiibingen) sowie ein UV-Filter (HQ685/110, AHF Analysen-
technik, Tiibingen) in den Strahlengang gebracht wurden.
Lediglich die Beleuchtung der Cantileverspitze darf noch
aktiviert sein, welche durch den Graufilter stark abgeschwacht
in den Detektor fallt. Die APD kann lateral verschoben werden,
um so moglichst viel des emittierten Lichts aufzunehmen.

Ist der Lichteinfall maximiert, werden die Filter ausgetauscht

gegen einen Fluoreszenzfilter, welcher nur den Wellenldngen-

bereich (715 - 855 nm) des emittierten Fluoreszenzlichtes

transmittieren lasst. Da die Wellenlange des Emissionslichts

gegeniiber der des anregenden Lichtes stokesverschoben ist,

kann auf diese Weise das emittierte vom anregenden Licht
0?2 getrennt werden.



AnschlieRend kann mit der Rasterung der Probe begonnen

werden. Zwei Parameter konnen allerdings erst im laufenden
Betrieb eingestellt werden:
Zum einen kann die genaue Position der Cantileverspitze im
anregenden Fokusvolumen vorher nur begrenzt genau
durchgefiihrt werden. Dies liegt an der limitierten Auflésung
und Lichtempfindlichkeit der Kamera, und daran, dass die
Reflexe, die als Hinweis gelten, iiber einen groReren Bereich
auftreten konnen. Eine Verschiebung der Spitze zur
Anregungslichtquelle macht sich spater dadurch bemerkbar,
dass die Fernfeld-Fluoreszenzpeaks, die auch unabhdngig von
der Nahfeldanregung auftreten, relativ zu der Topographie
der Probe verschoben sind.

Diese Verschiebung kannwahrend der Messungausgemessen
und korrigiert werden, um so eine moglichst prazise
Ausrichtung zu gewahrleisten.

Des Weiteren muss die zeitliche Position der Aufnahmefenster
in der Cantileveroszillation ermittelt werden. Die Fenster in
denen die beiden Signale aufgezeichnet werden, sind jeweils
40° breit. Sie lassen sich einfach 180° voneinander entfernt
positionieren. Ihre Position relativ zur Schwingung des
Cantilevers zubestimmenistjedoch nur experimentell méglich
und kann zusatzlich auch nur erfolgen, wahrend ein
spezifisches Fluorophor angeregt wird. Sobald ein Farbstoff
durch die Messung lokalisiertwurde, kann die Rasterbewegung
angehalten und der Cantilever iber dem Fluorophor platziert
werden. Dann werden die Phasen der Aufnahmefenster
durchgefahren, bis in einem der Kandle eine verstarkte
Fluoreszenzemission registriert wird. Eine kontinuierliche
Anregung eines Farbstoffmolekiils sorgt fiir eine schnelle
Ausbleichung desselben, weshalb der Vorgang sehr ziigig
durchgefiihrt werden muss.

DieanschlieRende Auswertung gliedert sichin die Subtraktion
der Fluoreszenzkandle, welche mit der Software SPIP (Image
Metrology, Harsholm, Danemark) erfolgt, und die Filterung
und Aufbereitung mit der Software Gwyddion (Freie Software/
GPL). Damit erfolgt auch die Entnahme der Schnittprofile fiir
die Peakbreitenbestimmung. Die Berechnung der Halbwerts-
breiten aus den Profilen erfolgt durch numerische Anfittung
von Funktionen an die Kurven mittels der Software Gnuplot
(Freie Software).
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1 Ergebnisse und Interpretation

/.1 Ergebnisse Tabakmosaikviren

Die erste Versuchsreihe behandelte die Untersuchung von
Tabakmosaikviren. Die Viren waren genetisch so verandert,
dass die einzelnen Kapsidproteine jeweils eine Cystein-Gruppe
trugen, andiebeliebige chemische Funktionalitaten gebunden
werden konnten. Dies soll idealerweise verwendet werden, um
nanoelektrische Effekte zu erzielen, beispielsweise um die
Funktion eines Feldeffekttransistors herzustellen [40].

In diesem Fall wurden an circa 2% der Hiillenproteine fluores-
zierende Atto740-maleimide-Farbstoffmolekiile gebunden,
um die individuellen Markerpositionen identifizieren zu
konnen.

In allen in dieser Arbeit dargestellten Aufnahmen wird der,
durch die Cantileverauslenkung gewonnene topographische
Kanal, in blau dargestellt, der Fluoreszenzkanal dagegen in
roter Farbe, um einen moglichst starken optischen Kontrast
der beiden parallelen Informationsebenen zu gewahrleisten.
Die Abbildungen 7.1 bis 7.3 zeigen einige der erzielten

Messergebnisse.

Normalized Intensity

Abbildung 7.1: aSNOM-Aufnahme von Tabakmosaikviren. In blau ist der Topographiekanal dargestellt, in rot die
nahfeldverstirkte Fluoreszenzemission.
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Normalized Intensity

Abbildung 7.2: aSNOM-Aufnahme von Tabakmosaikviren.

Auf allen Aufnahmen sind die stabformigen Viren gut zu
erkennen. Ihre Langen reichen von 300 bis 400 nm. Auch die
einzelnen Fluorophore sind deutlich zu identifizieren, ihre
durchschnittliche Peakbreite, die iber die Halbwertshreite
bestimmt wurde, liegt bei 44,34 nm. Eine genaue Analyse der
Breite der einzelnen Peaks findet in Abschnitt 7.4 statt.

Normalized Intensi
Normalized Intensi

Abbildung 7.3: Zwei aufeinander folgende aSNOM-Messungen von Tabakmosaikviren. Im rechten Bild ist der
hervorgehobene Farbstoff nicht durch Emission zu erkennen.
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Wie bereits in Abschnitt 2.3 erldutert ist die Ausbleichung

der einzelnen Farbstoffe ein haufig auftretendes Problem. Da
auf einem Bildausschnitt nur eine begrenzte Anzahl an
Fluorophoren sichtbar ist, macht sich der Ausfall vereinzelter
Farbstoffmolekiile umso starker bemerkbar, bis hin zum
kompletten Verlust des Informationswertes. Abbildung 7.3
zeigt zwei aufeinander folgende Messungen des gleichen
Bildausschnittes. Die beiden Messungen wurden direkt
hintereinander ausgefiihrt, um geringfiigig unterschiedliche
Positionen desAnregungslichtes zutesten. Die Messergebnisse
unterscheiden sich lediglich dadurch voneinander, dass der
hervorgehobene Farbstoff auf der zweiten Messung nicht
mehr durch seine Lichtemission zu erkennen ist.
Flir dieses Verhalten kann die starke Lichtbelastung
verantwortlich gemacht werden, die zu Photobleichung fiihren
kann und den Farbstoff zerstort. Eine alternative Erklarungist
allerdings auch in der Ausbildung eines Triplettzustandes zu
finden, ein durch Lichtabsorption angeregter Zustand dessen
Anregungs- und Abregungsiibergange durch ein quantenme-
chanisches Verbot in den Auswahlregeln [13] sehr
unwahrscheinlich sind und dieser somit sehr lange (mehrere
Minuten bis hin zu Stunden) im angeregten Zustand verweilen
und nicht mehr zum Leuchten angeregt werden kann.

/.2 Ergebnisse Desmin-Mutationen
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Die ndchste Versuchsreihe behandelt die verschiedenen

untersuchten Desmin-Mutationen. Desminproteine kommen
in menschlichen Herzmuskelzellen vor, wo sie zu langen
Filamenten assemblieren und dort stabilisierende Funktionen
ibernehmen. Spezifische Mutationen des Desmin-Gens
werden mit Myopathien in Verbindung gebracht, bei denen es
zu Degenerationen des Herzmuskels kommt. Da das
menschliche Genom diploid ist, also im Falle einer Erkrankung
gesunde und mutierte Versionen des Gens koexistent sind,
stellt sich die Frage der Beteiligung der Mutationen am
Assemblierungsprozess.
Dies soll aufgeklart werden, indem die jeweiligen mutierten
Proteine mit fluoreszenten Markern gelabelt werden, und ihre
Position in der assemblierten Superstruktur mittels optischer
Nahfeldmikroskopie lokalisiert wird.



Um den Grad der Markierung der Proteine zu bestimmen,
wird eine Reihe von Absorptionsspektroskopien durchgefiihrt

um mittels des Lambert-Beerschen Gesetzes

die Konzentration sowohl des Farbstoffes als auch die der
Proteinlosung errechnen zu kénnen. Das Gesetz besagt, dass
Licht der Wellenlange A beim Durchschreiten einer Strecke L
durch eine Substanz der Konzentration c um den Faktor A,
abgeschwdcht wird [13]. &, ist der spezifische Extinktionsko-
effizient der Substanz fiir die Wellenlange A.
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(5) Desmin H326R gegen Urea
(6) Desmin L136P gegen Urea
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Abbildung 7.4: Absorptionsspektroskopische Messungen der Proteinldsungen und Puffer zur Bestimmung des
Markierungsgrades.

Bei der Absorptionsspektroskopie wird die Absorption
eines Stoffes in Vergleich zu einem Kontrollmedium in
Abhangigkeit der Wellenldnge durchgemessen. Der maximale
Extinktionskoeffizient des Farbstoffes Atto740mal in Wasser
(Abbildung 7.4, Kurve 1) fiir eine Wellenldnge von 740 nm
betragt 12:10* (molcm)™? [17]. Durch Formel 7.1 kann damit
die Konzentration bestimmt werden und damit wiederrum der
veranderte Extinktionskoeffizient €, "= 3,43-10% (mol-:cm)™
des Farbstoffes in Urea-haltigem Puffer (2). Hiermit ldsst sich
nundieFarbstoffkonzentrationindergelabelten Proteinlosung

bestimmen.
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Fiir den Extinktionskoeffizienten des Desmins werden die

aromatischen  Aminosduren Tyrosin, Tryptophan und
Phenylalanin in der Sequenz des Proteins aufsummiert, da
diese durch ihre aromatischen Ringstrukturen Strahlung

absorbieren konnen. Fiir Desmin ergibt sich damit ein Extinkti-

onskoeffizient von 2,63-10*“ (mol:cm)™.
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Abbildung 7.5: Die Aminosdiurensequenz des Desmin-Proteins. Hervorgehoben sind die aromatischen
Aminosduren Tyrosin(Y), Tryptophan(W) und Phenylalanin(F), die zur Absorption beitragen.
Herkuft: Human Intermediate Filament Database.
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Die Absorption des Desmins (5 und 6) wird bei 280 nm
gemessen, wovon noch der Absorptionsanteil des Farbstoffes
abgezogen wird. Der endgiiltige Markierungsgrad ergibt sich
aus dem Verhaltnis der beiden Konzentrationen:

c(Farbstoff)

Grad der Markierung =

Flir die beiden untersuchten Proteinarten ergaben sich
Markierungsgrade von 88% fiir L136P sowie Faktoren von 2,26
bis 6,35 fiir H326R bei verschiedenen Messungen. Fiir einen
Grad liber 100% miissten mehr Farbstoffmolekiile als Protein-
molekiile in der Losung vorliegen, was nach der ausgedehnten
Reinigung durch Dialyse unwahrscheinlich erscheint.
Stattdessen liegt es eher nahe, dass viele Einfliisse auf die
Absorptionsmessungen nicht ausreichend beriicksichtigt
werden kénnen. Soweist das Gerdt (UVVIS-Spectrophotometer
UV-2450, Shimadzu, Kyoto, Japan) eine hohe Ungenauigkeit
bei geringen Intensitdten unter 0,1 cps auf.

Zudem hangen die spektralen Eigenschaften des Farbstoffes
stark von den dulReren chemischen Gegebenheiten ab: Der

pH-Wert des Puffers betragt 8,4, der von Wasser hingegen 7.



Bei der Bindung des Farbstoffes an das Protein bricht
auRerdem eine Doppelbindung in der Maleimid-Gruppe auf
(vgl. Abschnitt 6.2). Zum Schluss ist auch eine Verschmutzung
der Messkiivetten nicht auszuschlieRen, da das Spektrum
Urea-Puffer gegen Wasser (4) bereits die charakteristischen
Peaks des Farbstoffes Atto740 bei 740 nm und 680 nm aufweist.

Abbildung 7.6 zeigt zundchst eine reine AFM-Abbildung
einer Desmin-Filamentassemblierung unter Beimischung der
Mutante DES L136Pim Verhaltnis Wildtyp zu Mutante von 10:1.
Diese  Aufnahme  wurde im  Multimode, einem
AFM-Komplettsystem, angefertigt, da die topographische
Auflosungsleistung des SNOM-Aufbaues bedingt durch
storende Einfliisse, wie die Vibration des Deckgldschens durch
Luftschall, nicht optimal ist, und fiir die feinen Filamente ein

hoher Detailgrad hilfreich sein kann.

Abbildung 7.6: AFM-Messung (Multimode) der assemblierten Desmin-Mutante L136P gemischt mit Wildtyp-
Desmin. Erkennbar sind die gebildeten Aggregate.

Zu erkennen ist, dass sich hierbei keine langen Filamente
ausgebildet haben (im Vergleich zu Abbildung 4.3, welche die
assemblierten Filamente bei reinem Wildtyp-Desmin zeigt),
sondern dass die Beimischung lediglich zu Aggregation oder
Verklumpungen gefiihrt hat.
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Im Anschluss daran wurde die Probe im Hinblick auf die

fluoreszenten Marker untersucht. Abbildung 7.7 zeigt einige

der Nahfeldaufnahmen der Assemblierung unter Zumischung
der Mutante DES L136P.

Normalized Intensity

Normalized Intensity

500nm «  lgm

Abbildung 7.7: aSNOM-Messungen der Probe mit der Mutante L136P. Die markierten mutierten Proteine
wurden in die Aggregate eingebaut.



Erneut sind die Aggregationen und fehlgebildeten Filamente

zu erkennen. Zudem sind wieder einzelne Nahfeldausschlage
von Fluorophoren gut sichtbar. Von besonderem Interesse ist
hierbei die Position der Farbstoffmarker. An den hervorge-
hobenen Stellen ist zu sehen, dass die Markierungen in den
Aggregaten auftreten. Da vorher nur die mutierten Proteine
fluoreszenzgelabelt wurden, ldsst sich die Aussage treffen,
dass die Mutationen an der Fehlbildung der Desmin-Filamente
beteiligt sind.
Das Verhaltnis der Mutante zu den unverdanderten Wildtyp-
Proteinen betrdgt 1:10, gemall dem Mischverhaltnis in der
Praparation. Es ist hervorzuheben, dass bereits solch geringe
Beimischungen die Filamentassemblierung stark behindern
konnen, wohingegenim physiologischen Fallbeim betroffenen
Patienten das Verhdltnis 1:1 ausmacht.

Im nachsten Schritt wird die Mutante DES H326R untersucht.
Abbildung 7.8 zeigt wieder eine reine Kraftmikroskopie-
aufnahme hoher rdaumlicher Auflosung, die mit einem
Multimode-AFM erzeugt wurde.

Abbildung 7.8: AFM-Messung (Multimode) der assemblierten Desmin-Mutante H326R gemischt mit Wildtyp-
Desmin. Erkennbar sind die filamentartigen Strukturen.
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Ein Vergleich mit einer Assemblierung aus reinen Wildtyp-
Proteinen zeigt, dass diesmal die Filamentbildung
weitestgehend korrekt verlaufen ist. Es sind eindeutig
filamentartige Strukturen auszumachen, die eine Ldnge von
bis zu einem Mikrometer erreichen konnen.
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Abbildung 7.9: aSNOM-Messung der Probe mit der Mutante H326R.
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Trotz des Mischverhdltnisses 1:10 von Mutante zu Wildtyp,
konnen nicht alle Mutanten in der Fluoreszenzmessung
dadurch als solche erkannt werden: Wie aus bereits dar-
gelegten Griinden kann der ermittelte hohe Markierungsgrad
tatsachlich wesentlich tiefer liegen. Desweiteren kdnnen zum
einen bei der Aufnahme konstante Bleichvorgange auftreten.
Zum anderen ist davon auszugehen, dass nicht alle Farbstoff-
molekiile von der Feldiiberhohung zu erreichen sind. So
konnen auf der der Spitze abgewandten Seite der Filamente
oder Aggregate liegen oder, da jedes Monomer einen Platz fiir
einen Farbstoffmarker bietet, auch in die Filamente eingebaut
werden. Durch den Durchmesser der Filamente, der mit
~10 nm geringer ist als der der TMVs mit ~18 nm, konnen die
von der Spitze weiter entfernteren Farbstoffe zwar von der
Feldiiberhohung erfasst, aber durch die geringe Ausdehnung
des Nahfelds nur schwach angeregt werden.
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Abbildung 7.10: aSNOM-Messung der Probe mit der Mutante H326R.

Die Fluoreszenzmessungen in den Abbildungen 7.9 und 7.10
zeigen, dass die markierten Mutanten in die Filamente
eingebaut werden. Es [dsst sich also davon ausgehen, dass die
Mutation H326R keine sichtbaren Fehlbildungen der Filamente
hervorruft und sich normal assemblieren ladsst.
HierliegteinerderVorteile der Nahfeldmikroskopie begriindet:
Eine Aussage liber die Rolle und die Verteilung der Mutanten
innerhalb der assemblierten Superstrukturen lieRe sich durch
reine Kraftmikroskopie nicht treffen; gleichfalls wiirden bei
reiner Fluoreszenzmikroskopie keine Daten iiber Form bzw.
Struktur von Filamenten und Aggregation vorliegen. Bei der
Nahfeldmikroskopie hingegen liegen sowohl topographische
als auch Fluoreszenzinformationen vor, die durch die
gegenseitige Kongruenz entscheidende Einblicke in den
Assemblierungsprozess liefert.
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Eine mogliche Ursache fiir die Auswirkung der Mutationen
auf den Assemblierungsprozess liegt in der Struktur der
beteiligten Aminosduren begriindet. Die bei der Mutation
L136P beteiligten Aminosduren Leucin und Prolin sind zwar
beide unpolar, dennoch hat Prolin einen starken Einfluss auf
die Konformation von Proteinen. Durch seine zyklische
Struktur und geringe GroRRe wirkt es sich besonders auf die
Faltung a-Helizes aus, so dass es sogar als ,Helixbrecher”
bezeichnet wird. Eine fehlerhaft gebildete helikale Struktur
kann die Anlagerung von Monomeren aneinander erschweren
und somit den Assemblierungsprozess behindern.

] 0 0 JrLH 0
HsC N
3 NLUH CHL OH (/]/\HLUH HN N’\/\.)LUH
CH; NH; NH HN NH, H NH,

Leucin Prolin Histidin Arginin

Abbildung 7.11: Die an den hier untersuchten Mutationen beteiligten Aminosduren.

Die in der Mutation H326R vorkommenden Aminosduren
Histidin und Arginin sind hingegen beide basisch, positiv
geladen und unterscheiden sich nur gering in der Grol3e ihrer
Seitenketten. Dadurch kdnnen sie trotzdem Salzbriicken mit
ihrer Umgebung aufbauen, wodurch die Faltungsstruktur
stabilsiert wird [64].

/.3 Ergebnisse Quantendots

Die letzte Versuchsreihe war auf die Quantendots fokussiert,

Kristalle aus Halbleitermaterialien, die durch ihre optischen
Eigenschaften ideale Marker fiir fluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen darstellen sollten.
Bei der Praparation der Quantendots auf einem gesduberten
Deckgldschen ist festzustellen, dass sich selbige haufig in
Clustern anordnen. Dieses Verhalten wird in der reinen
AFM-Aufnahmen (Multimode) in Abbildung 7.12 sichtbar. Die
GroRe einzelner Quantendots reicht von 2 bis 7 nm.
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Abbildung 7.12: AFM-Messung (Multimode) der Quantendots.

Abbildung 7.13 zeigt zwei Fluoreszenzaufnahmen der
Quantendots. Entgegen der Erwartung, eine sehr hohe
Fluoreszenzintensitdt zu beobachten, da diese eine hohe
optische Stabilitat aufweisen sollten, konnte nur ein dulBerst
schwaches Nahfeldsignal erreicht werden.
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Abbildung 7.13: aSNOM-Messung der Quantendots. Das starke Rauschen ist bedingt durch das verhdlt-
nismdif3ig schwache Fluoreszenzsignal.

In den gefilterten Bildern duRert sich dies durch auffallig
starkes Hintergrundrauschen, da die Messung nur relativ zu
den Hochstwerten eingefdarbt ist. Um dieses Verhdltnis
qualitativ bewerten zu konnen und um die Fluoreszenzpeaks

aus verschiedenen Messungen untereinander vergleichen zu
konnen, wird in Abschnitt 7.5 das Signal-Rausch-Verhaltnis

zur Hilfe heran gezogen.




/.4 Auflasung durch Halbwertsbreite

Nach Auswertung der Ergebnisse gilt es nun die tatsachlich
erreichte optische Auflosung zu bestimmen. Dazu wird
zundchst die in Abschnitt 2.1 behandelte Methode der
Halbwertsbreite angewandt.
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Abbildung 7.14: Ein beispielhaftes Schnittprofil des Nahfeld-Fluoreszenzsignals mit angefitteter Gauf3-Kurve.

Von allen gemessenen Aufnahmen werden die jeweils
deutlichsten Peaks ausgewertet. Es wird jeweils ein
Schnittprofil zentral durch den Peak gelegt. Als nachstes wird
ein Gaussprofil der Funktion

iterativ an den Peak angefittet. Aus den Werten fiir die

numerische Anniherung kann so die Halbwertsbreite v20
abgelesen werden.

Flir die jeweiligen Proben erhdlt man iiber die fiinf starksten
Ausschlage gemittelt folgende Werte:

T™MV DESL136P DESH326R QD770

44.34nm  331nm  53.83nm  59.55nm TS
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Deutlich zu sehen ist hier, dass die erreichte Auflésung fiir

die Filamente der Desmin-Mutation L136P mit 33,1 nm am
hochsten liegt. Auch fiir die Tabak-Mosaik-Viren wurde eine
sehr gute Peak-Breite von 44,34 nm ermittelt. Bei den
schwachen Ausschldgen der Quantendots liegt die Auflosung
mit 59,55 nm am niedrigsten. Im Mittel liber alle Werte liegt
die Breite eines Peaks bei 44,7 nm. Dieser Wert liegt bereits
weit unterhalb der klassischen Auflésungsgrenze, welche bei
der verwendeten Wellenldnge bei ~300 nm liegt.
Wie bereits in Abschnitt 7.3 festgestellt, kann die Amplitude
der Fluoreszenzemission stark schwanken und bei den
unterschiedlichen untersuchten Probenarten verschieden
sein. Auch die experimentellen Bedingungen haben groRRen
Einfluss auf die Hohe der gemessenen Peaks. Ist ein Peak
schwacher, so kann die Bestimmung der Halbwertsbreite eine
groRere Ausdehnung als bei einem intensiveren Peak ergeben.
Um die Einfliisse der Probenart auf die ermittelte Auflosung
bewerten zu konnen, wird eine weitere Auswertungsmethode
zu Rate gezogen.

/.5 Signal-Rausch-Verhdltnis
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Aufgrund der Natur der Fluoreszenzmessung, welche

inhdrent von der Justierung und der Anregungsleistung
abhdngig ist, ldsst sich die Emissionsintensitdt nicht in
absoluten Zahlen quantifizieren. Die Farbskala ist somit nur
auf einen im Bild héchsten Relativwert normiert.
Eine weitere Moglichkeit die Qualitat einer Messung zu
beurteilen ist neben der rdumlichen Auflésung das Signal-
Rausch-Verhdltnis  (signal-to-noise ratio, SNR). Dieses
errechnet sich bei optischen Bilddaten aus dem Verhaltnis der
durchschnittlichen  nutzbaren  Peak-Amplitude  zum
Durchschnittswert des Hintergrundrauschens [65]. Da das
Rauschen durch die erfolgte Subtraktion der beiden Kandle
statistisch um Null schwankt, wird hierfiir anstatt des Rausch-
Durchschnittswertes die quadratische Standardabweichung
verwendet:



Nutzsignalamplitude

SNR=———F——7""—"—"—————
Rausch — Standardabweichung

Die quadratische Standardabweichung (root mean square,
RMS) ermittelt sich aus:

1
— (g + ot x)

Abbildung 7.15 zeigt ein beispielhaftes Schnittprofil und die
markierten Amplituden, die fiir die Berechnung des Faktors
verwendet werden.

Intensitat

Strecke

Abbildung 7.15: Ein beispielhaftes Schnittprofil des Nahfeld-Fluoreszenzsignals mit hervorgehobener Signal-
Amplitude(gelb) und Hintergrundrauschen(grau).

Je hoher das Signal-Rausch-Verhdltnis ist, desto besser
heben sich die Fluoreszenzpeaks vom Hintergrund ab. Zu
beachten ist, dass die Starke des Hintergrundrauschens,
welches durch die Subtraktion um Null fluktuiert, aber selbst
auch von der Fluoreszenzintensitdt abhdngig ist: Die
Fernfeldpeaks sind rauschbehaftet, was auch nach dem Abzug
der eigentlichen Emissionsintensitdt noch persistent bleibt.
An den Stellen starkerer Fernfeldpeaks bleibt somit auch nach
der Subtraktion ein starkeres Rauschen zurtick, was sich auch
in der Berechnung des RMS niederschlagt.

Um das Signal-Rausch-Verhaltnis zu bewerten, ldsst sich auch

das sogenannte Rose-Kriterium heranziehen, dem zufolge eine

Struktur noch vom Hintergrund zu unterscheiden ist, sobald

das SNR héher als 5 liegt [65].

Zur Errechnung werden die gleichen Profile wie in Abschnitt 69



7.4 zur Ermittlung der optischen Auflésung verwendet. Fiir die
verschiedenen Proben wurden folgende Signal-Rausch-
Verhaltnisse ermittelt:

T™MV DES L136P DESH326R QD770

Durchschnitts-

e 9-18 8.69 7.38 6.12

Flir die Messungen mit den Tabakmosaikviren ergibt sich das
hochste durchschnittliche Signal-Rausch-Verhdltnis von 9,18.
Wie bereits in den Beobachtungen angemerkt, zeigen die
Quantendots mit ihren schlechten Fluoreszenzwerten das
schwachste Signal-Rausch-Verhaltnis mit 6,12. Die Desmin-
Filamente liegen mitihren Werten dazwischen.

Dieser Trend stimmt ungefahr mit den ermittelten optischen
Auflosungen (iberein und es ldsst sich beobachten, dass
hohere Signal-Rausch-Verhdltnisse mit kleineren durch-
schnittlicheren Peakbreiten und dementsprechend hoheren
Auflosungen in Zusammenhang stehen.
Desweiteren sind die Fluoreszenzamplituden sehr stark von
den experimentellen Bedingungen abhangig, diverse duRere
Einfliisse auf den Versuchsaufbau sind als Fehlerquelle zu
beriicksichtigen. Hierzu zdhlen hauptsachlich die eingestellte
Intensitat der Anregungslichtquelle und der Einkoppelwinkel
des evaneszenten Feldes, wobei bei Abweichung die Intensitat
exponentiell abfallt. AuRBerdem kann es zwischen den
Bauteilen des Aufbaues zu Drifteffekten kommen, welche mit
der Zeit nachgeregelt werden miissen. Daher sind
Schwankungen in den Ergebnissen jederzeit auf die
experimentellen Bedingungen zuriickfiihrbar.
Einen weiteren Einfluss hierauf kann die Form der zu untersu-
chenden Struktur haben: So sind die Tabakmosaikviren
~18 nm im Durchmesser, der allerdings bei immobilisierten
Viren in der Hohe auf ~15 nm schrumpft und in der Breite auf
~40 nm anwdchst. Ursache fiir dieses Verhalten ist die
Adhasion durch Coulomb-Wechselwirkung, durch welche
versucht wird die Kontaktflache mit der Glasoberflache zu
maximieren und sich das Viruskapsid dementsprechend
verformt. Trotz der verringerten Dicke ist davon auszugehen,
dass die auf der gesamten Oberfliche zufdllig verteilten
Farbstoffmolekiile nicht alle von der Cantileverspitze erreicht
70 werden konnen und nah genug an das stark lokalisierte



Nahfeld heranreichen. Die Marker an der Unterseite tragen
somit zwar zur Hintergrundfluoreszenz bei, liefern allerdings
keine lokalisierten Nahfeld-Peaks. Die Marker direkt an der
Oberflache sind hingegen sehr gut fiir die Cantileverspitze
zuganglich und konnen einfach angeregt werden, was hohe
Fluoreszenzemissionen gegeniiber dem Hintergrund zur Folge
hat. Die Desmin-Filamente sind mit einem Durchmesser von
10nm dinner als die Viren, und Farbstoffe innerhalb des
Filaments und an der Unterseite konnen maglicherweise
trotzdem leicht angeregt werden. Ihre Emissionsamplitude ist
daher geringer, da sie zwar ins Nahfeld, aber nicht in den der
Spitze am dichtesten liegenden Bereich mit der starksten
Feldiiberh6hung vordringen.

Das schlechte Fluoreszenzverhalten und damit das schlechte
durchschnittliche Signal-Rausch-Verhaltnis der Quantendots,
welches nur knapp (iber dem Grenzwert des Rose-Kriteriums
liegt, konnte zuriickgefiihrt werden auf eine sich auflésende
Beschichtung, mit welcher diese versehen sind um
Verklumpungen zu verhindern und ihnen besondere Oberfla-
cheneigenschaften zu geben, beispielsweise bestimmte
Losligkeitsverhalten, wie in diesem Fall Hydrophilie.

/.6 Aufiésung durch Abstdnde

Die Bestimmung der erreichten Auflosung (iber die
Halbwertsbreite ist nur eine grobe MalRnahme, um abschatzen
zu konnen, wann zwei Strukturen noch als getrennt
wahrgenommen werden kdnnten. Diese Methode geht von der
augenscheinlichen Breite eines einzigen Peaks aus, da in der
Fluoreszenzmikroskopie der Abstand zwischen zwei Strukturen
nicht beliebig variiert werden kann, um einen absoluten
Grenzwert zu ermitteln. AuRerdem gibt es variierende
Definitionen, ab welchem Abstand zwei Beugungsmuster als
getrennt betrachtet werden kdnnen, da die Wahrnehmung
hier ein subjektiver Eindruck ist. So reichen die Definitionen
vom Rayleigh-Kriterium mit 26% Helligkeitsunterschied
zwischen dunkelstem und hellstem Punkt bis zum Sparrow-
Kriterium bei dem es gerade keinen Unterschied der Helligkeit
zwischen den beiden Lichtpunkten gibt [5].

Allerdings lassen sich natiirlich die erhaltenen Aufnahmen
nach eng beieinander liegenden Strukturen untersuchen, um
so eine Ahnung von der real erreichten Auflésung zu 71
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bekommen. In der Tat liegen in folgendem Bild eines Tabak-
mosaikvirus gleich vier Farbstoffmolekiile sehr dicht

beieinander:
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Abbildung 7.16: aSNOM-Aufname von Tabakmosaikviren mit vier dicht beieinander lokalisierten Peaks.

/.7 Artefakte

12

Durch das Anfitten von Gausskurven an jeden einzelnen der
vier Peaks werden die genauen Mittelpunkte bestimmt und
daraus ihre Abstdnde zueinander errechnet. Die kiirzeste
Entfernung ist in Abbildung 7.16 hervorgehoben. Die beiden
Marker liegen 47,5 nm voneinander entfernt und lassen sich
klar noch als zwei separate Peaks identifizieren. Damitist zwar
nicht die Obergrenze der mdglichen Auflosung des Mikroskops
gegeben, sehr wohl jedoch ein Mindestwert, der definitiv
erreicht wurde. Dieser korrespondiert auRerdem gut mit dem
im vorigen Abschnitt 7.4 bestimmten Mittelwert der
Halbwertshreite von 44,7 nm.

Analog zur Kraftmikroskopie ist bei der optischen Nahfeld-
mikroskopie die Auflosung abhdngig von der Spitzen-
geometrie. Durch die Abtastung in Rasterbewegung ist der
Bilderzeugungsprozess eine Faltung der Spitzengeometrie
mit der Oberflichenstruktur, oder bei letzterer mit der
Fluorophorverteilung.



Weist die Spitze bestimmte Formationen auf, fiihrt dies
dazu, dass diese im Bild als wiederholte Artefakte sichtbar
werden. Abbildung 7.17 zeigt ein Mehrfachartefakt in der
Fluoreszenz. Es handelt es sich um ein Dreifach-Artefakt,
wobei ebenfalls auftretende Topographie-Artefakte zu

erkennen sind, allerdings in orthogonaler Richtung zu den

Fluoreszenzartefakten.

Normalized Intensi

Normalized Intensit

Abbildung 7.17: aSNOM-Aufnahmen von Tabakmosaikviren, die Fluoreszenzartefakte aufweisen.
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Bruchkanten an der Spitze machen sich bei der Abtastung
der Topographie in der Kraftmikroskopie schnell bemerkbar,
da diese in der GroRenordnung der zu untersuchenden
Strukturen liegen. Die Ausdehnung des Nahfelds ist hingegen
sehr klein, da die Intensitdt exponentiell mit der Entfernung
von der Oberflache abfallt. Weist der Cantilever durch Bruch
Mehrfachspitzen auf, so machen sich diese normalerweise
nicht durch Fluoreszenzartefakte bemerkbar, sobald sie sich
inihrer Hohe schon geringfiigig unterscheiden.

Da Fluoreszenzartefakte daher nur sehr selten auftreten, war
es von Interesse die fehlerhaften Cantilever genauer zu
untersuchen. Dafiir stand ein Helium-Ionen-Mikroskop (HIM)
zur Verfligung, das mittels eines Ionenstrahls Strukturen
abrastern und Bilder mit Auflésungen im Bereich von 0,75 nm
liefern kann [Carl Zeiss SMT GmbH].

Abbildung 7.18 zeigt eine Aufnahme der Spitze zu dem
Dreifachartefakt aus Bild 7.17.

Abbildung 7.18: HIM-Aufnahmen des Cantilevers, der die Dreifachartefakte zeigte.
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Sofort ins Auge fallen die groRRen tropfenférmigen
Ablagerungenan der Spitze, die bei einem normalen Cantilever
aus Silizium nicht vorhanden sind. Untersuchungen weiterer
Cantilever zeigen, dass die Ablagerungen auf allen
verwendeten Cantilevern auftraten, auch auf solchen, die
fehlerfreie Bilder erzeugten.



Abbildung 7.19(A) zeigt die Aufnahme eines fabrikneuen
unbehandelten Cantilevers aus der gleichen Charge wie die
verwendeten, Abbildung (B) einen Cantilever, der mit
Schraubensicherungslack auf dem Keramiktrager befestigt
wurde. Beide weisen keine sichtbaren Ablagerungen oder
Verunreinigungen auf. Hingegen ist auf Abbildung (C) ein
Cantilever zu sehen, der zwar nicht verwendet, aber bereits
auf den Keramiktrdger aufgeklebt wurde. Dieser weist
ebenfalls die tropfenartigen Ablagerungen auf. Dies legt
nahe, dass es sich bei den Ablagerungen, dievonihrer Struktur
her stark an kondensierte Tropfen erinnern, um Niederschlag
einer Ausdiinstung des verwendeten Epoxidharzklebers
handeln kdnnte.

Abbildung 7.19: HIM-Aufnahmen eines neuen Cantilevers(A), eines gebrauchten, mit Schraubensiche-
rungslack aufgeklebten Cantilevers(B) und eines ungebrauchten mit Epoxidklebers
aufgeklebten Cantilevers(C).

Aufgrund dieses Verdachtes wurde eine neue Spitze mit
einem weiteren Epoxidharzkleber (EPO-TEK 377, Epoxy
Technology) prdpariert und ebenfalls im Helium-Ionen-
Mikroskop betrachtet, wie Abbildung 7.20 zeigt.

Wie durch die Markierungen gezeigt, weist auch diese Spitze
tropfenférmige Ablagerungen und Verunreinigungen auf,
obgleich bei weitem nicht so stark wie die restlichen
verwendeten Messspitzen.

Da es sich bei den Artefakten um eine Faltung mit der Spitzen-
geometrie handelt, sollte es moglich sein, die Geometrie der
Artefakte auf die der Spitze zu libertragen. Ebenfalls auffalli
ist auf den Fluoreszenzbildern in Aufnahme 7.17 die
Verbreiterung und Verstarkung der oberen beiden Peaks,
wobei der unterste leicht geringere Intensitat zeigt und relativ
prazise an der AFM-Topographie lokalisiert ist.
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Abbildung 7.20: HIM-Aufnahme eines Cantilevers, der mit EPO-TEK 377 Kleber aufgeklebt wurde. An den
markierten Stellen sind ebenfalls tropfenartige Verunreinigungen zu erkennen.

Ausgemessen betrdgt der Abstand zwischen den beiden
dulReren Punkten ~350 nm. In Abbildung 7.21 wird versucht,
die Geometrie auf die HIM-Aufnahme der fehlerhaften Spitze

anzuwenden.

Normalized Intensi

Abbildung 7.21: Geometrische Abbildung des Fluoreszenzartefakts auf die Spitze, welche dieses erzeugt hat.

76



Die Projektion des Artefakts auf die Spitze ist nur bedingt
moglich, da die Spitze geneigt zur Probe steht und das HIM
auch nur eine begrenzte Auflosung geliefert hat. Gingen diese
multiplen Anregungen auf die beobachteten tropfenférmigen
Niederschldage zuriick, so ware denkbar dass diese ebenfalls
Feldiiberhhungen generieren. Die Arbeiten [28], [29] und
[30] kommen zu dem Ergebnis, dass hohere Offnungswinkel
starkere Feldintensitaten verursachen konnen. Demzufolge
konnte durch die sphdrische Geometrie der Tropfen ein
starkeres, aber weniger lokalisiertes Nahfeld erzeugt werden,
welches fiir die beiden starkeren und breiteren Anregungen
verantwortlich ware.

Jedoch sind die chemische Natur sowie die optischen
Eigenschaftenderabgelagerten Substanzgdnzlichunbekannt,
so dass dies nur Spekulation bleiben kann.
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8 Fazit

8

Von all den verschiedenen Mikroskopiemethoden, die es
ermdglichen tief ins Innere von biologischen Zellen
vorzudringen, hebt sich die aperturlose optische Nahfeldmik-
roskopie hervor, weil sie eine spezielle Kombination aus
unterschiedlichen Informationen liefert: sub-Wellenldngen-
auflosende Fluoreszenzdaten parallel zu topographischen
Kraftmikroskopiedaten. Der groRe Vorteil, der sich aus der
Uberlagerung dieser Daten ergibt, wurde hier an zwei
biologischen Systemen, die Gegenstand aktueller Forschung
sind, demonstriert.

Die individuelle Adressierung der Kapsidproteine des
Tabakmosaikvirus soll der Konstruktion nanoelektrischer
Strukturen dienen. Durch die Farbstoffmarker konnten mittels
optischer Nahfeldmikroskopie die Schnittstellen erfolgreich
identifiziert werden, an welchen die nanoelektrischen
Modifikationen moglich sind.

Das Intermedidrfilament Desmin ist maRgeblich an der
Stabilitdit von menschlichen Herzmuskelzellen beteiligt.
Mutationen des Desmin-Gens werden mit einigen Formen der
Myopathie in Zusammenhang gebracht; der genaue Wirkungs-
mechanismus dieser Mutationen auf die Krankheit ist jedoch
noch nicht bekannt. Die Nahfeldmikroskopie konnte hier
erfolgreich eingesetzt werden, um markierte Desminproteine
innerhalb eines assemblierten Filaments oder - im Falle der
Mutation L136P -innerhalb der Aggregationen zu lokalisieren,
einen Einblick in den Assemblierungsprozess zu geben und
deren Beteiligung an der Fehlbildung nachzuweisen.

Es wurde eine sehr hohe optische Auflosung erzielt, die weit
tiber der Auflosung liegt, welche durch normale Lichtmik-
roskopie erreicht werden kann, da diese durch Beugungs-
effekte begrenztist.

Der hier verwendete Aufbau konnte Strukturen mit einer
GroRe von maximal 33 nm und einem Signal-Rauschverhdltnis
von 9,18 abbilden, was nahe an der Grenze von 24 nm liegt,
die mit selbigem Versuchsaufbau in einer anderen Arbeit
ebenfalls an Tabakmosaikviren und Desmin erzielt
wurden [62].

Mit vergleichbaren Versuchsanordnungen im aperturlosen
Modus wurden Auflosungen von 50 bis 100 nm gezeigt [12],
sogar bis zu 10 nm und einem Signal-Rauschverhaltnis von



25,5 bei fluoreszenten Molekiilen an einem DNA-Strang (unter
Verwendung einer Phasen-Filterungstechnik [11]). Bei
Einzelmolekiilen auf einer Oberflache in wadssriger Umgebung
konnte eine GroRenordnung von 20 nm beobachtet
werden [21].

Es konnten die Vorteile der Kombination von Fluoreszenzmik-
roskopie und Kraftmikroskopie aufgezeigt werden. Die beiden
gleichzeitig vorhandenen Datenkanale liefern einen wichtigen
Beitrag zur Interpretation und ermdglichten hier die
erfolgreiche Lokalisierung von markierten Einzelbausteinen
in grofRen assemblierten Superstrukturen. Somit kann die
aperturlose optische Nahfeldmikroskopie als eine geeignete
Untersuchungsmethode fiir biologische und nanotechno-
logische Anwendungen angesehen werden.
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