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1 Einleitung

Willst du dich am Ganzen erquicken,
So musst du das Ganze im Kleinsten erblicken.

(Johann Wolfgang von Goethe)

Die Mikroskopie hat einen wesentlichen Anteil an der Ererihg unseres Verstandnis-
ses der belebten und unbelebten Natur. Der Aufbruch desdfiensn den Mikrokosmos
ist anfangs eng mit der Entwicklung der Optik verbunden.r@dlegende optische Prinzi-
pien, wie die geradlinige Ausbreitung des Lichtes, wareribein Babylon ca. 5000 v.
Chr. [67] bekannt. Jedoch wurden erst mit dem Beginn der Gissiieing in Agypten
etwa 1500 v. Chr. einfache optische Elemente wie Brennglasautht. Erste Versuche
mit Linsenkombinationen werden von Girolamo Fracastod/8L- 1553) beschrieben.
Die Erfindung des Mikroskops selbst kann jedoch nicht eitigeainer Person zugeord-
net werden. Sicher ist, dass Galileo Galilei (1564 - 1642) Qornelius Drebbel (1572 -
1633) um 1610 die ersten zweilinsigen Mikroskope konstteire[80]. Sie sind die Basis
der modernen optischen Mikroskopie.

Selbst relativ einfache zweilinsige Mikroskope ermdgishbahnbrechende Entdeckun-
gen: So wurde der Begriff der (biologischen) Zelle von Roberbke (1635 - 1703) durch
seine Untersuchungen an Korkrinde gepragt [66]. Robert Brdwii3 - 1858) entdeck-
te den Zellkern[[22] und die spater nach ihm benannte Broven8tblekularbewegung
[21]. Trotz grof3er Fortschritte in Technik und Methodik ifi@rte bis in die juingste Zeit
die Beugung die Auflosung aller optischen Mikroskope [10XktEeit etwa zwanzig
Jahren kann durch verfeinerte Beleuchtungstechniken deyePdie Beugungsbegren-
zung umgangen werden [29,/56, 102]. Fur die Bio- und Nanotdolgre ist die Fluores-
zenzmikroskopie |7, 78, 89] von herausragender Bedeutungrdészente Farbstoffe die-
nen dabei als Positionsmarker oder sie kénnen durch alssthéngige Energietransfer-
Effekte wielFluorescence Resonant Energy Transfer (FRET)Edereszenzquenching
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Informationen Uber ihre direkte Umgebung liefern![46, 96].

Die Entwicklung der Rastersondenmikroskopige - Scannin@p@&Microscope (SPM) -
[12, [14] seit Mitte der Achtziger Jahre haben die Bio- und Nedlnologie revo-
lutioniert: Einerseits war es erstmals maoglich biologisaid biochemisch relevante
Systeme unter physiologischen bzw. Umgebungsbedingumggeainer Auflésung jen-
seits der Beugungsgrenze abzubilden. Andererseits ertheiliRasterkraftmikroskopie
- [Scanning Force Microscopy (SFM) - die Applikation und Deiten von Kraften im
Pikonewton-Bereich, was fur die mechanische Manipulattomolekularen Dimensio-
nen oder zur Durchfiihrung von Bindungsstudien interessafit09, 107].

Konzepte wie optisches [25,158,/181] bzw. optomechanischbal®&n [68, 111] einzelner
Molektke sowid ERET bzw. Fluoreszenzquenching eroffnendférkKombination von
und optischer Mikroskopie in einem Aufbau die Bearbgjtuilllig neuer Frage-
stellungen.

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Entwicklung und dem l#auf eines kombinierten
Setups zur gleichzeitigen Durchfiihrung von rasterkraftl hluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen. Gegenstand der Messungen waren eiadigeieszente Halbleiter-
Nanokristalle, die sogenannten Quantendots, deren Epengemission extern durch
einen Gold modifizierten Sensor beeinflusst wurde. Zur Kigrder beobachteten Pha-
nomene ist das System duifch Multiple Dipol (MDP)-Rechnungjeruliert worden. An-
dererseits wurden kraftspektroskopische Bindungsstuhearptisch affinitatsschaltbaren
Rezeptormolekilen durchgefiihrt. Zumdem konnte die optrshiizierte Konformations-
anderung der Calixarene direkt durch topografische Messumgehgewiesen und quan-
tisiert werden.

Der folgende Abschnitt (Kapitel 2) widmet sich den theaehien Grundlagen der
Rasterkraft- und Fluoreszenzmikroskopie, der Reaktioesikinvon Rezeptor-Ligand-
Komplexen sowie der Methode der Multiplen Dipole (engl. M2Br Berechnung elek-
tromagnetischer Felder. In Kapitel 3 werden die verwerndétgfbauten vorgestellt, so-
wie die Datenerfassung und Auswertung erlautert. Des Vegiteird die Praparation der
Proben und Sensoren beschrieben. Erlauterungen zurlingtgbn Modellen fir die Si-
mulationen und die Durchfiihrung der MDP-Rechnungen scohiiedas Kapitel ab. Die
Resultate in Kapitdll4 zeigen die externe Fluoreszenzkbeto einzelnen Quantendots
sowie die Simulation des Experiments durch[die MDP-Methé@ener werden die Er-
gebnisse der kraftspektroskopischen Bindungsstudien enbpgografischen Messungen
an beiden Isoformen der photoschaltbaren Calixarene grégedum Abschluss (Kapi-
tel[T) folgt auf Basis der Ergebnisse ein Ausblick.




2 Grundlagen

Se non € vero,
e ben trovato.

(Giordano Bruno)

2.1 Rasterkraftmikroskopie

Hochauflosende Mikroskopie jenseits der Beugungsbegrgndas sichtbaren Lichtes
war bis in die achtziger Jahre des zwanzigsten Jahrhunaardurch Elektronenmikro-
skope [73] mdglich. Obwohl es bereits Arbeiten Uber die ,\@mgng“ der Beugungsbe-
grenzung([116] gab, konnten diese mangels technischeridhigiten nicht umgesetzt
werden. Mit seinen wegweisenden Arbeiten tber die Messines @bstandsabhangigen
Tunnelstroms durch ein Vakuumgép [13] und der Entwicklueg Rastertunnelmikro-
skops 1982([14] sowie des Rasterkraftmikroskops 1986 [1BghaGerd Binnig et al.
eine vollig neue Mikroskopietechnik aus der Traufe geholigirse ersten Rasterson-
denmikroskope ermdglichten es, Oberflachen unter Umgedna@aingungen bis zur ato-
maren Auflésung abzubilden. Grundlegende Idee der Rasti¥somkroskopie ist das
punktweise Messen einer Wechselwirkung zwischen einerasikiopisch kleinen Sonde
und einer Oberflache. Dieses Prinzip wurde je nach Art dethd@wirkung und Ober-
flache mannigfaltig variiert. Daraus entstanden neben famauch das optische Ras-
ternahfeldmikroskop [- Scanning Nearfield Optical Micrgge@SNOM) - [102] und das
lonenleitfahigkeits-Rastermikroskoy - Scanning Ton Conalnce Microscope (SICW) -
[62].

Die Sonde des Rasterkraftmikroskogs - Atomic Force Micrpsd@FM] - ist eine mi-
kroskopisch kleine Spitze (engl. Tip) mit einem Spitzefwadvon ca. 10nm. Der
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Tip befindet sich am frei schwingenden Ende eines Fedenmslkengl. Cantilever).
Die Auslenkung des Cantilevers ist ein Mal3 fur die Wechsé&lwig zwischen Tip
und Oberflache. Diese wurde von Binnig et al. noch durch eindrasinelmikroskop
- [Scanning Tunneling Microscope (STM) - bestimmt![12]. Irr deeiten Anwendung
haben sich heute kapazitive [27], piezoresistive [54, 18] auch verschiedene optische
Methoden etabliert. Bei vielen kommerziellen_ AFM hat sick Hichtzeigermethode -
[Optical Beam Deflection (OBD) - durchgeseizt/[87]. Dabei wirdleaserstrahl auf einen
Cantilever fokussiert, sodass der Reflex des Lasers auf eiadr@uenphotodiode trifft.
In jedem Feld des Detektors flie3t ein zur Beleuchtung prapmater Strom. Mit den
Bezeichnungen aus Abbildung P.1 bestimmt man die AuslenkiamgCantilevers wie
folgt:

Deflection = A+ B —-C—D (2.1)
Lateral = B+C—-A—-D (2.2)
Sum=A+B+C+D (2.3)

Deflection ist eine Auslenkung entlang der Normaldmteral entspricht einer Torsi-
on entlang der Langsachse des Cantilevers&ima der Summe tber alle Elemente des
Sensors.

Neben der urspriinglichen Verwendung des AFM, Oberflachehawdlésend abzubilden
(Kapitel2.1.1) wurden eine Reihe weiterer Anwendungen ehiit. Neben der Nanoli-
thografie [84] und Nanomanipulation [109] wird in KapitelZ die Einzelmolekulkraft-
spektroskopie[- Single Molecule Force Spectroscopy (SMFEB)E] erlautert.

2.1.1 Topografie

Bei topografischen Messungen wird die Probe punktweise ieneideilenmuster abge-
tastet. Die Wechselwirkung zwischen Tip und Probenobdré&gbt dabei Aufschluss
Uber die Topografie der Oberflache. Fur unterschiedlichtg@aProben wurden jeweils
optimierte Messmodi entwickelt. Diese kann man grob in k&t Nichtkontakt- und
intermittierende Kontaktmodi unterteilen. Da samtli€hEM\ Scans in dieser Arbeit im
sogenannten dynamischen odapping Moddg61,126] durchgefiihrt wurden, soll auch
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nur dieser im Folgenden erlautert werden: Bdiapping Modewird der Cantilver nahe
seiner Resonanzfrequenz zur Oszillation angeregt und drdinoberflache gebracht.
Die Spitze des Cantilevers ,tippt” bei jeder Oszillatiorclei auf die Oberflache, was eine
Verringerung der Amplitude des Cantilevers zur Folge hat. M#&th des Scans wird nun
durch einen Regelkreis die (leicht verringerte) Amplitudestant gehalten. Der aus der
Regeldifferenz bestimmte Stellwert des Reglers enthaltuiattativen Topografieinfor-
mationen. Piezoscanner mit Positionssensoren erlauloksmedas direkte Abgreifen des
Positionssignals.

2.1.2 Einzelmolekilkraftspektroskopie

Einzelmolekilkraftspektroskopie (engl:_SMFS) ist einecth sensitive Methode, die
durch kraftinduzierte Dissoziation inter- oder intrantalrer Bindungen Ruckschlis-
se auf deren Bindungspotential, Lebensdauer und Elastezitubt. Die Ursachen die-
ser Wechselwirkungen sind vielféaltig. Einerseits gibt eéfte, die durch die Coulomb
Wechselwirkung hervorgerufen werden. Dazu gehéren ibei&ndungen, Wasserstoff-
briickenbindungen und permanente Di- bzw. Multipole. Ddt&pektroskopische Mes-
sungen in der Regel in wassriger Losung durchgefihrt wetdeten auch Hydratations-
krafte und Polarisationskrafte auf. AuRerdem tragen Waahikungen quantenmecha-
nischen Ursprungs wie chemische Bindungen (kovalent undabpsowie kurzreichwei-

tige, repulsive sterische und AustauschwechselwirkuiiBanli-Prinzip) beil[70]. Unab-

hangig von den im jeweiligen System dominierenden Wechigalwgen sind die inter-

oder intramolekularen Krafte sehr klein (maximal einiged JIN). Im Laufe der Zeit

haben sich einige Methoden herauskristallisiert, die #@ee entsprechende Empfind-
lichkeit und Auflésung verfiigen. Neben dem im Rahmen dieseeidbenutzen AFM

haben sich optische Pinzettén [5], Mikropipetten [38], metgsche Beads [114] und der
[Surface Force Apparatus (SFA) [70] als geeignete Krafterestabliert. FUr ein typisches
[AEM] Kraftspektroskopie Experiment werden die Bindungspartauf der Oberflache
bzw. am Cantilever immobilisiert. Der Cantilever wird an dibedflache angenéhert und
bis zu einem voreingestellten Schwellwert auf die Oberg&mlfgedrickt. Nach einer ge-
wissen Haltezeit wird der Cantilever zurtickgezogen. Wetimain molekularer Komplex

ausbilden konnte, erhalt man durch das Zurtickziehen desl&ans einen charakteris-
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Abbildung 2.1: a) Prinzipieller Aufbau eines AFM-Kraftdqieoskopie-Experiments.
b) Die Kraft-Distanz-Kurve zeigt ein Dissoziationseragyaines
Rezeptor-Ligand Komplexes.

tischen Kraft-Distanz Plot, wie er in Abbildufig 2.1b darngdisist. Aus diesem Graphen
erhalt man zwei Grofl3en: die Dissoziationskift,; und die Elastizitak,; des SystenE]s
Da Dissoziationsereignisse stochastischer Natur sindseriidie Einzelmessungen viel-
fach wiederholt werden, um die wahrscheinlichste Dissmmakraft zu ermitteln.

2.2 Thermodynamik und Kinetik von
Wirt-Gast-Komplexen

Die Ableitung thermodynamischer (Ensemble-) GroRen awsdtdpektroskopischen
Daten wird nach wie vor lebhaft diskutiert [86]. Das 1995 vBrans und Rit-

chie vorgeschlagene sogenannte Standard-Modell [40ktasuf Arbeiten von Bell

[10]. Nach diesem Modell ermittelte thermodynamische Ousstionsraten werden
zwar prinzipiell von von anderen Methoden wie der Oberflapheesmonenresonanz
-[Surface Plasmon Resonance (§PR) - bestatigt [90], denna@dnzgch im Experiment
Phanomene, die nicht durch das Standard-Modell erkladevekdnnen.

Im folgenden Kapitel wird zunachst das Standard-Modelgestellt. Es wird bei der

!Das System sind der Cantilever, eventuelle Crosslinkerdamckigentlich interessante Wirt-Gast Kom-
plex.
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Auswertung der Kraftspektroskopiedaten benutzt, um degl®eh mit alteren Daten zu
vereinfachen[[32]. In Kapitd[ 2.2.2 werden die Grenzen den@ard-Theorie erlautert
und darauf aufbauend eine erweiterte Theorie vorgesi€lg]

2.2.1 Die Standard-Theorie

Betrachtet man ein System mit Liganddr) ind Rezeptorenk) im thermodynamischen
Gleichgewicht, so kann die Assoziations- und Dissoziatieaktion folgendermal3en dar-
gestellt werden:

kgn
L+R==1LR (2.4)

0
kOff

Dabei bezeichneh, R und L - R jeweils die Konzentration von Rezeptoren, Liganden
und deren Komplexen i#t? = ). Die Assoziationsratg, [M/~'s~'] und die Dissozia-
tionsratek [s~'] beschreiben die Reaktionsraten in der entsprechenden Rictie
inverse Dissoziationsrate ist zugleich die Lebensdausrkaenplexes £ = (kgff)‘l).
Abbildung[2.2a illustriert die Kinetik zwischen zwei meti@isilen Zustanden.

a) b),
A

T ®©

8 /m =

g g

o] @]

o . o |

AG
0
AG X —ungestortes Potential
— Potential mit externer Kraft
..... Beitrag der externen Kraft -fxB
Reaktionskoordinate

Reaktionskoordinate

Abbildung 2.2: a) Ein System mit zwei metastabilen Zusténdee Komplexbildung
und Dissoziation geschieht durch thermisch induziertesriimden der
Potentialbarriere\G7. b) Der Einfluss einer externen Kraft auf den
Potentialverlauf. Die Barriere wird um den Betrfigs reduziert.

Im thermodynamischen Gleichgewichit-G oo) verlaufen Assoziation und Dissoziation
mit gleicher Geschwindigkeit, sodass sich konstante Géggwichts-Konzentrationen auf
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beiden Seiten der Reaktionsgleichung einstellen. Die G¢giwichtskonstante der Disso-

ziationKp = Z%ff ist dabei ein Malf3 fiir die Affinitat der Bindung.

Der Zusammenlhang von statistischen Grél3en und thermodseizen Potentialen stellt
sich wie folgt dar: Zun&chst ist die Freie Reaktionsentlealpi- bei konstantem Druck

und Temperatuf’ definiert als

AG =AH —~TAS =Gy — G (2.5)

Die Freie Standardreaktionsenthalpié€;° ist mit der Freien Reaktionsenthalpie tber die
Dissoziationsgleichgewichts-Konstaritg, wie folgt verknupft:

AG =AG’ — RTIh Kp (2.6)

Dabei ist?R=8.314J K 'mol~! die Ideale Gaskonstante. Da sich das System im thermo-
dynamischen Gleichgewicht befinden soll, dilf; = 0 und es ergibt sich:

AG® = RTIn Kp 2.7)

Die Dissoziation eines Komplexes wie in Abbildung]2.2asthiert, erfolgt spontan (da
AG® < 0). Die Dissoziationsgeschwindigkeit bzw. die Off-Rafg, im thermodynami-
schen Gleichgewicht ist eine Funktion der PotentialbegreG7:

kS oc e PAGT (2.8)

mit 5 = 1/kgT (kp: Boltzmannkonstante und@: Temperatur). Svante Arrhenius hat
1899 erkannt, dass die Dissoziation eines Komplexes alsitseh induziertes Uberwin-
den der Potentialbarriel®G7 interpretiert werden kanm[4]. Zur Bestimmung des Pro-
portionalitatsfaktors ist es daher unumganglich ein gtetives Verstandnis der Brown-
schen Molekularbewegung zu haben [34]. Eyring [42] und Kaeesi75] konnten erstmals
Ratenkonstanten mit Hilfe der statistischen Mechanik dtei

In SMES-Experimenten wird die Potentialbarrieh&’” wie in Abbildung[2.2b durch
eine extern angreifende Kraft abgesenkt [39, 75]:

AG*(f) = G* — fay (2.9)

Wobeizs = zp — x4 gerade der Abstand vom Maximum der Potentialbarriere zum
Potentialminium im gebundenen Zustand entlang der Reaiamrdinate ist. Setzt man
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Gleichung Z.D in 218 ein, folgt daraus die sogenannte BeléRidie Off-Rate in Abhan-
gigkeit einer externen Kraft:
Kor (f) = kg €777 (2.10)

Fur konstante Ziehgeschwindigkeitberechnet sich die zeitliche Entwicklung der auf
einen molekularen Komplex wirkenden Kraft gemaf3:

f=Fegr-v=r. (2.11)

ks ist dabei die effektive Federkonstante des Systems, welsioh aus den Federkon-
stanten des Cantilevers und eventueller Crosslinker zusaset®t und- bezeichnet die
Belastungsrate (engl.: loading-rate). Bei konstanter &Asblgwindigkeit andert sich die
externe Kraft (im Idealfall) linear in der Zeit und die Off-RaGleichung 2.10) ist somit
implizit zeitabh&ngig.
Da die Dissoziation eines molekularen Komplexes nach EuadsRitchie [40] als ther-
misch induzierter Zerfall eines metastabilen Zustande=prnetiert werden kann, lasst
sich dessen Kinetik wie folgt approximieren:

dp(t)

“dr = —koff(f(t))p(t) (2.12)

Dabeiistp(t) die Wahrscheinlichkeit, dass ein metastabiler KomplexZaitrt noch intakt
ist. Eine Wiederassoziierung einer einmal aufgebroch&iedung ist dabei im Prinzip
nicht moglich [37]. Es wird ferner angenommen, dass die &sgionswahrscheinlich-
keit nur von der momentan auf den Komplex wirkenden Kraftégt und nicht von
seiner zeitlichen Entwicklung. Rechtfertigen kann manel®snahme dadurch, dass die
molekulare Relaxation in einem Zeitraum von~ 10~'%s stattfindet. Die externe Kraft
f(t) @ndert sich in diesem Zeitintervall nicht und kann jewelks konstant angenom-
men werd% Eine weitere Annahme der Standard-Theorie ist, dass diiAdigkeit der
externen Kraftf(¢) nur von der Auslenkung des Sensors abhangt:

F(t) = F(ut) = F(s) (2.13)

Diese Annahmen kdénnen unter der Voraussetzung getroffetienedass sich alle Kom-
ponenten im oder nahe des thermodynamischen Gleichgaaiefinden.
Die Wahrscheinlichkeit, dass ein molekularer Komplex leeextern anliegenden Kraft

2Einzelne Kraftspektroskopie-Experimente finden in Zeitnén von 1¢ s - min statt.
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f noch intakt ist, lasst aus Gleichung 2.12 bestimmen. Loserteichung durch Sepa-
ration der Variablen und Substitutiodt(— df) ergibt:

f
1 kogr (f')
= e ..l A 2.14
plh) =eso | = [ i (2.14)
fmin
Wobei f,.;, der Kraftschwellwert ist, unterhalb dem Dissoziationggrsse nicht vom
thermischen Rauschen unterschieden werden kdnnen. Auardes angenommen wer-
den, dasg(s) streng monoton ansteigt, dandit! definiert ist. Setzt man die Gleichun-

genZ.10 un@2.13 in 2,14 ein und fuhrt die Integration augbesich:

kg 0 () e ()

/r‘ —_

(2.15)

pu(f) = exp

Die wahrscheinlichste Dissoziationskraftf(ir eine vorgegebene Belastungsratst das
Maximum der Verteilungsfunktior-dp,(f)/df:

. kT xar
F= 1 2.16

Diese Relation ist die Grundlage der dynamischen Kraftspskopie: Fur tber mehre-
re GréRenordnungen variierende Belastungsraten (d. hg&sehwindigkeiten) werden
die wahrscheinlichsten Dissoziationskrafte bestimmeiter semilogarithmischen Dar-
stellung zeigen die Kréfte eine lineare Abhangigkeit von 8elastungsraten. Aus der
Steigung der Regressionsgraden ergibt sich die Reaktigrestdrund die Extrapolation
von F fiir r — 0 ermdglicht die Bestimmung der thermodynamischen Off-l%ggye
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2.2.2 Heterogenitat der chemischen Bindung

Trotz bemerkenswert guter Ergebnisse zeigen sich bei dad&td-Theorie nicht auflos-
bare Widerspriich&[41]: Ausgehend von der Uberlebenswhéirdichkeit einer Bindung
(Gleichund Z.1#) kann eine Funktigiif) wie folgt definiert werden:

9(f) = —vInp,(f) (2.17)

Nach den im vorherigen Kapitel getroffenen Annahmendg#y die folgende Form

!
o) = [ ar s (218)

min

und ist insbesondere unabhangig von der ZiehgeschwinitligkBieser Ausdruck kann
berechnet, aber ebenso aus experimentell bestimmtendadéten approximiert werden.
Betrachtet wird ein Datensatz al§, experimentell bestimmten Abrisskrafteiy mit

n =1,...,N,und f, > f. fur eine beliebige, aber feste Ziehgeschwindigkeit. Die
Uberlebenswahrscheinlichkeit (f) einer Bindung kann durch einen Schatzwgitf)

approximiert werden:
1

Bu(f) =5 DO — ) (2.19)

mit der Heaviside-Funktiof®(z < 0) = 0; ©(x > 0) = 1]. Die Approximation vo 2.17
hat dann die Form

9(f) = —vInp,(f). (2.20)

Die Unabhangigkeit von der Ziehgeschwindigkeit sollténsieigen, wenn diese Appro-
ximation fur mehrere Datensatze mit unterschiedlichem@eschwindigkeiten durchge-
fuhrt undg(f) gegenf aufgetragen wird. Die Graphen sollten dabei fur jede Gesehw
digkeit auf einer einzigen Kurve zusammenfallen. Dieswsg auch in Abbildung 23

dargestellt, nicht der Fall. Diese Abweichung von der Séad€lheorie konnte sowohl
fur[AEMlkraftspektroskopische Messungen an verschied®szeptor-Ligand-Systemen
[104] als auch fur Experimente mit einem Mikropipettenpegezeigt werden [94]. Des
Weiteren sind die im Experiment ermittelten Verteilungesr Abrisskréfte wesentlich

breiter, als durch die Standard-Theorie vorhergesagné&iiler Ansatz ist die Postulierung
der Heterogenitat der chemischen Bindu(engl.[Heterogeneous Bond Model (HBM))
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Abbildung 2.3:9(f) = —vInp,(f) fur unterschiedliche Ziehgeschwindigkeiten. Die
Daten stammen von photoschaltbaren Calixaren-Rezeptoten un
Trimethylammonium Gastmolekilen. Nach der Standard-fieeollten
die Datenpunkte fur alle Geschwindigkeiten auf einem Geagdlegen

[103]. Die Annahmen der Standard-Theorie bleiben dabeigy(Gleichungen 2.12 und
[2.13). Zusatzlich wird angenommen, dass jede Wiederhotl@sgExperiments statisti-
schen Fluktuationen unterliegt.

Diese Schwankungen kénnen folgende Ursachen haben:

» geometrische Variationen, wie die Orientierung von Rezeypnd Ligand zueinan-
der und die daraus resultierende Variation der angelegtaft.iOie externe Kraft
undzz mussen nicht notwendigerweise parallel zueinander sein.

* Variationen der unmittelbaren Umgebung eines Komplexzargacht durch Was-
ser bzw. lonen. Dazu gehéren lokale Schwankungen des pHiomienstarke oder
lokale Fluktuationen elektrischer Felder.

* thermisch induzierte strukturelle Fluktuationen konzernverschiedenen Konfor-
mationen eines Molekdls fihren und somit die Bindungseigjeaiten verandern.

» komplexe (Bio-) Molekile kénnen mehrere verschiedene Bigddomanen auf-
weisen.
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* multiple Dissoziationsereignisse kbnnen im Experimésatznzelereignisse fehl-
interpretiert werden.

» unspezifische Ereignisse kénnen die gleiche Kraft-Dist@harakteristik aufwei-
sen wie Spezifische und in die Auswertung einflie3en.

Ausgedrickt werden kann dies durch das Einfuhren statisflsktuierender Parameter
a = x/kpT und kY, die in einem Parametersatz= (koy» @) Zusammengefasst wer-
den. Die Schwankung der Parameter wird durch die Wahrslttgieitsdichtep(, i)
mit den Fit-Parameterfi wiedergegeben. Die mittlere Uberlebenswahrscheinli¢lake
ner Bindungp, (f, ) ergibt sich dann als:

[ X p(X, i) po(f, i0)
)

7’0 f) — — - - b)
P = 0 o3 ) pols )

(2.21)

mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit aus Gleichun@ 2.15. Es hat sich allerdings ge-
zeigt, dass eine Randomisierung der thermischen Dismlﬂatekgff keine bessere
Ubereinstimmung zwischen Theorie und den experiment&kgen zur Folge hat [103].
Da die Bell-Rate (Gleichung_2.1L0) ohnehin eine Exponentidfion von « ist, sollte
eine Variation vonk:gff vergleichsweise geringe Auswirkungen haben. Die Flukinat
der Dissoziationslange; kann durch eine abgeschnittene Normalverteilung appriexim
werden:

(o — a)?

plasa,0) = exp [— — ] O(a) (2.22)

Dabei gebe undo das Mittel und die Standardabweichung vowieder. Dieser Ansatz
zeigt eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen Theorie yperanentellen Daten [48].
Der neue Parameter ist demzufolge die Dispersion der efégkDissoziationslanges.
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2.3 Photoschaltbare Calix[ n]arene

Calix[n]arene sind eine Klasse zyklischer Oligomere auBhenolen oder Phenolde-
rivaten, die durch Methylengruppen miteinander verbunsied. Phenolcalixjjarene
werden durch die Kondensationsreaktion pama-Alkylphenolen und Formaldehyd [57]
synthetisiert. Die kelchformige Gestalt dieser Makroeycin derKrone-Konformation

hat zur Bezeichnung Calirlaren (lat. Calix=Kelch) gefiihrt. Diese Systeme bilden
durch die vielfaltigen Mdglichkeiten der Modifikation emeadealen Ausgangspunkt
fur mafl3geschneiderte Rezeptorsysteme [11]. In dieser tAvbeiden ausschliel3lich
Resorc[4]arene verwendet, die durch Kondensation des Risgivats Resorcin mit
Aldehyden erhalten Werdela. Abbildung [2.4 zeigt neben der planar gezeichneten
Struktur auch eine dreidimensionale Darstellung der Rezkgtitat.

Abbildung 2.4: Planare und dreidimensionale Strukturfelreines Resorcarens

Resorcarene kdnnen mit geeigneten Gastmolekilen suprentarie Komplexe bilden.
Dabei gibt es im Wesentlichen drei verschiedene Wechdealwgen, die eine Komplex-
bildung ermdglichen: Die Sauerstoffatome des oberen Rikgasen Metallionen ko-
ordinieren und Wasserstoffbriickenbindungen mit Ammomnimen ausbilden. Zudem
kann die sogenannte KatioriWechselwirkung einen supramolekularen Komplex sta-
bilisieren. Dabei handelt es sich um eine elektrostatid#behselwirkung zwischen den
elektronenreichen aromatischen Ringen der Kavitat undeielektronenarmen Ligan-
den [82].

3Aus Griinden der besseren Lesbarkeit werden diese im Fagand noch Calixarene bzw. Resorcarene
genannt.
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Die in dieser Arbeit verwendeten photoschaltbaren Caln@send wie folgt modifiziert:
Zur Immobilisierung auf Goldsubstraten ist der untere Raesl iKelches (R mit Di-n-
decylsulfid Gruppen modifiziert. Diese ermdglichen die Aldklng selbstassemblierter

0,54
0,44
0,3

hv| |hv', A
0,2

Absorption -log(l/1))

0,14
T T T T 7 T i
300 320 340 360 380 400 420
Wellenléange [nm]

0,0

Abbildung 2.5: Absorptionsspektren von Anthracen. Ein#imaolare Anthracenlésung
in Chloroform vor der UV-Bestrahlung (rot) und wahrend einer
anhaltenden UV-Expositiork{). Der wachsende Anteil der
Anthracendimere zeigt sich durch das Verschwinden der
Absorptionsbanden im Bereich von 300-38@ und durch die
Ausbildung neuer Absorptionsbanden unterhalb von/:3@0 Erwéarmen
oder Bestrahlung mit einer Wellenlange unter 300 (hv') kehrt den
Prozess um.

Monolagen [[118]. Die Photoschaltbarkeit wird durch zweitacengruppen (2 am
oberen Rand des Kelches erreicht. Anthracen ist ein bekampfetochromes System,
d.h. durch Einstrahlen von Licht einer bestimmten Welleg&andern sich seine Absorp-
tionseigenschaften. Beim Anthracen wird dieser Effekt dueme Photodimerisierung
([4+4]-Cycloaddition) hervorgerufen [45, 33]. Am Absomgisspektrum von Anthracen
in Abbildung[2.5 erkennt man das Verschwinden der Absongtianden im Bereich von
300-380nm, verursacht durch das Einstrahlen von nahem UV-Licht365+5 nm).
Gleichzeitig bilden sich neue Absorptionsbanden untérikah 300nm aus. Erwérmen
Uber 60T oder Einstrahlen von Licht mit einer Wellenléange untert28bnm fihrt zu ei-
ner Umkehrung der Reaktion. Allerdings wird das Ausgangsauwnicht wieder erreicht,
da neben den Dimeren weitere Nebenprodukte entstehenictitenmeder zurtickreagie-

Q0.

Abbildung 2.6: Bildung eines Endoperoxids duch die Anwesénlon Sauerstoff.
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ren. Aul3erdem sind nicht alle Anthracendimere reversitigkbar[19]. Eine haufige mit
der Dimerisierung konkurrierende Nebenreaktion ist digl@ilg eines Anthracenendo-
peroxids (siehe Abbildurig 2.6). Diese kann allerdings unteckt werden, indem die UV-

Abbildung 2.7: Photoschaltbares Calixaren in ,offener” ygeschlossener” Form.

Bestrahlung in einem entgasten Losungsmittel unter Schstdgrchgefuhrt wird. Wie in
Abbildung[2.7 illustriert, Iasst sich die reversible Ardbhendimerisierung fur Anthracen-
modifizierte Calixarene ausnutzen, um das Molekil durchtEhgn von Licht bzw.
Erwarmung zwischen einer offenen und einer geschlossasoéorin wechseln zu lassen.
Die Bestrahlung der photoschaltbaren Calixarene mit Welleggn unterhalb von 3@@»
hat sich jedoch als problematisch herausgestellt, da nedsen, Offnen* des Rezeptors
auch Bindungen innerhalb des Resorcarens aufgebrochenmigideen([110].

2.4 Fluoreszenzmikroskopie

Das Fluoreszenzmikroskop wurde bereits 1913 von H. Lehnra@dnsammenarbeit mit
der Firma Zeiss entwickelt [78]. Kern der Technik ist die Baciitung der Fluoreszenz
(siehe Kapite[2.4]1) oder Phosporeszenz eines optisceregign Praparates. Anfangs
war die hohe Hintergundfluoreszenz ein gravierender Nddahieser Methode. Die Ur-
sache daflr ist, dass entlang des gesamten Lichtwegs dascRrdparat Lumineszenz
angeregt wird, wobei aber nur Licht aus dem Fokus scharf en¢ine Detektor abge-
bildet wird. Fluoreszierende Objekte auf3erhalb des Fokmsugen einen unscharfen
Hintergrund. Zur Losung dieses Problems haben sich im Weden zwei Techniken
etabliert. Zum einen gibt es die Mdglichkeit, das Deteldimiumen einzuschranken.
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Prominentester Vertreter dieser Technik ist das Fluoresm&roskop mit konfokaler
Detektion [89]. Andererseits kann man das Anregungsvoiubegrenzen. Hier gibt es
neben der der Zweiphotonenmikroskopie![28] die Internealfeflektions-Fluoreszenz-
Mikroskopie [7] (engl.:[ Total Internal Reflection Fluoreace Microscopy (TIRFM)),
die in Kapitel[2.4.8B detaillierter betrachtet wird. Die Bleszenzmikroskopie ist heute
eine etablierte und breit angewandte Methode in biotedymthen bzw. biomedizini-
schen Untersuchungen. Fluorophore dienen dabei als &tasitarker. DurchParticle
Tracking Techniken kdnnen die zeitliche Entwicklung der Farbgtogition aufgenom-
men und dreidimensionale Bewegungsprofile erstellt werdadurch sind Einsichten in
verschiedene aktive und passive TransportphanomenechdaR4].

2.4.1 Fluoreszenz

Fluoreszierende Stoffe haben die Eigenschatt Licht eiastimmten Wellenlange zu ab-
sorbieren und nach einer charakteristischen Zeit 10~%s, der Fluoreszenzlebensdau-
er, Licht einer langeren Wellenlange zu emittieren [65, ¥&ranschaulicht wird dieser
Prozess durch ein so genanntes Jablonski-Diagramm (Alig(@.8). Im Fall der Ab-
sorption eines einzelnen Photons wird das Fluorophor voun@austands, durch Ab-
sorption eines Photons mit der Enerdie = hv. = ¢/, in einen angeregten Zustand
S angeregt (Abbildung218,a. Das Fluorophor relaxiert ina#ly kurzer Zeit & 107115)

in den niedrigsten Vibrationszustand (Abbildiung] 2.8b)tddAbgabe eines Photons der
Energie € = hvy = ¢/\s; Ef < E.) geht das System in den Grundzustand uber (Abbil-
dung[2.8,c). Neben diesem ,erwiinschten” Prozess gibt dssttoende Effekte wie die
Interkombination f Tntersystem Crossing (IC) -, bei der das®Fdphor in einen metasta-
bilen Triplettzustand” ibergeht und schlieRlich durch Phosphoreszenz10—3s in den
Grundzustand relaxiert (Abbilduhg 2.8;e). Zudem kann das Fluorophor strahlungslos
relaxieren. Neben der Abregung durch StoR3e spielt das Qeander Fluoreszenz eine
wichtige Rolle. Dabei gibt das System seine Energie an eirlaeptor in seiner unmit-
telbaren Umgebung ab (Abbilduhg P.8,f). Dieser Effekt vaubéreits 1948 von Theodor
Forster[46] postuliert. Zuletzt kann das Fluorophor dyhbtochemische Prozesse blei-
chen (Abbildund 2.8,g). Eine erneute Anregung ist danntmizehr méglich.




18 Kapitel 2. Grundlagen

Abbildung 2.8: Beschreibung der Fluoreszenz durch ein daskleDiagramm. Neben
der eigentlichen Fluoreszenz (Prozessla-c) treten auch
unerwinschte Effekte wie Intersystem Crossing (d), Phagszenz (e)
oder strahlungslose Relaxation durch Sté3e oder Quenchem(ie das
Bleichen des Fluorophors durch photochemische Effekteufy) a

2.4.2 Quantendots

Der Einsatz von Quantendots oder Quantenpunkten als Blzemefarbstoff hat in den
letzten Jahren an Bedeutung gewonnen. Die optischen Eiggltesic von Halbleiternano-
partikeln sind jedoch schon lange bekannt. Bereits 1932ewwd H.P. Roocksby die rot-
lich gelbe T6nung verschiedener Silikatglaser mit dem éhihsss mikroskopischer Ver-
unreinigungen durch Cadmiumselenid (CdSe) und Cadmiumsa@ti&) in Verbindung
gebracht[[105]. Der Nachweis der Korrelation zwischen Back# und Abmessungen
der Halbleiterkristalle gelang A.I. Ekimov 1985 |35]. DieMleinerung der Abmessun-
gen eines Halbleiterkristalls vom makroskopischen, dmetisionalen Bulk zum quasi
nulldimensionalen quantenmechanischen Potentialtopfl (guantum well) verursacht
eine Einschrdnkung der mdoglichen Elektronenwellenfumdn¥, und somit der mog-
lichen Wellenvektorerk (Abbildung[2.9). Betrachtet man als vereinfachtes Modell ei
Elektron in einem beliebig tiefen dreidimensionalen Kaptaential mit der Ausdehnung
L so sind nur Elektronenwellenfunktionen mit der Randbednggis. (0) = ¥.(L) = 0
erlaubt.
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Abbildung 2.9: Oben: Die erlaubten Wellenvektorerines Elektrons im drei-, zwei-,
ein- bzw. nulldimensionalen Potentialtopf. Unten: Die ¢&&
dazugehorigen ZustandsdichiéN /dE.

E

Die Schrddingergleichung

= e () 4 V()WL (x) = B (x) (2.23)

2m

wird von Funktionen

. (ngmx\ . (nymy\ . [(n.mz
U, x sin < I ) sin <—Ly ) sin ( I ) (2.24)

mit n,, n,, n, € IN gelost. Die zugehorigen Energieeigenwerte

2,2 2,2 2,2
*n?2  h*ny - R*n?

E,
= 2mLz  2mLZ  2mlL?

(2.25)

sind inn,, n,, n, quantisiert. Obwohl dies eine grobe Vereinfachung istdeertypische
Eigenschaften wie die Abhangigkeit der Bandliicke bzw. des@eniveaus”,, von den
Abmessungen qualitativ richtig dargestellt. Beispielsg&diann in CdSe-Quantendots die
Bandlucke von 1.4V (tiefrot) bis 2.4V (grin) durch eine Reduzierung des Durchmes-
sers von 20m auf 2nm erreicht werden [91]. Das hier benutzte Bandermodell gillogh
nur far unendlich ausgedehnte Festkdrper. Die geringemmade der Quantendots und
die damit verbundene groRe Anzahl an Oberflachenatomerinderh eine diskrete
Bandstruktur. Einzelne Energieniveaus liegen innerhafiBaadlicke und ermoglichen
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so eine Vielzahl an konkurrierenden strahlungslosen Herf§2,/96]. Die Losung dieses
Problems ist die sogenannRassivierung Die Quantendots erhalten eine Schale aus
einem weiteren halbleitenden Material mit einer wesentjReren Bandlicke. Dies ist
schematisch in Abbildung 2.110 dargestellt. Der zentraleri# einer BandlickeF; ist

der eigentliche Quantenpunkt, wahrend die auf3eren TetlelenigroReren Bandlicke
die passivierende Schale darstellen.

4
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Abbildung 2.10: Bandschema und Fluoreszenz eines Core-Qbelttendots. a)
Erzeugung eines Exzitons durch das Einstrahlen von Licht mi
E = hw > E¢. b) Relaxation von angeregten Vibrationszustanden des
Exzitons, Loch und Elektron wandern in die niedrigsten
Energiezustande des Valenz- (VB) bzw. Leitungsbandes (DB). ¢
Rekombination von Elektron und Loch unter Emission von Licht
Ursache des charakteristischen Blinkens ist einerseitsat)lsngslose
Rekombination andererseits das e€) Tunneln von Elektroneichzin
wird durch photoinduzierte Gitterdefekte bewirkt, was mee
Zunahme der strahlungslosen Rekombination d) fuhrt. Die
Kristallstruktur wird irreversibel gestort, sodass kelfteotoemission
mehr moglich ist.

Da in halbleitenden Materialien nicht nur Elektronen, senndauch Locher zu den elek-
tronischen und optischen Eigenschaften beitragen [72$smdas in Kapitel 2.4.1 einge-
fuhrte Konzept der Fluoreszenz modifiziert werden. In AdiiglZ.10 wird die Fluores-
zenz eines Quantendots illustriert. Einstrahlen von Lmltthw > E, erzeugt ein Qua-
siteilchen, das sogenannte Exziton. Exzitonen sind agtgeeber gebundene Elektron-
Loch Paare. Angeregte Vibrationszustande relaxierenBEektron und Loch wandern an
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die jeweiligen Bandkanten. Unter Emission eines Photornamélinieren Loch und Elek-

tron [18]. Auch in Quantendots gibt es eine Reihe unerwlesdiffekte, dazu gehéren
ein Blaushift der Photoemission, Blinken und Bleichen. Die iolgénden erlauterten
Effekte sind noch nicht vollstandig verstanden und Gegerkaktueller Arbeiten. Sie
stellen somit einen Querschnitt aktueller Arbeitshypsémedar.

In spektral aufgeldsten Fluoreszenzmessungen an eimz@unantendots kann eine Ver-
schiebung des Emissionsspektrums zu kirzeren Wellemé@ng@bachtet werden [117].
Ursache des Blaushift ist nach gegenwartiger Meinung eirtsdiareitende photoindu-
zierte Oxidation des Quantendots (z.B. CdSedSeQ [64,[71]), woduch der photoakti-

ve Kern kleiner und die BandlUckE; gréf3er wird.

Obwohl in jungster Vergangenheit erstmals von nicht blnden Quantendots berich-
tet wurde [122], ist in in der breiten Anwendung die intetiaiende Photoemission
ein kennzeichnendes Merkmal. Als Ursache wird allgemeigektPhotoionisation ange-
nommenl[[117]. Die Dunkelzeit des Quantendots entspridieid#er Zeit, die ein Elektron

bend6tigt, um zurtickzutunneln und zu rekombinieren. Zudemden auch Einflisse des
umgebenden Mediums auf die Blinkfrequenz beobachtét [74].

Zuletzt bleibt das Bleichen. Zwar sind Quantendots erhklpitotostabiler als viele or-

ganische Farbstoffé [125], dennoch bleichen auch sie naen gewissen Zeit. Die Ur-

sachen des Bleichens sind noch nicht endgultig geklart,seakinlich sind sie aber viel-
faltig. Einerseits wird durch die zuvor genannte Oxidattes Quantendots sein Kern
kleiner und somit auch sein Absorptionsquerschhitt [5@b&h dem plotzlich auftreten-
den Bleichen wurde aul3erdem eine sukzessive VerminderuriRhadéoemission bis zum
Bleichen beobachtet. Dieser Vorgang wird mit oxidationaimdrten Gitterdefekten in

Zusammenhang gebracht. Diese Defekte sollen kompetitietestrahlungslose Zerfalls-
kanale 6ffnen, die mit Fortschreiten dieses Prozesses éenit®nation dominieren [15].

Quantendots bleichen jedoch auch in einer Stickstoffapimése [117], sodass Photooxi-
dation mit Sicherheit nicht der einzige Prozess ist, der Bl@chen der Quantenpunkte
beitragt.
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2.4.3 TIRF Mikroskopie

Zentrale Idee der TIRF Mikroskopie ist die Beleuchtung dep&ndtes durch ein evanes-
zentes Feld [7]. Evaneszente Felder treten niemals in hensgMedien auf. Ihre Entste-
hung erfordert immer die Wechselwirkung von Licht mit Inhagenitaten des Mediums
[17,/96]. Im einfachsten Fall ist dies die Grenzflache zweschwei dielektrischen Medi-
en. Betrachtet man eine beliebig polarisierte ebene VERHeEye!*—" so kann diese
als eine Superposition von zwei orthogonal zueinanderisadaten Wellen beschrieben
werden:
E=FE+FE° (2.26)

Wie in Abbildung Z.11 illustriert, wahlt man gewdhnlich diéchtung der Polarisation je-
weils senkrechtl{*) und parallel E?) zur Einfallsebene, welche durch den Wellenvektor
k und den Normalenvektai der Grenzflache aufgespannt werden. Hier soll eine ebene
Welle aus einem optisch dichteren Medium (z.B. Glas) auf den@&lache zu einem op-
tisch dinneren Medium (z.B. Luft) treffen. Die dielektriechiKonstanten der Medien sind

a) % b) f
A EF” k’ A E; k’
e M . & na .
- - //L k Epl’ . ¢ E /\/L k Esr i
Ep X kr Es X kr

Abbildung 2.11: Zwei orthogonal zueinander polarisiertelh mit dem Wellenvektor
k treffen auf eine Grenzflache. In a) ist die Polarisation lperaur
Einfallsebenen, in b) senkrecht dazu.

in diesem Falk = 2,25 und¢ = 1 und die magnetischen Permeabilitajer- ;' = 1.
Fur die Wellenvektoren der einfallendkrund transmittierten Wellg’ ergibt sich

k= (ky, by, k), k| =< /gi=n (2.27)
K= (KK, K),  |K|=2/d@=n (2.28)
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mit den Brechungsindizes (n’). Nach dem Snelliusschen Brechungsgesetz [17] gilt nun:

sina/ k| n
S el B L 2.29

sinae K|/ " ( )
Q. = arcsinmn (2.30)

mit dem kritischen Winkel. fur die Totalreflexion. Fir eine ebene p-Welle, die unter
einem Winkelx > «. auf die Grenzflache trifft, lasst sich der transmittierteéinschrei-
ben als:

E, = FEyexp(—i(k'x — wt)) (2.31)
& Elexp(—i(|K|zisina — wt) exp(—|k|zv/A2sin’a; — 1) (2.32)

Das evaneszente Feld fallt in z-Richtung exponentiell abjpuopagiert in x-Richtung ent-
lang der Grenzflache. Das Abklingen des Feldes mit wachseAdstand von der Grenz-
flache ist gegeben durch den zweiten Exponentialtefmin 2.32|k| /72 sin a; — 1).

Fir einen Einstrahlwinkel von = 45° ist v = 2.22), d.h. nach der halben Wellenlange
ist das Feld schon um den Faktoreduziert. Da die Polarisation erhalten bleibt/[17, 96],
ergibt sich eine Besonderheit der evaneszenten Wellenrehe&gnetische Wellen sind
Longitudinalwellen d.hE 1 k. Das evaneszente Feld einer p-Welle hat jedoch auch
transversale Anteile. Eine weitere Besonderheit zeigt lsalder Berechnung der Am-
plitudenE, des evaneszenten Feldes. Die Snellius-Koeffizienteng<gdichung 2.33)
geben die Amplitudenverhéltnisse von eingestrahlter &\alid gebrochener bzw. reflek-
tierter Welle wieder. Die Intensitat erhalt man durch dag@&gtquadrat des entsprechen-
den Anteils. Fur Intensitated(und,) der Transmission gilt:

1=t
S EO

2 2
E|

=|= 2.33

PR, » ( )

S

In Abbildung[2.12 sind die Amplituden fur ein evaneszentelsiufgetragen, die von ei-
ner p-polarisierten bzw. s-polarisierten Welle erzeugtden. Nahe des Winkels, zeigt
sich, abhangig von der Polarisation, eine deutliche Uldmrhg der Amplitude, die fir
wachsende Einstrahlwinkel schnell wieder absinkt. D.b. Alinplitude des evaneszen-
ten Feldes kann erheblich gro3er sein als die des eingkstrdfeldes. Ursache dieser
Amplitudenverstarkung sind Polarisationseffekte der®&ehe [97| 96], die sogar noch
wesentlich erhdht werden kdnnen, wenn eine diinne Metalschder metallische Na-
nopartikel auf der Grenzflache aufgebracht werden [55, 98].
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Abbildung 2.12: Intensitat einer evaneszenten Welle aerdinft-Glas Grenzflache.
Wird das Feld durch eine p-polarisierte Welle erzeugt @etyt sich im
Gegensatz zur s-polarisierten Welle (blau) eine deutliche
Feldiberh6hung.

2.4.4 Fluoreszenzverstarkung und Quenching

Die Fluoreszenzemission eines Farbstoffes kann sehr edtipfimuf Veranderungen sei-
ner Umgebung reagieren [77,/96]. Insofern kdnnen Farlesteéiit mehr sein als einfa-
che Positionsmarker. Lokale Variationen der Feldintémsib Grenzflachen haben ebenso
Einfluss auf die Fluoreszenzemission, wie die Wechselwgkiles Farbstoffes mit seiner
Umgebung([3, 3€, 98]. Strahlungslose Energietransfekffarie Fluoreszenzquenching
oder[ERET aber auch Exziton-Plasmon-Kopplung sind DipgeDWechselwirkungen
und reagieren durch die ®-Abhangigkeit sehr empfindlich auf Variationen des Abstan-
des. Diese Phanomene ermdglichen z.B. Abstandsmessungblamometer Auflésung
[115].

Die messbare Fluoreszenzintensitéines Fluorophors bestimmt sich aus dem Anteil des
emittierten elektrischen Feld&;,,,, der innerhalb des Offnungswinkels der Mikroskop-
optik, mit der numerischen Apertuy A, abgestrahlt wird. Dies entspricht dem Integral
der elektrischen FeldintensitfE,,,|* Uber eine Kugeloberflache mit dem RadiRsdie
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vom Offnungswinkel des Objektives begrenzt wird.

J::RZ/ﬁEﬂA2$neded¢ (2.34)

NA

Dabei ist die Emissionsrate des Fluorophiogs proportional zul.
Tem o I (2.35)
I'.,, berechnet sich aus dem Produkt der Anregungsiatemit der Quanteneffizien@:
Lem = Peze@ (2.36)

Die Anregungsraté’,,. ist proportional zur externen Feldintensitat am Ort de®Ffeu
phors|Ecxc|?:
Fe:):c 08 ‘Eezc‘z (237)

Die Quanteneffizieng) eines Farbstoffes gibt das Verhaltnis von Relaxation mitéd:o
missiony, zur Gesamtrelaxationsrate + ~,,,. an:

Vr

0= Yr + Vor (2.38)
Grenzflachen kénnen sowohl Einfluss auf das externe Egldals auch auf die Quan-
teneffizienz() haben. Beobachtbar ist dies durch eine entsprechendeidarr Emis-
sionratel’,,,, bzw. FluoreszenzintensitatiIm Folgenden sollen diese Phdnomene genauer
betrachtet werden.
Im einfachsten Fall kann es durch Reflexionen an einer Grameflau Uberlagerung
mehrerer Wellen kommen. Je nach Phasenlage kommt es zulkdivelr oder destruk-
tiver Interferenz und somit zu einer lokalen Variation \By)... Dies ist ein sogenannter
Fernfeldeffekt. Je nach Feldkonfiguration und GeometrreGlenzflache kann er Aus-
wirkungen tiber makroskopische Distanzen haben.
In dieser Arbeit sind jedoch die kurzreichweitigen Nahéfldkte von wesentlich gro-
Berer Bedeutung: Der oszillierende Dipol des elektromaggietn Feldes kann das freie
Elektronengas bzw. die gebundenen Elektronen eines Madjegen die positiven Atom-
riumpfe verschieben, ebenfalls zur Schwingung anregen aiokal Verstarkungen des
elektromagnetischen Feldes bewirken. Propagation undo2érg der so induzierten Os-
zillationen werden durch den Real- bzw. Imaginarteil defetigischen Funktiore(w)
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quantisiert. Sie lasst sich direkt aus den Rotations-Gleigen der Maxwell Gleichun-
gen ableiten:

V xE(r) = iwuuH(r) (2.39)
VxH(r) = —iweeE(r) (2.40)

Multiplizieren von Gleichun@ 2.39 mji—*, anwenden der Rotation und Substitution von
V x H(r) aus Gleichung2.40 ergibt

w? io
V x 'V x E(r) — — [e + —} = iwpej(r) (2.41)
C Weg
mit der dielektrischen Funktion
(W) = [e + 7’—“] (2.42)
Wwe€Q
& €1+ 16g (243)

An einer Metall-Isolator Grenzflache werden diese Osmiian des Elektronengases
(Oberflachen-) Plasmonen genannt. Zu deren Anregung mdsshealer Wellenvektor
des eingestrahlen Lichtes mit dem der Plasmonen Uberamstn. Die Bedingung ist
erflllt, wenn sich die Dispersionsrelationen fur versdieige Medien bzw. Grenzflachen
schneiden. Der Schnittpunkt der Graphen fur Glas und diefHéche Gold-Vakuum in
Abbildung[2.13a beschreibt die Anregung von Oberflachesmptanen in einer sogenann-
ten Kretschmann Raether Konfiguration![76].

D — Vakuum b)

| ——aGlas

fffff Vakuum-Gold
4 - Glas-Gold

Abbildung 2.13: a) Dispersionsrelation einer elektrongtgthen Welle im Vakuum
(rot) und Glas (blau), sowie an den Grenzflachen Vakuum-Gotd
Glas-Gold. b) Erzeugen von Oberflachenplasmonen durch eine
transversale, evaneszente Welle.
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MaRgeblich fiir diese Arbeit ist jedoch die in Abbilduhg Zbl8argestellte Otto-
Konfiguration [99]. Hier wird durch Totalreflexion an der Geflache zwischen zwei Di-
elektrika (mitep; > €po) eine evaneszente Welle erzeugt, deren Intensitat in ztiigh
exponentiell mit dem Abstand abklingt (vgl. Kap 2]4.3). Bdéhsich jedoch ein metal-
lisches Medium sehr nah an der Grenzflache, kann die evarteselle mit den Metall
koppeln und Oberflachenplasmonen anregen. Dies kann dagineruokalen Erh6hung
der Feldintensitat fuhren. Allerdings ist dieser Effeks@ner Ausdehnung sehr begrenzt.
Die Eindringtiefez; und die Propagationslande sind ein Maf3 fur den Abfall der Plas-
monenintensitat parallel und senkrecht der Grenzflachemelenn.

A | Re(ey) + €p1
RN RS 10 ) 2.44
“i 27 R@(G}u)2 ( )

_ cRe(enr)” (2.45)

3/2
(—Re(eM)EDl ) Im(ep)w

R€(€]\4)+6D1

Fir ein Vakuum-Gold-Glas System und eine Wellenldnge vdn48sind z; ~52nm
und L; ~30nm. Verstarkungseffekte durch Oberflachenplasmonen sindaieige auf
kleine Bereiche lokalisierte Ph&dnomene.

Neben den externen Feldern kdnnen sich auch EigenschaiféediavQuanteneffizienz
() des Farbstoffes andern. Die Wechselwirkung eines Fluangspmit seiner Umgebung
kann Einfluss auf die Raten der strahlenden Relaxatiamd strahlungslose Relaxation
~vnr Naben. Metallische Oberflachen in der Nahe eines Farbstidiifeen im Allgemeinen
durch strahlungslosen Energietransfer zu einer weskatli©ampfung der Fluoreszen-
zemission. Die Kopplung des Dipols mit dem Elektronengashetalls fuhrt so zu einer
Zunahme der strahlungslosen Relaxationsrate. Bei einetdmrs Anregungsrate.,.
kann das nach Gleichurig 2136 als eine Verringerung der @neffizienz interpretiert
werden. Wenn gewisse Voraussetzungen erflllt sind, wiedeBAbstand des Farbstof-
fes zur Grenzflache und die Geometrie sowie Material der Gigehe, kann es durch
resonante Dipol-Dipol Kopplung zu einer Verstarkung derofészenzemission kommen
[3,136,/96]. Fur ein konstantes externes Feld ist dann eirtidgder Quanteneffizien2
zu beobachten. D@ jedoch nicht groRer als eins werden kann, ist dieser Effakbei
Farbstoffen mit kleiner intrinsischer Quanteneffiziépzbesonders deutlich.

In unmittelbarer N&ahe zum Metall{ 5nm) kann das angeregte Fluorophor auch durch
Elektronentransfer relaxieren. Bei derart kleinen Absggmdominiert die strahlungslose
Relaxation bei weitem, sodass der Farbstoff praktisch Keirehlung mehr emittiert.
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2.5 Die Mehrfach-Dipol Methode

Die im vorherigen Kapitel beschriebenen Effekte der Flapemzverstarkung bzw. Damp-
fung lassen sich nur fir sehr einfache Systeme wie unendlisigjedehnte Oberflachen
direkt analytisch berechnen. Fur komplexere Geometridreimaich numerische Ver-
fahren wie dig Finite Elemente Methode (FEM) oder[die Fimtegral Methode
etabliert. Wahrend bei diesen Verfahren das gesamte Syssimetibiert wird, sind es
bei der im Rahmen dieser Arbeit benutzten Multiple Digol (MENPethode nur die
Ubergange zwischen den Medien. Die_MDP-Methode ist als iMaehung aus der
[Multiple Multipole (MMP)-Methode hervorgegangen [59].e9st ein semi-analytisches
Verfahren, bei dem die Felder innerhalb einzelner Domaeémn analytisch berechnet
werden, wahrend lediglich die Ubergange der Felder an denddenrandern numerisch
behandelt werden.

Die Felder miissen an den Domanengrenzen stetig sein. Dieslbb&#ingungen ergeben
sich aus den Maxwellgleichungen in integraler Form,

/D(r,t)ngda = /p(r,t)dV (2.46)
av v
/B(r,t)ngda =0 (2.47)
)%
/E(Iyt)ds = —/%B(r,t)nsda (2.48)
s S
/H(r,t)ds = / (j(r,t) + %D(r,t}ngla) (2.49)
s s

mit der elektrischen und magnetischen Feldst&kedH, sowie der dielektrischen Ver-
schiebungD und der magnetischen FlussdicliReng ist der Normalenvektor eines Fla-
chenelementesia und 9S ein Linienelement auf dem Rand der Flacki€Abbildung
[2.14a). Analog ist/ ein Volumen, das die Domanengrene; schneidet undV ein
Flachenelement auf (Abbildung[2.14b). Betrachtet man nun die Grenzflache auf ei-
nem hinreichend kleinen Stick, das als glatt angenommedenekann, gehen durch
Verkleinern der Flache' die elektrischen und magnetischen Flussdichten gegen Null
Die Maxwellgleichungei 2.46 urid 2}47 ergeben dann mit demmdtenvektomg der
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a) b) 14

Abbildung 2.14: Integrationspfade flr die Herleitung destigkeitsbedingungen an der
Grenzflach&D,; zwischen den homogenen Medién und D,

GrenzflacheD;; die Grenzbedingungen fiir die tangentialen Feldkomponente

n X (Ez — E]) =0 anaDij (250)
n x (Hl — HJ) = jS an@DZ’j (251)

Fir die senkrechten Feldkomponenten leitet man die Greinzgpegngen aus den Max-
well Gleichungein 2.48 uid Z.49 ab. Betrachtet wird ein irdisiinales Volumel” mit der
OberflacheV/, dass die Grenzflache schneidet (Abbildung2.14b). Diedrelgrden auf
beiden Seiten der Grenzflache als homogen angenommen uidiesne Oberflachenla-
dungsdichter vorausgesetzt. Die Randbedingungen fir die normalen Feld&oenten
ergeben sich dann als:

n- (Ez — E]) = O0g anaDij (252)

Fur viele Anwendungen geht man von guellenfreien Doméanensadass die Flachen-
stromdichtejs und die Flachenladungsdichte; verschwinden. Die dielektrische Ver-
schiebundgD und die magnetische FlussdicliBdassen sich mit der elektrischen Suszep-
tibilitat ¢, und der magnetischen Permeabilitétin homogenen Medien ohne Vorzugs-
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richtung ausdricken als:

D = ¢¢E (2.55)

Damit lassen sich die Grenzbedingungen wie folgt ausdnicke

nx (E;,—E;))=0 aufdD,; (2.56)

nx (H;,—H;)=0 aufdD,; (2.57)

n- (e E; —ee;E;) =0  aufoD;; (2.58)
n - (pop By — pop;E;) =0 aufoD; (2.59)

Die elektrischen und magnetischen Felder eines oszititere Dipolsp ergeben sich als:

eik’r

E(r) = 47;06 = <k2((r X p)xr)+ (1 —ikr) (%r(r ‘p) — p>) (2.60)
(ikr)

H(r) = ﬁck‘?er2 (1 - %) (r x p) (2.61)

Mit den Vektorenr = =, y, z undp = p,, p,, p. ergibt sich fur die elektrische Feldstarke:

1 eikr

E(r)

dmepe, 13

(1 —ikr) (—pe + Se(pratpyytp=2) ) 4 K (—z(p.z + pyy) + pr(2* + y?))

r2

(1 — ikr) (—py + 2@t} 42y (poa 4 p,2) + py(a® + 22))

T

(1= ikr) (—ps + S ) k22 (pyy + pya) + p2(y? + 2°)

(2.62)
Fur die magnetische Feldstarke folgt analog:
| i DY — DyZ
H(r) = — 2 - 2.
(r) = -5 k™| Pz — P (2.63)
Py — DPzY

Diskretisiert wird das System dadurch, dass entlang derdd@mgrenze Punkte bestimmt
werden, an denen die Stetigkeitsbedingungen erfillt saiers Diese werden im Fol-
genden Messpunkte genannt. Die Felder innerhalb einer Demé&rden durch Dipole
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erzeugt, die jeweils aulRerhalb dieser liegen und aus&ticliezum Feld der ihnen zu-
gewiesenen Domane beitragen sollen. Das Feld an einenbigelrePunkt ist dann die
Superposition aus den Einzelbeitragen der Dipole, die daspeechenden Medium zu-
geordnet sind. Mit den Stetigkeitsbedingungen (Gleici2iBgF2.59) ergibt sich fuiV,,
Messpunkte undVp Dipole ein Gleichungssystem nitV,, Gleichungen un@Np Di-
polparametern.

Das Ausnutzen von Symmetrien kann Rechenzeit und Speidbgung erheblich redu-
zieren. Im Rahmen dieser Arbeit werden deshalb ausscldieftationssymmetrische
Systeme angenommen. Das urspringlich dreidimensionalde?n |asst sich so auf zwei
Dimensionen reduzieren. Die verwendeten Sensorspitnehzsvar nicht rotationssym-
metrisch, zudem wird mit linear polarisiertem Licht, statit radialer Polarisation ge-
arbeitet. Dennoch sind sich die Systeme ausreichend &hsliclass die Ergebnisse der
Simulation auf das reale nicht rotationssymmetrischee®ysibertragen werden kénnen
[10Q].

Die Dipole kénnen weiter in einen senkrecht und einen paralir z-Achse stehen-
den Anteil aufgespalten werden. Fur den parallel zur z-Acsiehenden Anteil mit

p = {07 OapZ} gllt

L ik (1— zkr)(%) + k*(—zp.2)
E(r) = (1 —ikr)(22:2) + k*(—yp.2) (2.64)

- 47T606T T3 . 3zp.z 2 2 2
(1 —ikr)(=5) + K (p=(y” + 7))
und
1 ez‘kzr ) P=Y
H(r) = ——ck’{ poa (2.65)
0

Da die Beleuchtung mit radialer Polarisation erfolgt, hekieh die senkrecht zur z-Achse
schwingenden Anteile mji = {p,, p,, 0} auf. Mit den Stetigkeitsbedingungen der Felder
an den GrenzflacheB, und den DipolfelderrE wird ein Gleichungssystem aufgestellt,
dessen Ldsung ein Vektor mit den DipolstéarHast.

—Eo=1+E (2.66)

AuRB3erdem kann der beim Ldsen des Gleichungssystems auftieet~ehler quantisiert
werden:
Fehler=1xE + Eq (2.67)
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Da das Gleichungssystem numerisch geldst wird, ist die mgsucht exakt. Es besteht
jedoch die Méglichkeit den Fehler zu minimieren: Beim Elsteldes Modells sollte das

Netz der Dipole und Messpunkte mdglichst dicht sein. AuBerdollte das Anzahlver-

haltnis von Dipolen zu Messpunkten so gewahlt werden, das&teichungssystem etwa
um den Faktor 1,5 Gberbestimmt ist (vgl. Kapitel 3.6).



3 Material und Methoden

Though this be madness,
yet there is method in 't.

(William Shakespeare)

3.1 Die Aufbauten

Fur die kombinierten Rasterkraftmikroskopie-Photoniksgiengen dieser Arbeit werden
zwei verschiedene Aufbauten benutzt. Dabei handelt esaiokils um die Kombinati-
on eines Rastersonden- und optischen Mikroskops. In derst@icheiden Abschnitten
werden die jeweiligen Setups kurz vorgestellt.

3.1.1 Das kombinierte TIRF-AFM

Die externe Fluoreszenzkontrolle an einzelnen Fluoragand die Kraftspektroskopie-
experimente werden an einem selbst entwickélien AFM dwfthngt. Eine schematische
Ubersicht ist im oberen Teil von Abbildurig_8.1 abgebildeer AEM-Kopf wurde im

Rahmen von zwei Diplomarbeiten asnall Focus AFMkonzipiert und aufgebaut [83]
[120Q]. Fur den kombinierten Aufbau bleibt der AFM-Kopf im ¥émntlichen unverandert.
Lediglich kleinere Modifikationen zur Anpassung an das smgite Mikroskop sind

eingeflossen. Wichtigste Neuerung ist ein Bandpassfilter BREr40, Omega Optical,
Brattleboro, VT, USA) vor der Quadrantendiode zur Unter#ingy von Streulicht des
Fluoreszenzmikroskops. Zum gleichen Zweck ist der Strajdag de§ AFM um ca. 10°

33
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gegenuber der optischen Achse des Fluoreszenzmikroskogesgg worden [31][121].
Die Basis des optischen Aufbaus ist ein invertierendes Mikop (Zeiss Axiovert
S100, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland). Der ursidlvegProbenkreuztisch
wird durch eine selbst konstruierte Aufnahme ersetzt. ®ieisnmt den Piezoscanner
(E-517.3CL Physikinstrumente, Karlsruhe, DeutschlandAEM und der’ AFM-Kopf
auf. Der Piezotisch verfugt Uber eine quadratische Apenitieiner Kantenlange von ca.
66mm, die die Zuganglichkeit der Probe von oben und unten gewiet. Die optische
Anregung der Probe geschieht tber einer-Baser mit einer Standby-Ausgangsleistung
von 10mWV. Der Laserstrahl durchlduft einen Laserlinienfilter undeai Abschwacher
(OD=1). Durch eine Plankonvexlinse mit 500~ Brennweite wird er in den rickwar-
tigen Brennpunkt des Mikroskopobjektivs fokussiert. Zwailirismen versetzen den
Strahl parallel zur optischen Achse, wodurch die evangeZgeleuchtung der Probe erst
ermoglicht wird. Die Prismen sind langs der optischen Acdthshbar. Das ermoglicht
es, die Probe wahlweise durch reine p-Wellen, s-Wellen bdbebige Superpositionen
anzuregen. Um ein maximales Signal-Rausch-Verhaltnis halten, wird die Probe
jedoch ausschlief3lich durch p-Wellen angeregt (vgl. Kai@i4.3).

Nach dem seitlichen Versatz des Strahlenganges folgt @hraltischer Strahlteiler
(z488 RDC, Chroma, Rockingham VT USA), der den Laserstrahl zabéumlenkt.
Die Beleuchtung der Probe sowie das Auffangen des Fluorelszetes geschieht
durch ein TIRF-Objektiv (Plapo 100 TIRFM, NA=1,45; Olympus, Tokyo, Japan).
Das Fluoreszenzlicht durchlauft hinter dem Strahlteilerer Fluoreszenzfilter (HQ
582RDC, Chroma, Rockingham VT USA ), eine 10-fach Vergro3erurywird durch
eine CCD-Kamera detektiert. (Roper Scientific I-Pentamaxndeton Instruments,
Trenton NJ, USA). Der CCD-Sensor der Kamera wird wahrend dessMiggen durch
ein Peltier-Element auf -30°C gekihlt. Der Warmetauscherkdénlung kann sowohl
wasser- als auch luftgekihlt werden. Zur Vermeidung vorratibnen wird ausschliel3-
lich die Wasserkihlung verwendet. Der werkseitig konenlich laufende Ventilator der
Luftkihlung ist stillgelegt.
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Quadrantendetektor
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Abbildung 3.1: Schema des kombinierten Rasterkraft-Femgrzmikroskopie-Aufbaus.
Zur Vermeidung von Stérungen durch Streulicht sind der
Detektionstrahlengang des AFM und die optische Achse d&soskops
ca. 10° gegeneinander geneigt.
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3.1.2 Das Veeco Multimode

Fur die Topografiemessungen an den photoschaltbaren Gadeaund die Charakteri-
sierungen der Goldsubstrate wird das Multimode AFM mit Naopel I 7a Control-
ler, Softwareversion 5.30r3sr3 (Veeco Instruments, SBathara, CA, USA) verwendet.
Dabei wird ein E-Scanner (Scanbereich ca. /) eingesetzt, der regelmafiig mit ent-
sprechenden Kalibrationsgittern (fir die x,y,z Achserg ot monoatomaren Stufen auf
Gold(111) (fur die z-Achse) kalibriert wird. Das AEM ist lséellerseitig bereits mit einem
optischen Auflichtmikroskop (Optizoom 0,8-2-fach, Nikdrfgkyo, Japan) kombiniert.
Die Beleuchtung der Probe geschieht durch eine 50 Watt Halagge. Der Kameraport
des Mikroskops ist mit einer CCD-Kamera bestickt. Das opéiddtkroskop erleichtert
das Einlegen und Ausrichten der Probe sowie die Justage aeiée@ars ganz erheblich.

Abbildung 3.2: Veeco Multimode AFM mit Nikon Optizoom. Diedbenbeleuchtung
geschieht durch eine 50 Watt Halogenleuchte.
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3.2 Die Cantilever

Fur die Kraftspektroskopiemessungen an Calixarenen wer@dersschlief3lich
Siliziumnitrid-Cantilever des Typs Veeco Microlever MSCTUAVeeco Instruments,
Santa Barbara, CA, USA) genutzt. Jeder Chip dieses Typs havtirinige und einen
rechteckigen Sensor unterschiedlicher Dimensionen umi@rkenstanten. Die Spitzen
sind gescharft (Spitzenradius < 20:) und haben die Form einer vierseitigen Pyramide.
Verwendet werden lediglich die Lever des Typ@:C

Typ MSCT AU Lever C
Lange[um] 320
Breite]pum] 22
Starke[um)| 0,6
FederkonstantgV/m] 0,01
Resonanzfrequerjz H z| 7

Die externe Kontrolle der Fluoreszenzemission an eineetteomophoren wird mit Sili-
ziumcantilevern des Typs Nanosensors PPP-NCH (NanoWorldN&Bchatel, Schweiz)
durchgefluhrt. Diese Sensoren bestehen géanzlich ausuglizvas fur die Nanomanipula-
tion aufgrund der Sprodigkeit ungunstig ist. Silizium zeimg Gegensatz zu Siliziumnitrid
jedoch praktisch keine Autofluoreszenz![49] und macht sieus@rsten Wahl in kombi-
niertenfAEM-Fluoreszenz Experimenten. Des Weiteren besitliese Cantilever keine
Reflexbeschichtung, welche einen Einfluss auf die Fluoreszeission haben kdnnte.

Die Bezeichnungnen und Daten aller hier aufgefiihrten @Gaeti stammen aus den aktuellen Datenblét-
tern der jeweiligen Hersteller. Stand Mai 2009.
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Typ Nanosensors PPP-NC
Lange[um)| 125
Breitefum) 30
Starke[um] 4
FederkonstantgV/m] 42
Resonanzfrequerjz H z] 330

Fur topografische Messungen werden entweder die genanatesBinsors PPP-NCH be-
nutzt oder Cantilever des Typs Tap300AIl (Budgetsensors, iflgarien). Da die Daten
der topografischen Messungen keine Unterschiede aufweisdche auf die benutzten
Sensoren zuruckzufuhren sind, wird im Ergebnisteil aufAhigabe des jeweiligen Can-
tilevertyps verzichtet.

Typ Tap300Al
Lange[um)| 125
Breite]pum] 30
Starke[m] 4
FederkonstantgV/m] 40
Resonanzfrequerjz H z] 300
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3.2.1 Modifikation der Cantilever

Fur die Kraftspektroskopie- und Fluoreszenzexperimergedan die Cantilever modifi-
ziert, was hier in Kiirze beschrieben wird.

Externe Fluoreszenzkontrolle

Fur die Fluoreszenzexperimente werden die Cantilever mirésoldschicht modifiziert.
Hier kommen zwei unterschiedliche Verfahren zum EinsatreSeits werden Gold-
Nanopartikel durch einen Crosslinker kovalent an die Sgetasunden:

Die Goldpartikel entstehen bei der Reduktion von Tetragjaloisaure HAuGJ durch Zi-
tronensaure in wassriger Losung [9]. Zur Modifikation mitlé&sdlanopartikeln werden
die Cantilever in konzentrierter Salpetersaure (65%) gedtd mit destilliertem Was-
ser gespult. AnschlieBend werden die Cantilever flr eined&tun einer 1%-igen 3-
Mercaptopropyltriethoxysilan-Lésung (Sigma Aldrichg®Biheim, Deutschland) in tro-
ckenem Toluol inkubiert. Die so modifizierten Cantilever deam in einer wassrigen L6-
sung mit Goldpartikeln fur mehrere Stunden inkubiert [30].

Andererseits werden die Cantilever in einer Vakuum-Besthigisanlage (Baltec
MEDO020, Balzers, Liechtenstein) mit Gold bedampft. Auf denSoren wird eine 20m
bzw. 50nm Goldschicht mit einer Rate von etwa @,3./ s aufgebracht. Schichtdicke und
Aufdampfrate werden wéahrend des Prozesses mit einem ietisgr Schichtdickenmes-
ser (Baltec QSGO060, Balzers, Liechtenstein) bestimmit.

Kraftspektroskopie

In den Kraftspektroskopieexperimenten werden die Camtiléber einen heterobifunk-
tionellen/Polyethylenglycol (PEG)-Linker mit zwei versetienen Liganden modifiziert.
Der Linker mit einer Lange von etwa 30n hat dabei mehrere wichtige Funktionen. Er
erhoht die sterische Flexibilitat des Systems und stalliesi dass Bindungen in raum-
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licher Entfernung von der Oberflache erfolgen konnen. Feenleichtert er die Unter-
scheidung zwischen unspezifischer Adhasion und spezifidoissoziationsereignissen.
Ferner konnen (unerwiinschte) multiple Dissoziationgeisse besser erkannt werden.
Die Funktionalisierungsvorschrift ist abgesehen vomtégtzSchritt, in dem die Ligan-
den, Ammonium bzw. Trimethylammonium angebungen werddantisch und etabliert
[106]:

Die Cantilever werden in Aceton, Ethanol und Wasser gereimgl in einem schwa-
chen Stickstoffstrom getrocknet. AnschlieRend werdenfgreca. 30 Sekunden in
konzentrierter Salpetersaure (65%) aktiviert, mit digstiem Wasser gespilt und wie
zuvor sorgfaltig getrocknet. Danach werden sie fur 90 Minuin einer 2%-igen
[3-Aminopropyltriethoxysilan (APTESF)-LOosung in trockendoluol inkubiert. Die Can-
tilever werden mit Toluol und Ethanol gespiilt, erneut geitreet und mit Maleimid-PEG-
Succinimidyl Valerat (molare Masse 34@@.0(~') (Laysan Bio Inc., Arab, AL, USA) bei
Raumtemperatur in einem Phosphatpufferr{ld MAL-PEG-SVA in 0,1 M KH2PO4,
pH 8,0) fur 90 Minuten inkubiert. Nach dem Spulen mit Wasset arneutem Trocknen
inkubieren die Sensoren in 40 einer ethanolischen Losung (1mM) des Liganden bei
4°C fir 16 Stunden.

3.2.2 Bestimmung der Federkonstanten

Fur kraftspektroskopische Messungen ist es erfordediighi-ederkonstante des Canti-
levers moglichst genau zu kennen. Es hat sich gezeigt, @asederkonstanten mitunter
erheblich von den Herstellerangaben abweichen. Zudem ki@hhausgeschlossen wer-
den, dass eine chemische Modifikation Einfluss auf die Fedstknte hat. Aus diesem
Grund ist es unumganglich, die Sensoren nach ihrer Furddigerung zerstérungsfrei
kalibrieren zu kénnen. In der Vergangenheit haben sich erehverfahren etabliert: Ei-
nerseits kann die Federkonstante aus der Geometrie und de&ridkonstanten (wie
dem Youngs Modul) berechnet werdéenl[23]/[53]. Weiter istiopplung des Cantilevers
mit einer Eichfeder[52] oder das Beladen des Cantilevers imér eusatzlichen Masse
moglich [26]. Im Rahmen dieser Arbeit wird die Federkonstaatis dem thermischen
Rauschverhalten des Sensors abgeleitgt [69]. Dieses Yenfaoll hier kurz skizziert
werden:
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Fur kleine Auslenkungen kann der Cantilever als harmonisOiseillator betrachtet wer-
den. Der entsprechende Hamiltonoperator ist mit dem Impudker Ortskoordinaten,
der Massen und der Resonanzfrequesz gegeben als:
2
1
H=2 4 —mue? (3.1)
2m = 2
Durch die thermischen Fluktuationen des umgebenden Mexwina der Sensor zu Os-
zillationen angeregt. Nach dem Aquipartitionstheorenh fijif jeden Freiheitsgrad der
Bewegung:

1 1
<—mwfq2> = kT (3.2)
Mit der Substitution vorw? = k/m folgt fur die Federkonstante des Cantilevers:

_ kgT
(%)
Die thermischen Fluktuationen des Cantilevers sind jeddeltlgnallig Uber das Fre-

guenzspektrum verteilt [23]. Nach dem Fluktuations-[iatons Theorem ist die mittle-
re quadratische Amplitude des thermischen Rauschens jeémeaptervall:

(3.3)

(Ag*(w)),, = b(jzk—lfdz) (3.4)

wobeib der Dampfung des Oszillators entspricht. Im Experimentiwlieser Term gera-
de durch die spektrale Leistungsdich{e - Power Spectra - des thermischen
Rauschens wiedergegeben. Diese kann durch einen Lorempzifdxamiert werden. Die
Integration Uber den Resonanzpeak ergibt dgin Der Fehler dieses Verfahrens ist ver-
gleichbar mit anderen Methoden und liegt im Bereich von 103%.[5
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3.3 Proben

3.3.1 Quantendots

Fur die Fluoreszenzexperimente dieser Arbeit werden CdfSeQuantendots aus der
Arbeitsgruppe von Thomas Nann benulzt/[92]. Abbildlng &i§tzein Absorptions- und
Emissionsspektrum der Halbleiterkristalle. Die nomiraheissionswellenlange liegt bei
585nm, was sehr gut mit dem gemessenen Peak des Emissionsspekbi@nm) tber-
einstimmit.
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—— Absorption |
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Abbildung 3.3: Absorptions- und Emissionsspektrum dewegrdeten Quantendots. Zur
Bestimmung des Emissionsmaximums wird das Emissionsgpektr
durch einen Gaussfit approximiert.

Die Quantendots werden auf Borosilikat-Deckglascherx@#mm?) aufgebracht, die
zuvor grundlich gereinigt werden: Nach einem ca. einmggitiBad in sprudelnder Ca-
roscher SéuEfaNerden die Glaschen griundlich mit destilliertem WassepgksDanach

2Schwelfelsaure 96% und Wasserstoffperoxid 30% 1:3. ACHBUDarosche Saure ist extrem atzend und
reagiert stark exotherm!
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folgen weitere Spilgange mit Aceton, Ethanol und degtitim Wasser. Die Glaschen
werden im Stickstoffstrom getrocknet und verbleiben alsBend mindestens 5 Minuten
im UV-Ozon Reiniger. Die Glaschen sind dann frei von (fluore®nden) Verunreinigun-
gen. Zur Praparation der Proben werden die Quantendotblepitan suspendiert;2 des
Kolloids werden auf die gereinigten Glaschen aufgebra&bibald das Heptan verdunstet
ist, kann die Oberflachenbelegung fluoreszenzmikroskbsnotrolliert werden. Ziel ist
eine Dichte von nicht mehr als 5 Fluorophorenuje:®. Das Quantendot-Kolloid kann
nach der Kontrolle schrittweise weiter verdiinnt werdes gime entsprechende Belegung
der Glaschen erreicht ist.

3.3.2 Goldsubstrate

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Calixarene werden diéxe Schwefel der
Didecylsulfidgruppen an Goldsubstrate angebunden. Fiftdpektroskopieexperimente
kommen kommerziell erhaltliche ¥111mm? Substrate zum Einsatz (Arrandee, Werther,
Deutschland). Sie bestehen aus einem®;7 starken Borosilikatglas-Chip, auf den eine
Chrom (2+ 1,5nm) und Gold (200t 50nm) Schicht aufgebracht it Fur hochauflésen-
de, topografische Messungen eignen sich thermisch aufgebr&oldfilme wegen ihrer
zu grol3en Rauheit nicht. Es besteht allerdings die Moglitttkese Substrate kontrol-
liert zu erhitzen, sodass Areale innerhalb des Goldfilmst&itisieren und atomar ebene
Gold(111)-Terassen ausbildén[24][20]. Fir groRe (eiti@@m?) atomar ebene Areale
eignen sich Glassubstrate allerdings nichi [24]. Hier $iidasubstrate eine gute Alter-
native, da sie sich ebenso tempern lassen und die flacheteAgréder als 1:m werden
kénnen [95]. Mica ist allerdings fur die Funktionalisiegum organischen Losungsmit-
teln wenig geeignet, da das Lésungsmittel zwischen dietddiebenen ,kriechen” kann
und das Substrat so zerstort. Fir hochauflosende Topogesfeimgen eignen sich un-
ter den genannten Voraussetzungen besonders Templaeesifsold (TSG)-Substrate.
Ihre Rauheit ist vergleichbar mit Gold(111)-Terassen. aeHen Areale sind grofier als
einige um? und sie lassen sich problemlos in organischen Losungdmittedifizieren
[119] [27] [63].

Mica Substrate von etwax&b cm werden mit einem Skalpell gespalten und auf einem

3Daten entsprechend dem Datenblatt vom Mai 2009
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eigens konstruierten temperaturgeregelten Heiztiscarfixbie Fixierung erfolgt durch
eine Lochblende mit 5 Aussparungen, die jeweils eine Grol3e von etwd %mm ha-
ben. Die Blende driickt Uber einen mit Federn vorgespanntemBalklas Mica-Substrat
auf die Heizflache und stellt so einen optimalen Wéarmescisieber. Der Heiztisch wird
unmittelbar nach der Fixierung des Mica Substrats in dieudak-Beschichtungsanlage
(Baltec MEDO20, Balzers, Liechtenstein) eingebracht und2@irStunden bei einem
Druck von 10° mbar bei mindestens 300° ausgeheizt.

200 nm Sn
200 rfm Au
v
Lochblende% \? /\
vica /. 4 == A

// 4 /"’ prm—
Heiatisch -

Abbildung 3.4: Schematischer Herstellungsprozess von-$8kstraten.

Danach wird der Heizstrom reduziert, sodass sich eine &uteshperatur von 70 ein-
stellt. Nach zwei weiteren Stunden zur thermischen Equglibng wird eine 200vm
messende Goldschicht mit einer Rate von®;2/s aufgesputtert. Nachdem die Probe
abgekuhlt ist, wird zur Haftvermittlung 200n Zinn aufgedampft. Durch die Lochblende
ergeben sich 25 Felder eines Gold Zinn Schichtsystems.ie8end werden aufge-
rautel und gesauberte Glassubstrate aufgeklebt. Da der KlebeayRa21 von Kuraray
Medical, Tokyo, Japan) anaerob aushéartet, werden die Rradfert nach dem Aufbrin-
gen der Glaschen in einen mit Argon gefluteten Exsikkatoragti. Nach mindestens
30min. kdnnen nicht abgebundene Klebstoffreste grindlich météic und Ethanol ab-
gespllt werden. Die Glaschen kénnen unmittelbar vor depdPadion mit einer Pinzet-
te vom Mica abgehoben werden. Durch eine Messung des slakem Widerstands der
Oberflache kann sichergestellt werden, dass sich keine-Miteaftungen mehr auf der
Probe befinden.

4Zur besseren Haftung werden die Glaschen mit Schleifpégileer Kérnung (z.B. 100) leicht angeraut
und im Ultraschallbad mit Aceton, Ethanol und Wasser gagein
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3.3.3 Calixarene

Die im vorangegangenen Kapitel beschriebenen Goldsuesiranen der Immobilisie-
rung der Calixarene. Sowohl fur die Kraftspektroskopie,aalsh flr die topografische
Abbildung der Calixarene ist es erforderlich, die Rezeptangsreichend voneinander zu
separieren. Bei der Kraftspektroskopie kann so die Anzanhaltiplen Dissoziationser-
eignissen reduziert werden, in topografischen Messungem siahergestellt werden le-
diglich einzelne Molekule abzubilden. Ferner erhéht sieghdie Photodimerisation die
Wahrscheinlichkeit, dass nur Anthracene des gleichen kidkdeKomplexe bilden, der
Rezeptorkelch also verschlossen wird. Der Funktionalisigslosung wird deshalb eine
passivierende Substanz - Di-n-decylsulfid (Sigma-Aldritéufkirchen, Deutschland) -
zugegeben. In der Ethanol-Chloroform Losung (1:1) werdereRi®z und Kompetitor in
ein-millimolarer Konzentration gel6st, wobei der Kompetiin 40-fachem (Kraftspek-
troskopie) [32] bzw. 200-fachem Uberschuss (Topografigegeben wird. Die Goldsub-
strate werden fur mindestens 16 Stunden in die auf 60°Czéghitdsung eingebracht,
die anschlieRend Uber mehrere Stunden abkuhlt. Die Proleetew griindlich mit Di-
chlormethan, Aceton und Ethanol gespult, um jegliche Animafen zu entfernen. Fur die
topografischen Messungen werden auch Substrate ben@diedRaumtemperatur in-
nerhalb von 2 Stunden funktionalisiert werden. Die vortesdhriebene ,heiRe* Funktio-
nalisierung beginstigt die Ausbildung weitgehend defelgéf Monolagen auf Gold(111)
[85] [118].[TSG-Substrate sind zwar vergleichbar flach abent monokristallin, inso-
fern kann bei keiner Art der Modifikation mit grof3en Monolaggerechnet werden. Da
im Experiment kein Unterschied zwischen den beiden Veeiafestgestellt werden kann,
wird im Weiteren auf eine Unterscheidung verzichtet.
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3.4 Datenerfassung

Bei der Kombination unterschiedlicher experimentellerhifeken stellt sich die Frage,
wie beide Techniken sinnvoll gesteuert und synchronisiertie Daten ausgelesen wer-
den koénnen. Der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Aufbaaimeneben Komponen-
ten unterschiedlicher Hersteller einen selbst entwiekéAEM-Kopf. Damit die Steue-
rung des Experiments und die Datenerfassung nicht unnétigplex werden, erscheint es
sinnvoll das gesamte Setup durinenController zu steuern. Anforderungen an ein sol-
ches System sind wie folgt: Ausreichende Konnektivitatdigr Datenerfassung und die
Integration verschiedener Komponenten, flexible und elgaProgrammierung zur An-
passung des Experimentablaufes an unterschiedliche deriamgen. Zur Synchronisati-
on verschiedener Komponenten und fir einen zeitlich exektdauf des Experimentes
ist eine definierte (und moglichst kurze) Latenzzeit dese3ys wiinschenswert.

Abbildung 3.5: Frontpanel des Controllers

All diese Anspriche konnen mit dem im Rahmen dieser Arbeitgetdiuten
Controller erfullt werden. Herzstick ist ein ADwin Gold Sgst (Jager Mess-
technik GmbH, Lorsch, Deutschland). Es enthalt einen @geRrozessor (32-bit
[Digitaler Signal Prozessor (DSP) ADSP21062 von Analog Bes) mit einer Taktfre-
qguenz von 40 MHz. Die Besonderheit dieses Systems ist dazedtthhige ereignisge-
steuerte Betriebssystem. Das ADwin System ist in ein 19-@elhduse integriert. Die
analogen und digitalen Ein- und Ausgéange sind auf koaxiallO Konnektoren auf der
Frontblende aufgefuhrt (siehe Abbilduhgl3.5). Insgesand es 16 analoge Eingange
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(2x 8 Multiplex), 8 analoge Ausgange und jeweils 8 analoge End Ausgange. Insge-
samt sind vier 32-bit Zahler verfiigbar, von denen drei al{Bluchsen auf der Front-
blende ausgefihrt sind. Weiter sind zwei 9-polige D-Sublé¢jnanschliisse als serielle
Schnittstelle fur das RS232 bzw. RS485 Protokoll vorgesebyeziell fur die Synchroni-
sation der Piezocontroller sind drei digitale Ein- und Adusge auf einer MDR14 Buchse
ausgefuhrt. Rechts oben auf der Ausgangsfrontblende seaidsgannungsausgange (je-
weils mit 500 mA belastbar}t:15V als Festspannungen und ein variabler Ausgang mit
0-5V. Auf der rechten Seite befinden sich Einschibe fur drei Eamtekmodule. Das
mittlere Modul ist die fUEAEM-Experimente obligatoriscladrantendetektorelektro-
nik. Sie dient zur analogen Generierung der Sigriaédlection Lateral und Sum[83]
[120]. Das Modul bietet die Moglichkeit durch Verstarkurgy dusgangd®eflectionund
Lateral das Signal an den Messbereich der Analogeingdnge anzupassei weitere
Einschibe sind frei belegbar und kénnen wie in der Abbildiimd-iltermodule genutzt
werden. Alternativ kdnnen auch nicht ausgefiihrte Ansd@ides ADwin Systems auf
die Frontblende gelegt weden.

Die Programmierung des ADwin Controllers erfolgt durch esigene Entwicklungsum-
gebung in der Skriptsprache ADwin Basic. Der Quellcode windc einen externen,
via Netzwerk angebundenen PC compiliert und auf den Coatrabbertragen. Uber den
Mess-PC kdnnen Echtzeitprozesse auf dem ADwin Systemugesteowie Daten Uber-
tragen werden. Eine Benutzeroberflache - Graphical Usearfdcte (GUI) - zur Steuerung
des Experiments kann durch entsprechende Treiber M#A@LAB(The MathWorks Inc.,
Natick, MA, USA) erstellt werden.

3.4.1 Die Programme

Fir die Steuerung und Datenerfassung der Fluoreszenz- taftspektroskopieexperi-
mente sind eigene Programme entwickelt worden, die im rolge kurz vorgestellt wer-
den: Ein vereinfachter Programmablauf fiir die Fluoresegperimente ist in Abbildung
[3.6 dargestellt. Mit dem Start des Experimentes wird des8&ean die Probenoberflache
angenahert. Vergleichbar mit dem Tapping Mode (Kapitelld.4chwingt der Cantilever
dabei nahe seiner Resonanzfrequenz. Wenn die AmplitudeCa®®% einbricht, ist die
Oberflache erreicht und das Unterprogrammlorophor suchenvird gestartet.
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Abbildung 3.6: Ablaufdiagramm eines Experiments zur ex@¢arFluoreszenzkontrolle
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Der Cantilever wird mit konstanter Amplitude Uber die Pratieerflache gefuhrt, wobei
gleichzeitig die Fluorophore beobachtet werden. BrichiHiimreszenz eines Farbstoffes
nahe der (vermuteten) Position des Cantilevers ein, kannvoiareinem Quenchinger-
eignis ausgehen und der Cantilever wird etwa 150 nm zurtckgegzund nicht weiter
zur Oszillation angeregt. Jetzt beginnt die eigentlichstadsabhangige Messung der
Fluoreszenzemission. Der Cantilever wird um ein definidrikeement angenéhert. Das
DeflectionSignal wird gemessen (der Fluoreszenzlaser ist derwedhdemen Shutter
geblockt). Def AEM-Laser wird deaktiviert, der Fluoresziaser wird freigegeben. Die
Kamera wird der Anzahl der Aufnahmen und der Belichtungszeisprechend getrig-
gert. Es folgt eine Abfrage dd3eflectionSignals, um einen eventuellen Kontakt mit der
Oberflache festzustellen. Ist die Oberflache erreicht warsl lhkrement mi{—1) mul-
tipliziert, andernfalls wird die néchste Position angeémhund die Prozedur wiederholt
sich. Hat der Cantilever nach dem Umkehren auf der Oberfléshe Startposition wie-
der erreicht, ist das Experiment beendet.

In Abbildung[3.T ist das Ablaufdiagramm eines Kraftspegkapieexperimentes darge-
stellt. Mit dem Start der Messung wird der Cantilever an die@&che angenahert. Beim
Erreichen eine®eflectionSchwellwertes wird der Cantilever bis zu einer Positionrobe
halb der Probe zuriickgezogen und die Steigung des Kontakthes wird ermittelt. Der
Sensor wird in einer Schleife mit einem Inkrement von einen@ &n die Probenoberfla-
che angenéhert. Die Schleife wird abgearbeitet bis ein stbhrwr@ erreicht wird. Das
Inkrement wird dann mi{—1) multipliziert. Ist der Schwellwert am Ende des voreinge-
stellten Weges nicht erreicht, wird das Inkrement ebenfalit (—1) multiplizert. Nach
dem Verstreichen der Haltezeit wird der Cantilever von deer@che zuriickgezogen.
Diese Schleife ist abgesehen vom negativen Inkrement miciedherungsschleife iden-
tisch. Mit Erreichen der Start/Endposition kann die naeidessung beginnen.

In kraftspektroskopischen Bindungsstudien (Vgl._2.1.2)sseid tausende von Kraft-
Distanzkurven gemessen werden. Die Messung von einer-Risfanz Kurve pro Se-
kunde ist ein realistischer Durchschnittswert. Dies matghitlich, dass diese Messun-
gen bisweilen mehrere Stunden dauern kdnnen. Das machkgezilhente empfindlich
fur langsame thermische Drifteffekte. Dem wird hier Rechingatragen, indem die An-
steuerung des z-Piezos laufend angepasst wird. Dadurek mtiglich, Messungen mit
reproduzierbarer Kraft auf den Cantilever durchzufihren.

515-bit auf 0-10V entspricht bei einem maximalen Verfahrweg 20.m einem Inkrement von ca. Oyn
5Dieser Schwellwert ist das Auslenkungssignal des CamsiliveVolt, Nanometer oder Newton.
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Abbildung 3.7: Ablaufdiagramm eines Kraftspektroskogaimentes
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3.5 Datenauswertung

3.5.1 Fluoreszenz

Die Fluoreszenzemission wird von einer CCD-Kamera mit detesysigenen Software
Winview32erfasst. Die Daten der Kamera liegen in einer Auflésung vobii2or und
werden unkomprimiert imi Tagged Image File {tif) Format adygchert. Zur weiteren
Auswertung wird die freie, quelloffene Softwah@magedin der Version 1.42q und ein
eigens entwickelteMatlab Skript benutzt, dessen Funktion hier kurz skizziert werden
soll.

Nach dem Einlesen der Daten wird zunéchst ein SchwellwerFllmreszenzintensitéat
bestimmt, anhand dessen eine Unterscheidung zwischeh‘,Hetl ,Dunkel-Zustand*
des Quantendots erfolgt.

keine Fluoreszenzemission

60 Quantendot fluoresziert

N EEEEREEE

o
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Intensitat [AU]

Abbildung 3.8: a) Fluoreszenzbild eines einzelnen Qualden Die
Fluoreszenzintensitat wird fir jedes Bild eines Stapels the
markierte Rechteck gemittelt. b) Die ermittelten Werte vegrth einem
Histogramm aufgetragen. Das Minimum zwischen den beiden
Verteilungen definiert den Intensitatsschwellwert.

Dies ist unbedingt erforderlich, da die zum Teil hochfragee Fluktuationen der Fluo-
reszenzemission und die im Vergleich dazu lange Integrstieit der Kamera (50:s)
eine breite Verteilung der gemessenen Fluoreszenzitdénsrursachen. Gerade in Be-
reichen geringer Fluoreszenz geht das Signal praktisdiosah das Rauschen des CCD-
Chips tber. Eine visuelle Unterscheidung zwischen einenkldarund fluoreszierenden
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Quantendot ist gerade dann kaum mehr mdglich. Dieser Uhsteacht eine definier-
te Bestimmung eines Schwellwertes erforderlich. Intetshiatogramme wie in Grafik
[3.8 sind hier hilfreich. Fir alle Bilder eines Stapels wirdzdalie mittlere Intensitat in
einem kleinen Bereich von cax4} Pixeln bestimmt und in einem Histogramm aufgetra-
gen. ,Hell-* und ,Dunkel-Zustand“ des Quantendots lasseh feicht anhand der bei-
den ,Gauss-artigen“ Verteilungen erkennen. Der Schwetlwed durch das Minimum
zwischen beiden Verteilungen definiert. Zur Bestimmung dapfeszenzintensitat ei-
nes Quantendots werden die Aufnahmen ebenfalls in eineral &o: etwa 4«4 Pixel
ausgewertet. Mit dem ermittelten Schwellwert lassen siefDduer der Hell- und Dun-
kelphasert,,.;;, tgunre: SOWIE die Emissionswahrscheinlickétt,, bestimmen.

Lhe
Ppy=—" (3.5)
Lhetl + tdunkel
Bei der externen Kontrolle Fluoreszenzemission (Kapit&I#.wird die Fluoreszenzin-
tensiat fur jede Sensorposition Gber mehrere hundert Awfiesn gemittelt, um den Ein-
fluss des Fluoreszenzblinkens zu minimieren.

3.5.2 Kraftspektroskopie

In Kraftspektroskopie-Experimenten fallen mehrere zetsénd Kraft-Distanz Kurven
an. Zur Auswertung dieser Datenmengen werden deshalb atisoente Prozeduren be-
nutzt, die unteMatlab entwickelt wurden. Vorhandene Programrnel [47] [8] wurden zu
diesem Zweck angepasst und erweitert. Sowohl fiir die StdrAtlaeorie (Kapite[ 2.211)
als auch fur das"HBM (Kapite[ 2.2.2) erfolgt die Bestimmung Béssoziationskrafte
Fpiss und der effektiven Federkonstaritg; nach der gleichen Methode:

Nach dem Einlesen einer Kraft-Distanz Kurve, wie sie in Adilong[3.9 dargestellt ist,
wird im hinteren Drittel der Kurve der Effektivwert[- Root Me&quare (RMS) - des
Kraftrauschend'z,,s bestimmt. Aul3erdem wird in diesem Datenbereich durch tmea
Regression die Basislinig, definiert. Die Lange des Kontaktbereiches wird beginnend
vom Startpunkt durch intervallweises Bestimmen der Steggemtlang der Kurve ermit-
telt. Unterschreitet die Steigung wahrend der Prozedwredtefinierten Schwellwert hat
der Sensor keinen Kontakt mehr zur Oberflache.
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Kraft [pN]
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Abbildung 3.9: Auswertung einer Kraftspektroskopiekurve

Die entsprechende Piezopositian {) wird dann mit dem Schnittpunkt der Regressions-
graden fur den Kontaktbereich und Basislinig ) verglichen. Da der Schnittpunkt bei-
der Graden die Position der Oberflache markiert, kbnnen naperifische Adhasionser-
eignisse erkannt und herausgefiltert werden: Adhasioiggesee kbnnen problematisch
sein, wenn sie spezifische Wechselwirkungen Uberlagesofém werden Kurven mit
starken Adhasionen verworfegy — z44 > 15nm).

Das Analyse Intervall wird abh&ngig vom Crosslinker definiBrer im Rahmen dieser
Arbeit verwendete PEG-Linker hat eine Konturlange von eB@am, deshalb werden
Dissoziationsereignisse nur in einem Bereich von 2@x45gesucht und akzeptiert. Die
Suche der Abrisse geschieht wie folgt: Innerhalb des Aralpservalls wird die Stei-
gung jeweils in 2am-Intervallen bestimmt. Haben von der Oberflache her geselven
aufeinanderfolgende Intervalle positive und negativégBtey, ist das ein Indiz fir einen
Abriss. Es missen allerdings weitere Kriterien erfullns&ie maximale Sensorauslen-
kung im Dissoziationspunkip,,, muss grol3er sein als der Kraft-Schwellwgyt;,,. Das
Signal zu Rauschverhéltnis soll dabei mindestens drei $&in, (= Fy + 3Frus). Nach
der Dissoziation soll keine Kraft mehr auf den Sensor wirleeh. die mittlere Kraft in
einem Intervall von 2uvm soll im BereichFy, + Frys liegen. Vonzp;,s aus wird der
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Startpunktz, der Kraft-Distanzkurve gesucht. Dies soll der erste Puakt,gler im Be-
reich Fy + Frys liegt. Im Intervall [z, zp;ss] wird die Kurve durch ein Polynom zweiter
Ordnung approximiert (griner Graph). Die effektive Fedadtantek, s lasst sich nun
durch Bestimmung der Steigung im Abrisspunkt,, ermitteln. Die Abrisskraftfp;s
bestimmt sich aus dem Wert des Approximationspolynoms bek:p; ;.

Da die Kurven unabhéangig von der Ziehgeschwindigkeit emmeanselle Kraft-Distanz-
Charakteristik haben (Gleichuhg 2113), kdnnen Daten, diegitivon der sogenannten
Masterkurveabweichen herausgefiltert werdén![48]. Die weitere Ausuweytur die ver-
schiedenen Theorien wird nun separat in den folgenden Alitseh beschrieben.

Auswertung nach der Standard-Theorie

Aus den ermittelten Abrisskraftefp;.; wird nun die wahrscheinlichste Dissoziations-
kraft £ ermittelt. Die Krafte werden dazu in einem Histogramm atriggen und durch
eine Normalverteilung approximiert. Das Maximum der Viutey entspricht?’. Diese
Prozedur wird fur jede Ziehgeschwindigkeitwiederholt. Die Schar der effektiven Fe-
derkonstanten wird ebenso fir jede Geschwindigkeit duirsd Mormalverteilung appro-
ximiert. Das Maximum der Verteilung entspricht der wahesiolichstenk,;; Elastizitat.
Die Belastungsrate errechnet sich fur jede Ziehgeschwkedigls:

~

r = /{Jeff v (36)

Die thermodynamische Dissoziationsrdi$;, und die Dissoziationslange; konnen
durch Approximation vori(r) an Gleichun@2.16 bestimmt werden.
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Auswertung nach dem HBM

Die experimentellen Daten, wie die Schar der Abrisskréfiedie Ziehgeschwindigkeit
v, die minimal detektierbare Kraff,,;, sowie die theoretische Masterkurf&s) werden
mit einem von Sebastian Getf@remwickelten Programm durch einen Maximum Like-
lihood Ansatz ausgewertet [51]. Kern der Prozedur ist dearRetersatzi = (kjy;, a, o)
abzuschéatzen, der die Likelihood Funktibfyi) maximiert.

N

L(ji) = [ [ p(filiT vi, F(s), fin(v:)) (3.7)

i=1

3.5.3 Topografie

Die Topografiedaten des Multimofde AFM werden entweder mitSyestem eigeneNa-
noScopesoftware Version 5.30r3sr3 oder mit GwychOiersion 2.9 gesichtet. Die Rau-
heit der TSG-Substrate wird anhand des RMS-Wertes der Hédtermet. Sowohl die
Nanoscope Software, als auch Gwyddion liefern konsistergebnisse, weshalb im Wei-
teren nicht auf das verwendete Programm eingegangen wird.

Fur die quantitative Auswertung der Konformationsandgnwird die Hohe der Calixare-
ne bestimmt. Zu diesem Zweck wird ein eigens entwickeét&3 LAB-Skript genutzt. Die
Notwendigkeit ist darin begrtindet, dass fur diese Messubgezu zwanzig aufeinander-
folgende Scans desselben Areals durchgefihrt WBJ’(Zﬂim Auswertung missen jeweils
die gleichen Areale [- Region Of Interest (ROI) - aus aufeiesftdgenden Scans extra-
hiert werden. Durch die langen Messzeiten kdnnen sich jedlmermische Drifteffekte
(lateral und vertikal) bemerkbar machen, sodass aufearéolgende Bilder gegenein-
ander verschoben sind. Zum Finden und Extrahieren gleigheale wird deshalb eine
Mustererkennug auf der Basis einer zweidimensionalen Kkauelation verwendet. FUur
einefROIR mit der Grol3e vork, x R, Pixeln und einem Bild der GroRel, x I, Pixel

"ArbeitsgruppeTheorie der Kondensierten Mateyigniversitét Bielefeld
8Gwyddion ist ein freies quelloffenes SPM-Analyse Prograrhttp:/gwyddion.net
9Bei einer Zeilenfrequenz von 1 Hz und 512 Zeilen dauert j&tan knapp 9 Minuten.
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folgt fur die Kreuzkorrelation:

C(i,j) =YY R(m,n) I(m+in+j) (3.8)
m=1 n=1

Aus den Reihen- und Spaltenindizes des Maximumswgnj) mit 1 < i < I, + R, und
1 <j <1, + R, ergibt sich der laterale Versatz véh
Zum Ausgleich des (vertikalen) Hohen-Offset wird fiir jéd@IRein Hohenhistogramm
ermittelt. Die Form des Histogramms ist fUr jeden Aussdhpriaktisch identisch, jedoch
koénnen sie entsprechend einem Hohen-Offset gegeneinaaidehoben sein. Nach dem
Angleichen der Hohe kdnnen Linienprofile aus allen Ausstimeinfach Uberlagert wer-
den.
Die HOhe eines Calixarens vor und nach der UV-Exposition wird wie folgt bestimmit.
Aus zwei Bildstapeln des gleichen Areals werden jeweils @migielten Linienprofile,
die punktweise Standardabweichungnd die entlang des Profils gemittelte Standardab-
weichungs bestimmt.
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3.6 MDP-Simulationen

Die Simulation der elektromagnetischen Felder basiertlaufn Kapite[2.5 beschriebe-
nen[MDPR-Methode. Benutzt werden zwei unterschiedli®T LABbasierte Program-
me. Neben einer basalen Versionl[43] wird ebenso eine laafenierte, multiprozes-
sorfahige Version [100] verwendet, wodurch es moglichgsbf3ere Modelle zu berech-
nen. Da die Ergebnisse beider Versionen konsistent sind, imi Weiteren auf eine Un-
terscheidung verzichtet.

Die Geometrie eines Modells wird durch seine Grenzflachdstédodig bestimmt. Diese
werden mit einem Netz aus Messpunkten belegt, an denenldierfeien Grenzbedingun-
gen (Gleichungén2.H7-259) geniigen. Zu beiden Seiten garz@i&che werden Dipole
positioniert, die ausschlieRlich zum Feld im jeweils gagmrliegenden Medium beitra-
gen. Die Anzahl der Messpunkte und Dipole ist prinzipiadi fvahlbar. Sie hat aber neben
dem Abstand der Dipole zur Grenzflache Einfluss auf den Fékleter Berechnung der
Dipolstarken. Es hat sich bewahrt das Verhéltnis von Dipale Messpunkten so zu wah-
len, dass das Gleichungssystem (GleicHungl2.66) etwa urkaldnor 1,5 Uberbestimmt
ist. Der Abstand der Dipole zu den Messpunkten betragt eama 85 fachen des Mess-
punktabstandes. So kann sichergestellt werden, dasdresn2gole keinen zu starken
Einfluss auf benachbarte Messpunkte haben [44, 59, 96].

Um die Geometrie mdglichst genau zu modellieren, sollteNitg der Messpunkte und
Dipole moglichst dicht sein. Gleichungssyteme grof3er Gaaen mit mehreren Grenz-
flachen kénnen aber leicht mehrere Gigabyte grol3 werdeneBeigr Rechen- und Spei-
cherkapazitat zwingen deshalb dazu, vereinfachte Modelkrstellen. Fir sdmtliche im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiuihrten Simulationen werdégefale Vereinfachungen
angenommen: Alle Modelle sind rotationssymmetrisch. Deldldann die Dimension des
Problems von drei auf zwei reduziert werden. Ebenso ist dieugétung radial pola-
risiert. Die im Experiment benutzten Gold beschichtetdizi8m Cantilever werden als
massive, goldene Spitzen mit einer Hohe von ety laBngenommen. Dadurch wird eine
Grenzflache gespart und statt des gesamten Cantileversiilie€in Teil der Sensorspitze
ein. Au3erdem wird angenommen, dass das im ExperimentZierettva 0,2nm starke
Deckglaschen den gesamten unteren Halbraum einnimmt.

Das Modell der Sensorspitze besteht aus zwei zusammentgsatilen. Der Spitze,
die durch ein Polynom zweiter Ordnung approximiert wird @ngem spharischen Ab-
schluss. Da es an den Ubergangen der Segmente durch Ukestetigzu Fehlern in der
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Abbildung 3.10: a) Vorlage und Approximation fur ein Semsodell bestehend aus
einer spharischen Spitze mit einem Radius vom20und einem
Offnungswinkelo = 20. b) Messpunkte und Dipole fiir eine
Sensorspitze nahe einer Oberflache.

Berechnung der Felder kommen kann, sollten die modelliSptzen aus moglichst we-
nigen Segmenten bestehen. Insbesondere sollten UberigiBegeeichen vermieden wer-
den, an denen in den Rechnungen die Felder bestimmt werden.ddle Modelle der
Spitzen werden durch Approximation eines Polynoms zwéhieinung an eine einfache
geometrische Vorlage erstellt. Diese besteht aus einé@risghen Spitze und einer Flanke
mit konstanter Steigung. Nach der Approximation durch alyifom (Abbildund_ 3.10a)
wird der obere sphéarische Abschluss stetig angefligt. Aagdimodellierte Grenzflache
werden die Messpunkte mit definiertem Abstand zueinandgtipoiert. Die Dipole wer-
den zu beiden Seiten der Grenzflache gesetzt. In Abbilduiib3st ein Ausschnitt eines
typischen Modells einer Sensorspitze dargestellt. In demlationen werden die Felder
fur verschiedene Spitzengeometrien berechnet. Sie ehden sich durch die Form der
Spitze und den Offnungswinkel.

Ziel der Simulationen sind lediglich qualitative Aussag@mis diesem Grund werden
konstante Faktoren nicht berticksichtigt. Ebenso flieRgesdthen von der numerischen
Apertur des Mikroskopobjektivs keine Parameter aus denekx@nt ein. Die Berech-
nung der Fluoreszenzemission eines einzelnen Dipolesitieeiner inhomogenen Um-
gebung wird wie folgt durchgefihrt: Da die AnregungsrBtg. proportional zum Be-
tragsquadrafE..|* des externen Feldes ist (Gleichung 2.37), wird dieses ardeé3rDi-
pols berechnet. In Abbilduig 3.11a ist das elektrische &eleiner Goldspitze nahe einer
evaneszent beleuchteten Luft-Glas Grenzschicht datjeSees Feld eines stehenden Di-
polemitters durch Integration vdR.,,,|* Uber eine Kugeloberflache berechnet (Gleichung
[2.34). Damit Nahfeldeffekte das Ergebnis nicht verfalschetragt der Radius der Kugel
10um. In Abbildung[3.11b ist das elektrische Feld eines einzebtehenden Dipolemit-
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Abbildung 3.11: a) Das elektrische Feld an einer Goldstze: oberhalb einer
Luft-Glas Grenzflache. Die Konfiguration wird von unten mitem
Winkel von 50° beleuchtet, sodass sich oberhalb der Grexmel&in
evaneszentes Feld ausbildet. b) Emission eines einzeigleanslen
Dipols nahe einer Luft-Glas Grenzflache. Aul3erdem ist der
Offnungswinkel eines Immersionsobjektives mit einer ntisahen
Apertur von 1,45 aufgetragen.

ters an einer Luft-Glas Grenzflache dargestellt. Mit wanbsen Abstand zum Dipol zeigt
sich die typische Abstrahlcharakteristik eines Dipoléeng. Zur Orientierung ist der Off-
nungswinkel eines Objektivs mit einer numerischen Apevar 1,45 aufgetragen. Nur
Fluoreszenzemission innerhalb dieser Grenzen kann datekierden. Die ermittelten
GroRenE.,.|*> undI werden mit denen eines ungestdrten Systems gewichtet €8is0S
rabstand von 500m reicht dabei aus. Mit den Gleichunden 2.36 Und .37 folghdan

FGJJC | Eeacc | 2

= 3.9
M, = [ED.P 59
| R, .

= Q mitI'.,. =const. (3.10)

o, Qo






4 Experimente und Resultate

Stets findet Uberraschung statt
Da, wo man's nicht erwartet hat.

(Wilhelm Busch)

4.1 Quantendots

4.1.1 Externe Fluoreszenzkontrolle an einzelnen Quantendots

In diesem Kapitel wird die Moglichkeit der externen Konteotler Fluoreszenzemission
an einzelnen Fluorophoren demonstriert. Gold modifizi€datilever werden in die Nahe
einzelner Quandendots gebracht. Der kombinierte TIRE-ARNbAu (Kapite[3.1.11) er-
moglicht einerseits durch die Piezostellelemente denakaszwischen Quantendot und
Cantilever mit Nanometer-Genauigkeit einzustellen, witirgleichzeitig die Fluores-
zenz einzelner Fluorophore gemessen wird.

Quantendots werden wie beschrieben (Kapitel 8.3.1) piipaZunéachst wird die unge-
storte Fluoreszenz einzelner Quantendots beobachteEloeeszenzemission mehrerer
evaneszent beleuchteter, gut voneinander separiertart€naots wird Gber mindestens
zehn Minuten aufgenommen. Die Belichtungszeit der einzeBikler betragt bei diesen
Messungen 50us. Der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzintensitat eingelQuantendots
kann durch die FunktioRlot Z-axis Profilevon ImageJextrahiert werden. Fir die weite-
re Auswertung werden die in Kapifel 3.5.1 beschriebevatiab-Skripte verwendet.

In Abbildung[4.1a ist die Fluoreszenzintensitat einesaimen Quantendots Uber die Zeit
aufgetragen. Typisch ist die von langeren Dunkelphasegriordchene stark fluktuieren-

61
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Abbildung 4.1: a) Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzirggéit eines Quantendots.
b) Histogramm der entsprechenden Hell- und Dunkelphasemset
die integrierte Wahrscheinlichkeit der beiden ZustédHe# und Dunkel

de Fluoreszenzemission. Hell- und Dunkelphasen sind fedimtit gleich verteilt. Im Hi-
stogramm in Abbildun@ 411b ist die Anzahl ununterbrocheell- bzw. Dunkelphasen
uber deren Dauer aufgetragen. Zur besseren Ubersicht sindtervalldauern bis 4,5
abgebildet. Im Bereich bis ca.<3ist der Anteil von Hell- und Dunkelzustand ungefahr
gleich. Wéahrend der Quantendot kaum Uber langere Zeitenterwochen fluoresziert
(hier maximal ca. &), sind lange Dunkelphasen relativ haufig. Die langste Dipficese
in der hier abgebildeten Messung betragts2Das Inset von Abbildung 4.1b zeigt die
integrierte Wahrscheinlichkeit des emittierenden undhiné@nmittierenden Zustandes. Im
Verlauf der gesamten Messung fluoreszierte der Quanter®@¥6tder Messdauer, wah-
rend er 72% dunkel war.

Im n&chsten Schritt wird die Fluoreszenz extern durch ef@eldl beschichteten Can-
tilever beeinflusst. Einzelne Quantendots werden wie zaubrein Deckglaschen auf-
gebracht. Ein mit Gold Nanopartikeln modifizierter Canteyvgl. Kapitel[3.2.11) wird
alternierend an einzelne Quantendots angendhert undiveeternt. In Abbildung 42 ist
Ubereinander angeordnet jeweils der zeitliche VerlauHiigoreszenzintensitat eines ein-
zelnen Quantendots und der Abstand des Cantilevers von detdObe dargestellt. Die
Korrelation von Fluoreszenzemission und dem Abstand desl&aars ist sehr deutlich.
Wahrend der Quantendot fiir einen grof3en Abstand zum Serestypische, fluktuieren-
de Fluoreszenzemission zeigt, ist fir den angendhertesoS&ast keine Emission mehr
festzustellen. Wie zuvor werden die Hell- und Dunkelpha#esr deren Dauer in einem
Histogramm aufgetragen (Abbildung #¥.3). Jetzt allerdisgparat flr den zuriickgezo-
genen und angenédherten Cantilever dargestellt. Wahrenceefiigob3en Sensorabstand
die Anzahl und Dauer der Hellphasen wesentlich groRRer sstli@l Dunkelphasen, zeigt
sich fir den angenaherten Cantilever eine umgekehrte WertgiDie integrierten Wahr-
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Abbildung 4.2: Externes ,Schalten der Fluoreszenz durnbreGold beschichteten
Cantilever. Dargestellt sind die zeitlichen Verlaufe der
Fluoreszenzintensitét (oben) und des Cantileverabstandder
Oberflache (unten).

scheinlickeiten in den eingesetzten Grafiken zeigen fuigdeRlen Abstand ein Verhaltnis
von 95% hell zu 5% dunkel, wahrend die Fluoreszenz des Qudote fir den angené-
herten Cantilever mit 4% hell zu 96% dunkel praktisch ausgitist.

In einem Kontrollexperiment soll gezeigt werden, dass d#sree ,Schalten” der Fluo-
reszenzemission der Goldbeschichtung des Cantileversauaiben ist. Wiederum wer-
den Quantendots auf ein Deckglaschen aufgebracht. Derl&@antbleibt jedoch unmo-
difiziert. Der Sensor wird an die Oberflache angenéhert. IDdas Aufsetzen der Canti-
leverspitze auf die Oberflache werden Bewegungen einesleamz@uantendots in einer
Richtung unterbunden. Wie in Abbildubg #.4a illustriertravilie Oberflache unter einem
mit der Sensorspitze fixierten Nanokristall hinweggesemotWwahrend die Fluoreszen-
zemission durch die CCD-Kamera erfasst wird. Der fixierte @eragtot bleibt durch den
mechanischen Kontakt an Ort und Stelle, wohingegen beaahNanokristalle mit der
Oberflache bewegt werden. Abbilduingl4.4b zeigt aufeindaligmde Aufnahmen eini-
ger Quantendots. Der durch den Cantilever fixierte Quantastidurch einen Pfeil ge-
kennzeichnet. Die Probe wird nach rechts verschoben. Rig fixierten Nanokristalle
wandern mit der Oberflache um einige hundert Nanometer remtts, wahrend der mitt-
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Abbildung 4.3: Histogramme der Hell- und Dunkelzeiten sieenzelnen Quantendots
fur den entfernten Cantilever a) und den angenaherten Gaentlg Das
Inset zeigt jeweils die integrierte Wahrscheinlichkeis d¢iell- und
Dunkelzustands.
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Abbildung 4.4: a) lllustration des Kontrollexperimentst@inem unmodifizierten
Cantilever. b) Die gemittelte Fluoreszenzemision mehr@wantendots.
Wahrend die Probenoberflache nach rechts verschoben werdt der
fixierte Quantendot (Pfeil) an Ort und Stelle. Die Fluoreszetensitat
wird durch den Kontakt mit der unmodifizierten Spitze nicagigencht.

lere Quantendot durch die Spitze des Cantilevers fixiert.vibid Fluoreszenzintensitat
des fixierten Nanokristalls ist vergleichbar mit den Benactdn. Um den Einfluss des
Fluoreszenzblinkens zu minimieren, zeigen die Bilder jésveéas Mittel von 200 Auf-
nahmen mit je 50ns Integrationszeit. Sowohl die Nahe zum unmodifiziertenzgiin-
sensor als auch die ,moderate” mechanische Wechselwirkenwiyken kein Verldschen
der Fluoreszenz. Insofern ist sicher, dass lediglich diel@&dlage fur das Ausléschen der
Fluoreszenz verantwortlich ist.

In Kapitel [2.4.4 werden die Wechselwirkungen zwischen Fpboren metallischen
(Nano-) Objekten und einem externen Feld beschrieben. &z dthanomene im Wesent-
lichen durch Dipol-Dipol Wechselwirkungen bedingt sindlehe eine-~°-Abhéngigkeit
zeigen, mussen auch im Experiment Effekte auftreten, die &bstand des Sensors ab-
hangig sind. Im Folgenden werden die Quantendots wie zu&pgpiert. Die Sensoren
werden mit einer 20m bzw. 50nm starken Goldauflage bedampft. Der modifizierte
Sensor wird in Schritten von 2/5m an die Oberflache angenahert, wahrend die Fluo-
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reszenz durch die CCD-Kamera detektiert wird. Zudem wird dislénkung des Can-
tilevers bestimmt, um den Kontakt mit der Oberflache zu besgn. Dadurch kann der
Oberflachenabstand des Sensors fur die zuvor angefahresgiofen bestimmt werden.
An jeder Sensorposition werden 200 Bilder mit einer Belichgaeit von je 56ns aufge-
nommen. Um den Einfluss des Fluoreszenzblinkens zu miremjevird jeweils Gber drei
Sensorpositionen gemittelt. Die Fluoreszenzemissiod imieinem 44 Pixel Auschnitt
(etwa 100<100nm?) ausgewertet.
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Abbildung 4.5: Abstandsabhangige Intensitat der Fluaeszmission eines
Quantendots. Die Goldauflage des Cantilevers betragbh2dm Inset
ist das Auslenkungssignal des Cantilevers dargestelliees zlr
Bestimmung des Kontaktpunktes. Die Auslenkung des Sensoch das
Aufsetzen auf die Oberflache zeigt sich durch den Anstiegeizién
Messpunkt.

Abbildung[4.5 zeigt die abstandsabhangige Fluoreszemmiitit eines einzelnen Quan-
tendots. Die Goldschicht des Cantilevers hat eine Starke&0ann. Die Emission zeigt
eine deutliche Abstandsabh&ngigkeit: Im Bereich von 2000+&0 nimmt sie etwa um
den Faktor zwei zu. Bei etwa 100n zeigt sich ein Maximum. Weiteres Annéhern des
Sensors fuhrt zu einem Absinken der Intensitat, um untenw@ 50nm ein relatives Mi-
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nimum zu erreichen. Weiteres Verringern des Abstands hers&ensor und Quantendot
fuhrt zu einem erneuten Anwachsen der Fluoreszenz bis rmeliaximum bei 20:m.
Von dort geht die Emissionswahrscheinlichkeit stark zkyimn dann beim Kontakt mit
der Oberflache praktisch vollstandig zu verléschen. InmideiEinsatz in Abbildung_4.5
ist die Auslenkung des Cantilevers wahrend des Experimemggedtellt. Sie dient neben
der Bestimmung des Kontaktpunktes auch der Kontrolle dd&bein Versatzes zwischen
Sensor und Quantendot: Wenn das Ausloschen der Fluoresesimrmach dem Aufsetzen
der Sensors erfolgt, muss man davon ausgehen, dass Spitfguamtendot seitlich ge-
geneinander versetzt sind und so der Abstand nicht eirgleestimmt werden kann.
Insofern werden Daten, bei denen die Ausloschung der aerz nicht spatestens mit
dem Aufsetzen des Sensors erfolgt, verworfen.

200 0,84
150 0,6

100 0,44

Quantendot vor und nach dem
Kontakt mit dem Sensor 50

0,2+

250 nm 0,04
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Abbildung 4.6: Zur Kontrolle, dass der Sensor Kontakt zuooFbphor hat dient eine
Uberlagerung zweier Fluoreszenzbilder; eines vor undsaiiaeh der
Messung. Der Quantendot wurde durch den Kontakt deutlich
verschoben. b) Die Emissionswahrscheinlichkgjt korreliert mit der
mittleren Intensitat aus Abbildung 4.5.

Des Weiteren muss der Quantendot nach dem ZurlckziehenedssrS noch deutliche
Emission zeigen um sicherzustellen, dass das unerwinBt#ithen des Quantendots
nicht mit dem Ausléschen der Fluoreszenz verwechselt witthildung[4.6a zeigt ei-
ne Uberlagerung von zwei Fluoreszenzbildern. Eines istwt das andere nach dem
Experiment aufgenommen worden. Zudem wurde der Quantethdoh den Kontakt
mit dem Sensor verschoben. Die wahrend des gleichen Expetsndetektierte Emis-
sionswahrscheinlichkeit (vgl. Gleichuhg B.5) ist in Alshihg[4.6b dargestellt. Qualitativ
ist die Abstandsabhangigkeit von Emissionswahrschéikéit und Fluoreszenzintensitéat
gleich. Da dies fur alle durchgefiihrten Messungen giltdwin Weiteren nur noch die
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Emissionsintensitat betrachtet.
Fur das folgende Experiment wird ein Sensor mit einenrb0messenden Goldauflage
verwendet. Die Ubrigen Parameter werden nicht verandert.

mittlere Intensitat [A.U.]

0 50 100 150 200 250
Abstand [nm]

Abbildung 4.7: Abstandsabhangige Intensitat der Fluaeszmission eines
Quantendots. Die Goldauflage des Cantilevers betragia0

Die abstandsabhéangige Fluoreszenzintensitat in AbkgdLi zeigt ein vergleichbares
Verhalten wie im Experiment zuvor. Zunéchst gibt es hiethaeioen Anstieg der Emissi-
onswahrscheinlickeit. Ein isoliertes Maximum ist jedoathhzu erkennen, sondern viel-
mehr ein Plateau, das sich Gber den Bereich von etwa 20@+h0€streckt. Der Bereich
von 100-50nm zeigt auch hier einen Ruckgang der Fluoreszenz bis zu einenmim
oberhalb von 5@m. Nahe der Oberflache zeigt sich das gleiche Verhalten wierzain
Maximum bei ca. 2@m und ein vollstéandiges Verldschen der Fluoreszenz beimf@ber
chenkontakt.

Eine Interpretation der beobachteten Phanomene an digésér St nicht mdglich, da
sich im Experiment verschiedene Effekte wie Exziton-Plasropplung, Uberhéhung
des externen Feldes und Fluoreszenzdampfung tiberlage3mmulationen kénnen diese
Effekte voneinander getrennt betrachtet werden. Die Erigeb werden deshalb in Kapi-
tel[4.1.3 nach den Simulationen dieses Systems diskutiert.
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4.1.2 Externe Fluoreszenzkontrolle - Simulationen

In diesem Kapitel wird das vorherige Experiment der abstabtangigen externen Fluo-
reszenzkontrolle mit dér MDP-Methode simuliert. Dabei desr verschiedene Cantile-
vermodelle benutzt, die sich durch Offnungswinkel und &piform unterscheiden. Die
dielektrischen Funktionet) = ¢; +ie, der Medien werden wie folgt angenommen [123].

LUft: €488 — 1 €585 — 1
Glas: €188 = 2.14 €585 = 2.13
Gold: €138 = —1,33+3.060 €585 = —7,7+1,06¢

Zur Bestimmung der Anregungsrale,. eines Fluorophors wird das elektrische Feld
2nm oberhalb einer Glas-Luft Grenzflache bestimmt. Die Belawudperfolgt von unten
durch radial polarisiertes Licht mit einer Wellenlange vi@8nm. Zunachst wird nur der
Einstrahlwinkel des Lichtes im Bereich von 0° bis 90° vatijigrobei 0° der Senkrechten
entspricht. Bedingt durch die radiale Polarisation der Be&Héung, sind die transversalen
Komponenten des Feld&, ,, gleich Null. In Abbildund 4.8 ist das Betragsquadii} |
des Feldes senkrecht zur Grenzflache tber den Einstraldizanifgetragen. Hier zeigt
sich &ahnlich wie in Abbildung@ 2.12 eine Uberhohung des Felaa etwad,. ~ 43. Fir

0 20 40 60 80 -150 -100 -50 0 50 100 150
Winkel [°] X [nm]

Abbildung 4.8: a) FeldintensitdE|? in Abhangigkeit des Einstrahlwinkels. b) Modelle
der Sensoren mit verschiedenen Offnungswinkeln

die folgenden Rechnungen werden die in Kapitel 3.6 vorgesteModelle verwendet.
Die Spitzen der Sensoren sind in Abbildung 4.8b dargeskkt Emissionsrate eines Di-
polemitters ergibt sich aus dem Produkt der Quantenefizzigmit der Anregungsrate
... (Gleichund 2.36). Beide Grol3en werden im Folgenden separaéfschiedene Sen-
sorabstande bestimmt. Im Ergebnis ist das Produkt die raessliuoreszenzinstensitat.
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Die Intensitét des externen elektrischen Feldgg? am Ort des Dipolemitters wird fur
Sensorabstande im Bereich von 500 »r7b berechnet. Durch die Gewichtung mit dem
Feld fur ein ungestdrtes System ergibt sich daraus dievelAnregungsraté’.,./T?,..

In den folgenden Simulationen erfolgt die Beleuchtung deiole ebene Welle von unten,
in einem Winkel von 50° zur Senkrechten. Die Wellenlangedugt488nm.
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Abbildung 4.9: Die Abstandsabhangigkeit der relativenégungsraté’..,../T°, . fur

exc

verschiedene Sensor-Offnungswinkel®  des ungestorten Systems

EXC

bezieht sich auf einen Sensorabstand von/s@0In den Insets sind der
abstandsabhéngige Verlauf der Feldintensitat in doppedtrithmischer
Skalierung, sowie die jeweiligen Sensorformen dargéstell

In Abbildung[4.9 ist die relative Anregungsrdtg,./I"?,. Uber den Sensorabstand aufge-
tragen. Die Anregungsrate des ungestdrten Syst&@mdbezieht sich auf einen Sensorab-
stand von 50@um. Zur besseren Ubersicht ist in der eingesetzten Grafik deéaveder
Feldintesitat doppelt logarithmisch Uber den Sensorabdsaafgetragen. Qualitativ ist fur
die verschiedenen Sensorformen eine ahnliche Abstandsglgkeit zu erkennen: Die
Feldintensitat nimmt vom Startpunkt bei 286 zuerst um etwad /4 ab, bis im Bereich

von etwa 60 - 35 ein Minimum durchlaufen wird.
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a) Abst.: 35 nm

IE,I” [AU]

2
—~—
Glas Luft Gold

-50 -40 -30 -20 -10 O 10 20 30 40 50
z [nm]

Abbildung 4.10: a) FeldintensitéE,|? fur einen evaneszent beleuchteten Sensor35
Uber der Glas-Luft Grenzflache. Die durch Oberflachenplasmo
erzeugte Uberh6hung des elektrischen Feldes an der Spitzersgt
Spiegeldipole im Glas an. b) Feldverlauf entlang der mardie
Symmetrieachse. Uberlagerung der Felder von Plasmonen und
Spiegeldipolen fuhrt zu einem lokalen Feldminimum etwat0utber
der Grenzflache

Weiteres Annédhern an die Oberflache fuhrt zu einem sehrestakkstieg. Bei einem Ab-
stand von 5vm ist die relative Anregungsrate abhangig von der Sensorgg@um den
Faktor 5-10 erhoht. Sensoren mit groRem Offnungswinkelitkew eine starkere Uber-
héhung des Feldes. Zur Erklarung dieser Effekte soll Abingl4. 10a herangezogen wer-
den. Sie zeigt die elektrische Feldintensig|> an einem evaneszent beleuchteten Sen-
sor 35vm oberhalb einer Luft-Glas Grenzflache. An der Spitze des@smgigt sich eine
deutliche Uberhéhung des elektrischen Feldes. Diese kardlzerflachenplasmonen zu-
rickgefuhrt werden, die durch das aul3ere Feld angeregeweldes erscheint plausibel,
da die Goldspitze im evaneszenten Feld oberhalb einerGlaf$-Grenzflache prinzipiell
mit der sogenannten Otto-Konfiguration [99] zur Erzeuguog @berflachenplasmonen
vergleichbar ist. Der quantitative Feldverlauf entlang markierten Symmetrieachse ist
in Abbildung[4.I0b aufgetragen. Dort zeigt sich insbesoadie starke Uberhthung des
Feldes nahe der Spitze. Fir Sensorabstéande kleiner al28twa dominiert das Feld
der Oberflachenplasmonen an der Glasoberflache. Dies &ehirden starken Anstieg
der Feldintensitat fur kleine Abstdnde von der Oberflache.

Des Weiteren zeigt sich eine leichte Erhéhung des Feldedas) Gie zur Grenzflache hin
abfallt. Diese Felderhohung kann auf sogenannte Spigoeddzuriickgefihrt werden,
die durch das Plasmonenfeld induziert werden. Die Ubenlagebeider Felder kann zu
einer Dampfung des elektrischen Feldes fiihren. In den dbbderi 4.10 a bzw. b ist et-
wa 10nm oberhalb der Grenzflache ein Sattelpunkt bzw. ein Minimukermbar. Dieser
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Effekt kann den leichten Rickgang des Feldes bei der Annégeates Sensors erklaren.
AulRerdem zeigt sich hier eine eindeutige Abh&ngigkeit venkbrm der Sensorspitze:
Fur stumpfe Sensoren wird das Minimum bei gré3eren AbsténdeOberflache durch-

laufen als fur Scharfe.
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Abbildung 4.11: Relative QuanteneffiziefZ (), eines einzelnen, stehenden
Dipolemitters fiir verschiedene Sensor-OffnungswinkeDie

Detektion erfolgt durch ein Objektiv mit der numerischenefpir von
1,45

Im zweiten Schritt wird die (messbare) Fluoreszenz einelsestden Dipolemitters mit
einem Abstand von 2m zur Grenzflache berechnet. Die Emissionswellenlange dgetra
585nm. Zur Bestimmung der detektierbaren Emission wird das Betpaaydrat des elek-
trischen Felde$E,|? Uber den Ausschnitt einer Kugeloberflache mit einem Radius vo
10 um integriert (vgl. Gleichun§ 2.34). Der Rand der Flache wirdi dl®r numerischen
Apertur des Objektivs bestimmt. In diesem Fall wiNdA = 1,45 = 73° angenom-
men. In Abbildund 4.11 ist die relative Quanteneffizi%%zUber den Sensorabstand dar-
gestellt. Da zunachst eine konstante Anregungdrateangenommen wird, zeigen die
Graphen direkt die Verstarkung bzw. Dampfung der Fluoneanéensitat fur verschiede-
ne Spitzengeometrien. Schon fur Sensorabstande von etvan2@etzt die Dampfung
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der Fluoreszenzemission ein. Weiteres Annéhern des Seasatie Oberflache fuhrt zu
einem weiteren Absinken der Fluoreszenzemission, bis iriBew~on 50nm ein Mini-
mum durchlaufen wird. Nur fir den Sensor mit dem grof3ten Kniimgsradius ist kein
Minimum erkennbar. Die Fluoreszenzemission geht zurusksi@ praktisch vollstandig
verlischt. Fur die Gbrigen Spitzen steigt die Emission wrdois zu einem Maximum bei
20-10nm an. Fur kleinere Sensorabstande setzt dann auch hier arke Btdmpfung der
Fluoreszenzemission ein. Die Hohe des Emissionsmaximeigs gine eindeutige Ab-
hangigkeit von der Form des Sensors. Fir scharfe Sensmspgt sogar eine Erhéhung
der relativen Quanteneffizienz b€y hinaus festzustellen. Mit zunehmendem Krim-
mungsradius der Spitze sind die Maxima weniger ausgepragt.

Die Ursache dieser Effekte ist die Kopplung des Dipolemstiait dem Sensor. Abbil-
dung[4.1? zeigt die Intensitat des elektrischen Feldesifignestehenden Dipolemitter
nahe einer Luft-Glas Grenzflache fir verschiedene Senstéadie. Das verwendete Mo-
dell entspricht im Wesentlichen dem griinen Graphen in Ahinig[4.11. AuBerdem ist
der Offnungswinkel eines Objektivs mA = 1,45 aufgetragen. Er dient zur Orientie-
rung, welcher Anteil der Emission noch detektiert werdemkdtr einen Sensorabstand
von 200nm koppelt der Dipolemitter nur schwach mit dem Sensor. DiedSionscharak-
teristik ahnelt sehr einem ungestoérten Dipol, wie er in Adimg[3.11b dargestellt ist. Bei
einem Abstand von 50m zeigt sich fir diesen Sensor ein lokales Minimum (vgl. Abbil
dung[4.11), was sich auch im Bild wiederspiegelt. Neben deingerten Fluoreszenze-
mission in den unteren Halbraum, koppelt der Sensor sténkeslem Dipolemitter und
zeigt selbst auch eine ,dipolartige” Emission in den obétatbraum. Diese Dipol-Dipol
Kopplung hat ein Maximum bei einem Sensorabstand von/20Neben der erhéhten
Emission in den unteren Halbraum tritt ebenfalls eine stnke Emission nach oben auf.
Weiteres Annahern des Sensors bis auf/bzeigt einen dramatischen Einbruch der de-
tektierbaren Fluoreszenzintensitat. Ebenso geht diedtonisn den oberen Halbraum zu-
rick. Neben der durch den Sensorabstand bedingten Vaeatider Emissionsintensitéat
bewirkt die Kopplung des Dipols mit dem Sensor auch einenggéung der bevorzugten
Abstrahlrichtung. Fur die Sensorabstéande von 200 und Sind jeweils Scheitelpunkte
der ,Dipolkeulen” markiert (Pfeile). Fur groRe Sensorabsie liegen diese innerhalb des
Detektionsbereiches. Allerdings wéachst der Winkel derobaygten Emissionsrichtung
mit der Verringerung des Sensorabstandes. Fur einen Abgtan5nm liegen die Schei-
telpunkte deutlich auRerhalb des Offnungswinkels des Kisges. Ein gewisser Anteil
der Fluoreszenzemission kann demzufolge nicht mehr detewterden.
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Abbildung 4.12: Oben: Emission eines stehenden Dipolensifiir verschiedene
Sensorabstande. Der Sensor hat einen Offnungswinkel vouritBeine
Hohe von etwa 45@m. Die Form der Spitze entspricht dem griinen
Plot in Abbildund4.8. Neben der Emissionsintensitéat zeigieh auch
Veranderungen in der Richtungscharakteristik der Abstirainl Zur
Orientierung ist jeweils der Offnungswinkel eines Obje&s mit einer
numerischen Apertur von 1,45 aufgetragen. Die markierten
Scheitelpunkte der ,Emissionskeulen* liegen fur einensseabstand
von 200nm deutlich innerhalb des Objektivoffnungswinkels. Fitib
Sensorabstand liegen die Scheitelpunkte auf3erhalb des
Detektionsbereiches. Unten: Im Graphen ist die Abstartdsagigkeit
der detektierbaren Fluoreszenzemission im Verhaltnis zur
Gesamtemission in den unteren Halbraum aufgetragen.
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Die Abstandsabhangigkeit der detektierbaren Fluoresipeiverhaltnis zur Gesamtemis-
sion in den unteren Halbraum ist im Graphen in Abbildungadfjetragen. Der Antell
der detektierbaren Emission geht mit etwa 4% nur wenig zuuingl ist im Vergleich zu

den anderen Effekten zu vernachlassigen. Abbildund 4.i8 das Produkt der zuvor er-
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Abbildung 4.13: Abstandsabhangigkeit der relativen Ermoissrate eines Quantendots
fur verschiedene Sensor-Offnungswinkel

mittelten relativen Anregungsrate,./T° . und relativen Quanteneffizier2/Q,. Nach
Gleichund 2.36 entspricht das der relativen Fluoreszészgitat, wie sie in einem Expe-
riment messbar ware. Durch die separate Betrachtung derséahkung zwischen ex-
ternem Feld und verschiedenen Medien einerseits sowiel@iptier und Medien ande-
rerseits kann der vom Sensorabstand abhéngige VerlaufumeBzenz eindeutig erklart
werden: Die bei Sensorabstdnden von ca.-20®eginnende Dampfung der Fluoreszenz
kann im wesentlichen einem Rickgang der Quanteneffizieresoingieben werden. Das
Minimum der Fluoreszenzemission bei etwa50wird durch die Uberlagerung von zwei
Effekten verursacht: Einerseits der Verringerung der gongsrate durch Uberlagerung
vom Plasmonenfeld der Spitze und den Spiegeldipolen im. @ladererseits zeigt sich
eine von der Spitzengeometrie abhangige Dampfung der édamenz von ca. 20-50% .
Ebenfalls von der Form der Spitze hangt das Fluoreszenmmuwiim Bereich von 10-
20nm Sensorabstand ab. Es wird verursacht durch eine resongrkeMpol Kopplung.
Fur das System Quantendot Goldspitze spricht man von eixatda-Plasmon Kopp-
lung.
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Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der externenrEkzenzkontrolle aus Ex-
periment und Simulation diskutiert.

4.1.3 Diskussion - Externe Fluoreszenzkontrolle

Die vorangegangenen Experimente haben gezeigt, dass ulenheickelte Aufbau fir
die Durchfihrung kombinierter fluoreszenz- und rastersandkroskopischer Unter-
suchungen an einzelnen Farbstoffen geeignet ist. Die &zenzemission einzelner
Quantendots kann durch Gold modifizierte Cantilever kohgrmbwerden. Ebenso kdnnen
einzelne Farbstoffe gezielt mechanisch manipuliert urichkeitig fluoreszenzmikro-
skopisch beobachtet werden. Ferner kann die AbhangigleitFtlioreszenzemission
vom Abstand eines Gold beschichteten Sensors aufgenomerelenv Der Vergleich der
simulierten Daten mit den experimentellen Ergebnissegt2eitz der angenommenen
Vereinfachungen qualitativ eine sehr gute Ubereinstimgnunsbesondere wird durch
die separate Betrachtung von relativer Anregungdrate/T?, . und relativer Quantenef-
fizienz Q/Q" ein besseres Verstandnis des Experiments ermaglicht:nbigxperiment
beobachteten Phanomene kdnnen eindeutig auf Effekte vagoBxPlasmon-Kopplung,
Fluoreszenzdampfung oder lokale Feldverstarkungsefiaktickgefuhrt werden.

Die Ergebnisse aus Experiment und Simulation sind auRekiesistent mit Untersu-
chungen an anderen aber durchaus vergleichbaren Systdfesaungen an einzelnen
im Hellfeld angeregterNile Blue Farbstoffmolekilen zeigen beim Ann&hern eines
spharischen Gold Nanopartikels ebenso eine Fluoreszestasiaing fur einen Abstand
von etwa 20hm [3]. Simulationen des Systems ergeben eine vergleichbastaAdsab-
hangigkeit von Anregungsrate und Quanteneffizienz. Fekaen ebenso wie in dieser
Arbeit die Abhangigkeit von der Geometrie und Grol3e des Quers gezeigt werden.
Weitere theoretische Arbeiten zeigen, dass auch an planaignen Metallfilmen
eine Verstarkung der Fluoreszenzemission erwartet wekdan [36] [96]. Neben der
Abstandsabhangigkeit wird auch der Einfluss der Starke detalMims diskutiert.
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Externe Fluoreszenzkontrolle - Experiment vs. Simulation

Trotz qualitativ guter Ubereinstimmung zeigen die gemessdaten einige Details, die
durch die Simulationen nicht dargestellt werden kénnee. g@messene Dampfung der
Fluoreszenz im Bereich von 100 - 5@ ist wesentlich steiler als in den simulierten Da-
ten. AulRerdem zeigt sich in den Simulationen kein ausgégsdgaximum im Bereich
von etwa 150 - 10@m Sensorabstand. Ebenso kann in den Simulationen keine menne
werte Variation der Fluoreszenzintensitat fir groRe Sedmstande festgestellt werden.
Lediglich fur Sensoren mit groRem Offnungswinkel gibt esdyeRen Abstanden einen
geringen Anstieg der Quanteneffizienz bzw. Emissionsrate.

Die Ursache fir diese Abweichungen kdnnen sowohl im Expamimals auch in der
Simulation begrindet sein. Das typische Blinken von Qualdtnkann eine Ursache
der Abweichungen sein. Trotz langer Integrationszeiteth dem Mitteln Uber mehrere
Sensorpositionen kénnen Einflisse dieser Fluktuationeint iganzlich ausgeschlossen
werden. Ein weiterer kritischer Punkt konnte der 3D-Piszbt mit der Probenaufnahme
sein. Da wahrend des gesamten Experiments der Cantilevestéds und nur die Probe
bewegt wird, ist es mdglich, dass sich die Probe fur grof3edhlole gerade aul3erhalb des
Fokus befindet und erst mit dem Annahern an den Cantileverfsdbgebildet wird. Dies
konnte eine Erklarung fir den Anstieg der Fluoreszenz ldign Sensorabstanden sein.
Eine dahingehende Uberpriifung der Daten hat das jedochlréshitigt.

Ebenso kann es auch sein, dass die Simulationen das Expénialet genau genug wie-
dergeben. Die in Kapitél 3.6 vorgestellten Modelle kdnmtarsehr vereinfacht sein. Im
Experiment werden mit einem Goldfilm belegte Silizium Cawér verwendet, wahrend
in der Simulation massive Goldspitzen angenommen werdgtedd sind die verwende-
ten Sensorspitzen nicht rotationssymmetrisch sonderseitegge Pyramiden mit deltoider
Grundflache. Da die Simulationen eine starke Abhangiglaitder Form der Sensoren
zeigen, ist es nicht auszuschlie3en, dass Rechnungen &b @ntsprechenden Sensor-
modell das Experiment besser darstellen kdnnen.
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4.2 Photoschaltbare Calixarene

In diesem Teil der Arbeit werden die Ergebnisse der Messuagghotoschaltbaren Ca-
lixarenen prasentiert. Durch kraftspektroskopische Bngdgtudien am offenen Rezeptor
kénnen fur zwei verschiedene Liganden die Bindungslanged die thermodynamische
Dissoziationsratéy,, bestimmt werden. Dabei wird sowohl die Standard-Theorip{K
tel[2.2.1) als auch derHBM-Ansatz (Kapitel 2]2.2) verwenBét Spezifitat der Bindung
und die Reversibilitdt des Konformationswechsels werdemftlls kraftspektroskopisch
nachgewiesen. Ferner wird demonstriert, dass sich derdfmattionswechsel topogra-
fisch nachweisen und quantisieren lasst.

4.2.1 AFM-Kraftspektroskopie an photoschaltbaren
Calixarenen

Die Kraftspektroskopie-Experimente an photoschaltb&alixarenen wurden mit dem
TIRF-AFM (vgl. Kapitel[3.1.1) durchgefihrt. Die UV-Beleueing der Probe erfolgt
jedoch durch eine UV-Handlampg & 365+ 5 nm). Die Substrate werden dazu aus dem
Gerat entnommen und fur 20 Minuten in entgastem EthanotdddstDie Modifikation
der Sensoren und die Immobilisierung der Rezeptoren wirdinviden Kapiteln'3.2J1
bzw.[3.3.8 beschrieben durchgefihrt. Die Ziehgeschwkedign liegen im Bereich von
100 - 5000nm/s. Die Haltezeit auf der Oberflache betrégt.;, = 50 ms. Variationen

im Bereich von 10 bis 500ns zeigten keine signifikante Anderung. Die Messungen
werden in Ethanol bei Raumtemperatur (T=21°C) durchgefbluttch die geringe Dichte
der Calixarene auf der Oberflache ist die Wahrscheinlictdiaér spezifischen Bindung
mit 3-5% relativ klein. Die Datensétze enthalten deshalBgschwindigkeit mindestens
10000 Kraft-Distanz-Kurven, aus denen durch die in Kayitél2 erlauterte Prozedur
spezifische Ereignisse herausgefiltert werden. Die Wabansiathkeitsverteilungen
der Dissoziationskrafte enthalten jeweils mindestens 4p@zifische Ereignisse. In
Abbildung[4.14 sind die Verteilungen der Dissoziation#erdlir Trimethylammonium-
Liganden bei verschiedenen Ziehgeschwindigkeiten deetlies
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Abbildung 4.14: Wahrscheinlichkeitsverteilungen derdomationskréafte von
Calixaren-TrimethylammoniufaKomplexen fir
Ziehgeschwindigkeiten von 100 bis 5000:/s. Die Daten werden
durch eine Normalverteilung bzw. durch eine Verteilunglmdem
HBM-Ansatz approximiertn bezeichnet die Anzahl der spezifischen
Ereignisse.
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Die wahrscheinlichsten Dissoziationskraffé werden fiir die Auswertung nach der
Standard-Theorie durch angepasste Normalverteilungaiitelt. Diese kbnnen wie in
Abbildung[4.15 in einem semilogarithmischen Plot gegenBiiastungsrate aufgetra-
gen werden. Durch Anpassen des Datensatzes an Gleichusgv@rdlen die Bindungs-
langex s und die thermodynamische Dissoziationsrl@? ermittelt. Die Ergebnisse flr
beide Liganden sind in Tabelle 4.1 angegeben.

Bei der Auswertung nach démHBM-Ansatz wird der Parametefatz k), a, o) abge-
schétzt, welcher die Likelihood-Funktiai( /i) (Gleichund3.F) maximiert. Die aus die-
sem Verfahren ermittelten Wahrscheinlichkeitsvertajiem der Dissoziationskrafte sind

in Abbildung[4.14 aufgetagen. Die abgeschatzten Paramsieigebenfalls in Tabelle 4.1
angegeben.
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Abbildung 4.15: Dynamische Kraftspektroskopie an phdtatbaren Calixarenen. Als
Liganden werden Ammoniutrund Trimethylammoniufhverwendet.

Standard-Theorie HBM
Ligand zg [nm] ‘ ko [s71] xg [nm] ‘ o [pN~1] ‘ kop [s71] ‘ Aln k),
Ammonium 0,265+ 0,059 | 0,54 +0,77 | 0,148 +£0,006 | 0,017 40,001 0,42 40,15
Trimethylammonium|| 0,422 + 0,082 | 0,09 +0,15 | 0,324 4+ 0,016 | 0,032 + 0,002 0,22 +0, 34

Tabelle 4.1: Ergebnisse der dynamischen Kraftspektraskop
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4.2.2 Kompetition und Photoschalten

Im Folgenden werden die Spezifitdt der Rezeptor-Ligand-Bigdund die Photoschalt-
barkeit des Rezeptors demonstriert. Die Calixarene werd&uiomonolagendichte auf
einem Goldsubstrat immobilisiert. Die Messungen werdeBthmanol bei einer Ziehge-
schwindigkeit von 50@vm /s durchgefihrt. Um praparationsbedingte Schwankungen der
Bindewahrscheinlichkeit zu vermeiden, werden die aufale&aiolgenden Messungen der
Reihe mit dem gleichen Sensor bzw. Substrat durchgefiihAbbildung[4.16 sind die
Wahrscheinlichkeitsverteilungen der Dissoziationderdiir die einzelnen Experimente
dargestellt. Fur jede Messung wurden 7500 Kurven aufgeremmimie Reihe beginnt
mit einer Messung an einem frisch praparierten Substra.\Wahrscheinlichkeit einer
spezifischen Bindung liegt mit = 332 Ereignissen bep = 4,4% (Abbildung[4.16a).
Im darauffolgenden Schritt wird die Probe flr 2@n in entgastem Ethanol mit einer
UV-Handlampe § = 265 + 5 nm) bestrahlt. Die lichtinduzierte Dimerisierung der An-
thracengruppen fuhrt zu einem VerschlieRen des Rezeptassauch am drastischen Ab-
sinken der Bindewahrscheinlichkejt & 4, 1%) abzulesen ist (Abbildunig_4.116b). Das
Substrat wird danach in Ethanol fir @@in. bei 60°C reaktiviert. Die Anthracengruppen
des Rezeptors dissoziieren und geben die Rezeptorkavitdemiei. Die Verteilung der
Dissoziationskrafte zeigt eine Wiederherstellung dentét. Die Wahscheinlichkeit ei-
ner spezifischen Bindung liegt bei= 4, 9% wieder auf dem Ausgangsniveau (Abbildung
[4.16c¢). Im folgenden Experiment wird die Spezifitat der Bimgldemonstriert. Dazu wir
die Messung in einer ethanolischen Losung mit freiem Ligan@ 0m M) durchgefihrt.
Dieser blockiert die Bindestellen des Rezeptors und reduaierin Abbildung4.16d er-
sichtlich die Bindewahrscheinlichkeit & 0,6%) der am Sensor immobilisierten Ligan-
den. Nach dem gruindlichen Waschen des Goldsubstrates Imaib&tkann die Aktivitat
(p = 4, 7%) wiederhergestellt werden (Abbildubg 4116e).
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Abbildung 4.16: Photoschalten und Kompetitionsexperinaenphotoschaltbaren
Calixarenen. Die Ziehgeschwindigkeit betragt 500/ s. a) Verteilung
der Dissoziationskréfte fur eine frisch praparierte PraéNach

20-minatiger Bestrahlung be=365+5 nm. ¢) Reaktiviert nach 60

min. in entgastem Ethanol bei 60°C. e) In ethanolischer Lésung mit

freiem Ligand (Trimethylammonium, 1@ M). f) Nach griindlichem

Spulen der Probe mit Ethanol.
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4.2.3 Topografie photoschaltbarer Calixarene

Durch topografische AFM-Messungen kann die Konformatindeéung eines einzelnen
Calixarens direkt nachgewiesen werden. Dazu werden]AFMsSeoar und nach der UV-
Exposition miteinander verglichen. Maf3gebliche Gro3eedm die HOhe der Molekiile.

3,54 400
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1 ——t=45min
3,04 t=90 min

------- Emissionspektrum £ 380

2,5 ;
] i 1300
2,0

250
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Abbildung 4.17: Absorptionsspektren einer 1ImM Anthraéenhg in Chloroform vor
und nach 45 bzw. 90-minutiger Bestrahlung mit einer Halog@iple.
Zudem ist das Emissionsspektrum der Lampe dargestellt.

Samtliche in diesem Kapitel prasentierten AFM-Scans wurdé dem Veeco Multimo-
de (vgl. Kapite[3.1.R) durchgefuihrt. Damit jeweils dieigleen Molekiile vor und nach
der UV-Exposition verglichen werden kdnnen, sollen die Xzakne wahrend der Mes-
sung geschaltet werden. In Abbilduhg 4.17 wird gezeigtsdhss auch mit einer kon-
ventionellen Halogenlampe mdéglich ist, wie sie in der Prddeuchtung des AFM ge-
nutzt wird. Neben den Absorptionsspektren einer ein-mdlaren Anthracenldsung ist
das Emmisionsspektrum der Probenbeleuchtung aufgetr&@gernntensitat fallt unter-
halb von 400.m zwar stark ab, allerdings zeigen die Spektren nach 45 bzw.i@0dass
selbst diese vergleichbar geringe Intensitat fur die Disietung der Anthracene aus-
reicht. Da die Transmissionscharakteristik des gesampéaaben Systems nicht aul3er
Acht gelassen werden darf, ist die Kivette fur diese Messlinagst auf der Probenhalte-
rung des AEM befestigt.

Man kann also davon ausgehen, dass immobilisierte, pHatibare Calixarene durch
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die Probenbeleuchtung von der offenen in die geschlossaierin tberfihrt werden
konnen.

Vor der Immobilisierung der Calixarene werden [die TSG-Sulbstbeziglich ihrer Rau-
heit charakterisiert. Wegen der erwarteten geringen Anueder Molekiilhthe durch das
Photoschalten werden ausschlief3lich Substrate mit eingrd®ason weniger als 156
auf 500x 500nm? verwendet.
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Abbildung 4.18: AFM-Scan und Hohenprofil eines typischelGTSubstrats.

-1,00 nm

In Abbildung[4.18 ist ein typisches Substrat abgebilde¢ imobilisierung der Calixa-
rene wird wie in Kapite[3.313 beschrieben durchgeflhriGrSubstrate sind zwar sehr
glatt, aber nicht monokristallin wie z.B. Gold(111). Sie filgren somit nicht Gber eine
Fernordnung, wie sie kristallinen Festkdrpern zu EigerM&imehr kann man béi TSG-
Substraten nur von einer Nahordnung ausgehen, d.h. esegilgtith kleine kristalline
Domanen, die durch Defektbereiche voneinander getrendt fliese Defekte kdnnen
Ursache fir ,fehlerhaft* adsorbierte Calixarene sein: Diegét¢oren binden uber vier
Schwefelatome an das Substrat. Wenn mindestens eine digsbrstellen in den Be-
reich eines Substratdefektes fallt, ist es wahrscheintielss das Calixaren nicht mehr
.korrekt, d.h. senkrecht an die Oberflache bindet. Das batFolge, dass eine Veran-
derung der Molekilhdéhe nicht mehr in vollem Umfang detektieerden kann. Insofern
ist es essenziell, dass korrekt adsorbierte Molekiile vonAdeleren unterschieden wer-
den kénnen. Die Vorgehensweise wird in Abbildling 4.19 iliest. Einzelne Calixarene
werden durch eine Schwellwertmaske markiert und die HéédrteNung bestimmt. Das
ausgepragte Maximum bei &;2n kann nicht korrekt adsorbierten Calixarenen oder Sub-
stratdefekten zugeordnet werden. Zwischen 0,4 unah,Bleibt die Verteilung konstant,
um dann schnell abzufallen. Fir die Hohe der photoschaitb@alixarene selbst sind
keine Daten vorhanden, allerdings wurde die Hohe von Canem ohne Anthracenreste
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Abbildung 4.19: a) AFM Topografie-Scan einzelner Calixaremegebettet in eine
(Mono-) Lage aus Didecylsulfid auf einem TSG Substrat. Die
Calixarene werden mit einer Schwellwertmaske (rot) matkigrMit
einer Partikelanalyse wird die Hohenverteilung der mat&ie
Molekule ermittelt. Die eingesetzte Grafik illustriert di&hen der
Calixarene und der Didecyl Lage. Korrekt adsorbierte Cadirar
sollten mindestens 0;8n hoher erscheinen als ihre unmittelbare
Umgebung. Der entsprechende Bereich ist im Héhenhistograohm
schraffiert dargestellt.

abhangig von der Methode mit 1,8-2y&n bestimmt [118]. Fir die Hohe der Didecyl
(Mono-) Lage soll folgende geometrische Abschéatzung geniiBie C-C Bindung hat
eine Bindungslange von 152n und einen Bindungswinkel von 109,47° [79]. Aus neun
C-C Bindungen und einer C-S Bindung mit einer Bindungslange vdrp8[79] folgt
eine Gesamtlange von ca. L. Vor diesem Hintergrund erscheint es sinnvoll nur Cali-
xarene fir eine weitere Auswertung heranzuziehen, die esteds 0,8m hoher als ihre
unmitttelbare Umgebung erscheinen. Diese sind mit einfganrscheinlichkeit korrekt
an die Oberflache adsorbiert. In Abbildung 4.19b ist derprethende Bereich im Ho-
henhistogramm rot schraffiert.

Des Weiteren werden stark elliptische Strukturen nichgawertet. Fir die Messung der
Hohendifferenz durch die Konformationsanderung wird domkentration der Calixarene
auf der Oberflache so weit wie mdglich herabgesetzt. Wahiardié Probe in Abbildung
[4.19 das molare Verhaltnis von Calixarenen zu Didecylsubichnl:40 ist, wird es fiir die
eigentlichen Photoschaltexperimente bis auf 1:200 redu@bbildund 4.2D). Dies dient
vor allem der Vermeidung von Calixaren-Clustern, da dort tnicdftwendigerweise An-
thracengruppen desselben Molekuls dimerisieren.

Zur Ermittlung des H6henunterschiedes vor und nach der kpo6Eition werden jeweils
mindestens drei Scans aufgenommen. Die Messung wird wélkdesr20-minutigen UV-
Beleuchtung nicht unterbrochen. Aus den Topografiedatedemewie in Kapite[ 3.5)3
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Abbildung 4.20: a) Einzelne Calixarene auf einem TSG Substiteeinem markierten
Bildareal. b) Extrahierte ROI aus einer Serie aufeinandigefader
Scans. In der oberen Reihe vor der UV-Exposition und in desrent
Reihe nach 20-minutiger UV-Exposition. Der Mal3stab entyri
10nm.

beschrieben einzelne Hohenprofile extrahiert, gemittadt die Hohendifferenz im Ma-
ximum des Molekils bestimmt. Abbildurig4120a zeigt dine_ ARMnahme einzelner
Calixarene auf einern_TSG-Substrat. Der markierte Ausschatitn Abbildung[4.20b
dargestellt. In der oberen Reihe ist eine Serie vor und darurgch 20-mindtiger UV-
Exposition dargestellt. Bei diesen Aufnahmen sind ledigtiee Neigung und der Hohen-
Offset der Areale korrigiert. Zur Unterscheidung, ob diengesene Hohendnderung tat-
sachlich signifikant ist, oder ob es sich um zuféllige Flakionen handelt, wird ein mi-
nimales Signal zu Rausch Verhaltnis von drei vorausgedeiziRMS-Rauschamplitude
wird ermittelt indem die Standardabweichung fir jeden Ruigk Profile berechnet und
Uber das gesamte Profil gemittelt wird. Wie in den in AbbilgidnZ]1 dargestellten Daten
liegt die effektive Rauschamplitude im Bereich von #0v(c,fren, = 41 = 18 pm bzw.
Toffen = 37 £ 23 pm). Daraus lasst sich ein Schaltschwellwert von 320 ableiten.
Hohenanderungen unterhalb dieser Schwelle werden imspieht als Konformationsan-
derung interpretiert. In Abbildunig'4.P1 sind horizontaléhénprofile des in Abbildung
[4.20b markierten Molekils dargestellt, jeweils drei vola(f) und drei nach (rot) der
UV-Exposition. Deutlich ist der Unterschied in der Hohe tsdekils zu erkennen. Die
mittlere Hohendifferenz zwischen offener und geschlosséorm des Calixarens be-
tragt Ah = 182 + 42 pm. Die gemessene Hohendifferenz ist zwar klein, korrelibara
eindeutig mit der UV-Beleuchtung. Insofern ist die Konfotroasdnderung der Calixa-
rene eine schliissige Erklarung fir dieses Phanomen. Ind\bitg[4.22 sind gemittelte
Hohenprofile weiterer ,schaltender” und auch ,nicht satvadter* Calixarene dargestellt.
Auch hier liegen die Hohendifferenzen im Bereich von 200 Insgesamt sind auf sechs
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Proben 49 Molekille ausgewertet worden. Davon zeigten I8fikignt eine signifikant
groRere Hohe nach der UV-Beleuchtung. Die mittlere AndengigHohe betragt dabei
Ah = 221 4+ 43 pm.
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Abbildung 4.21: Hohenprofile des in Abbilduhg 4.20b mart@arCalixarens vor und
nach der UV-Beleuchtung.
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Abbildung 4.22: Hohenprofile ,photoschaltender” und ,riphotoschaltender”

Calixarene. Die Profile sind zur besseren Ubersicht vertikal
gegeneinander verschoben.
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4.2.4 Diskussion Calixarene

Dynamische Kraftspektroskopie

In dynamischen Kraftspektroskopie-Experimenten wurdertltermodynamischen Dis-
soziationsraterk);, und die Dissoziationslanger; von Anthracen modifizierten Cali-
xarenen und zwei verschiedenen Liganden ermittelt. Diesd@istionslangen fir Am-
monium Liganden sind nach der Standard-Theatje= 0,265 £+ 0,059 bzw. z5 =
0,148 + 0,006 nach denT_HBM-Ansatz. Fir Trimethylammonium ergibt sich agal
xg = 0,422 £ 0,082 bzw. 3 = 0,324 £ 0,016. Vergleicht man diese Werte mit den
berechneten van-der-Waals Durchmessern von Ammoniumr(@)3und Trimethylam-
monium (0,6nm) [108], erhalt man eine grobe Abschéatzung wie tief der LdyanRe-
zeptortasche bindet. Weiterhin sind die Ergebnisse ktargisit friheren Messungen an
Calixarenen, deren oberer Rand nicht modifiziert wurdée [31].

Fur den Vergleich mit ahnlichen Rezeptor-Ligand-Komplekisst sich die Bindungs-
energie der hier verwandten Systeme mit Hilfe einer abggzeh Dissoziazionskon-
stantenkKp = ’:;ff berechnen. Fir Rezeptor-Ligand-Wechselwikungen &gl durch
die thermodyna%ische Dissoziationsrafg dominiert [113]. Fir eine diffusionslimi-
tierte Assoziation is&? = 10°M~'s~! ein typischer Wert[[112, 113]. Damit ergibt
sich fir den Ammoniumligande&, = 5,4 - 10~5M nach der Standard-Theorie bzw.
Kp = 4,2 -107°M nach deni_HBM-Ansatz. Fur Trimethylammonium ergeben sich
analogKp = 9-107"M bzw. Kp = 2,2 - 107°M. Mit der Gibbschen freien Ener-
gie AG° = RTInKp kann die Bindungsenergie der verschiedenen Komplexe be-
rechnet werden: Damit ergibt sichG® = —30,0kJ mol~! (Standard-Theorie) bzw.
AG® = —30,7kJ mol~* (HBM) fur Ammonium und analog\G® = —34,5k.J mol ™!
bzw. AG® = —32, 3kJ mol~! fur Trimethylammonium. Diese Bindungsenergien korre-
spondieren sehr gut mit Werten, wie sie fur Cyclodextrineo@@r wasserloslichen Kavi-
tanden|[60] ermittelt wurden.

Der Vergleich zwischen Standard-Theorie Und HBM-Ansatgizelass beide Modelle
konsistente Ergebnisse liefern. Die Verteilungen der gdkmafte werden jedoch durch
den[HBM-Ansatz fur gro3e Kréafte jenseits des Maximums wéisbrivesser modelliert
als durch die nach der Standard-Theorie benutzten Normeivmg. Ferner fallen die
Fehler de§ HBM-Ansatzes tendenziell kleiner aus.
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Topografische AFM-Scans

Durch die topografischen AFM-Scans ist es gelungen die bdgt#ormen des Calixa-
rens vor und nach der UV-Exposition anhand der Molekulhdheirzterscheiden. Der
durch die Dimerisierung der Anthracene bedingte Hohenzbhwaon221 + 43 pm kann
auf den ersten Blick zu klein erscheinen: Die L&nge der kérzérchse des Anthracens
liegt bei etwa 28(Qm [1]. Dazu kommt noch die Dimehtylether-Gruppe, durch die da
Anthracen an den oberen Rand des Calixarens gebunden istctigetrenan jedoch die
GrolRenverhaltnisse von Sensorspitze und Rezeptormolé&giein Abbildund 4.213 dar-
gestellt sind, wird deutlich, dass die Anthracengrupperhao der offenen Konformation
einen wesentlichen Anteil an der messbaren Molekulhéheratiissen.

%

Abbildung 4.23: Mal3stabgetreue Darstellung von Calixaneme einer AFM Spitze
mit einem Spitzenradius vonron.

Allerdings konnen sie wegen der im Vergleich zum geschiessé/olekil groReren An-

zahl an Bewegungsfreiheitsgraden, der Sensorspitze weWigkerstand entgegenbrin-
gen. Insofern ist der gemessene Hohenzuwachs des gesrtdogSalixarens im Wesent-
lichen durch eine VergroRerung der Rigiditdt des Molekilsirgacht durch eine Ein-

schrankung der Bewegungsfreiheitsgrade bedingt.

Der geringe Anteil geschalteter Molekule hat wohl mehrerén@e. Einerseits ist die In-

tensitat des eingestrahlten Lichtes sehr gering. Die Uhastgauf einen UV-Laser kann

sicher zu einer gro3eren Schaltwahrscheinlichkeit fihZelem werden die Molekiile

unter Umgebungsbedingungen bestrahlt, was zur Folge &sd,rieben den Anthracendi-
meren unerwiinschte Nebenprodukte entstehen (siehe Ka@}edie ein Photoschalten
nicht mehr zulassen. Beabsichtigt man die Rezeptoren vieleereeMale zu schalten,

sollten diese Messungen entweder in einem entgasten eoy@m Losungsmittel oder
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unter Schutzgas z.B. Argon durchgefihrt werden.[Die AFMASaean diesem Vorgang
sind mit dem verwendeten Aufbau jedoch nicht ohne weiteréglich: Das Erwéarmen
der Probe wahrend des Scans fuhrt zu thermischen Drifteffeldie bereits bei einer
Temperaturerhbhung von etwa 10grofer sind als der Stellbereich des z-Piezos. AFMs
mit positionsgeregelten Piezostellelementen und grof3elb&reich konnen hier Abhilfe
schaffen. Ferner sollten diese Messungen in einem entgastg@nischen Loésungsmittel
stattfinden, was eine temperaturstabile, UV-transparteisigmesszelle voraussetzt.






5 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden Nahfeld-Wechselwirkungen zwistlethem Gold beschichte-
ten Sensor und einzelnen Quantendots sowie ein optisclittsmies supramolekulares
Rezeptormolekil untersucht. Fur die meisten der hier ptéstan Messungen kam ein
neu entwickeltes Rasterkraftmikroskop mit evaneszentebdtbeleuchtung und Fluo-
reszenzdetektion zum Einsatz. In diesem Kapitel sollefediebnisse resimiert und ein
kurzer Ausblick gegeben werden.

Die externe Kontrolle der Fluoreszenzemission von eireefpuantendots wird im ersten
Teil von Kapite[4 demonstriert. Abstandsabhéangige Erdrgnsfer-Effekte wie Fluores-
zenzdampfung und Elektronentransfer zwischen einem agtgr Fluorophor und einem
nanoskopischen Goldfilm haben einen messbaren Einflussekfubreszenzintensitat.
Durch die alternierende Variation des Abstandes einer Gekthichteten Sensorspit-
ze zu einem einzelnen Quantendot konnte dessen Fluoresamsmon reversibel vom
emittierenden in den dunklen Zustand ,geschaltet* weri@ea.Piezo-Stellelemente des
[AEM] ermdglichen den Abstand zwischen Sensor und FluoropfibiSub-Nanometer-
Auflésung einzustellen, wodurch die Abstandsabhangiglezif-luoreszenzemission ge-
messen werden konnte.

Durch[MDR-Simulationen war es moglich die beobachtetem&mi&ne prinzipiell zu
modellieren. Die separate Betrachtung von Anregungdiateund Quanteneffizieng
ermoglichte es, die Beitrdge von strahlungslosem Eneagister, Fluoreszenzverstar-
kung durch Exziton-Plasmon-Kopplung oder der lokalen ¥gksaing des externen Feldes
durch Oberflachenplasmonen aufzuschltsseln.

Im zweiten Teil von Kapitel 4 werden die Ergebnisse on SMB@erimenten an pho-
toschaltbaren Resorc[4]arenen prasentiert. Die thernaodisthe Dissoziationsratgy,
und die Dissoziationslange; konnten fur zwei verschiedene Liganden bestimmt werden.
Dabei wurden die experimentellen Daten nach zwei versehied Verfahren ausgewer-

91
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tet. Die Ergebnisse sind, unabhéngig von der verwendetewéiiung , konsistent mit
vorangegangenen Messungen. Diese wurden an nicht phattsahmodifizierten Cali-
xarenen und anderen vergleichbaren Systemen durchgefuhrt

Die Auswertung nach dem HBM-Ansatz zeigte einige Vorteilgeggiber der Standard-
Theorie: Die Verteilungen der Dissoziationskrafte wertdeaser modelliert und die Feh-
ler der Abschétzung von Dissoziationslange und Dissamatate sind fur gleiche Da-
tenséatze meistens kleiner als bei der Standard-Theorie.

Die Spezifitdt der Bindung konnte fur den Trimethylammoniuiganden im Kompetiti-
onsexperiment nachgewiesen werden. Die mit dem licht- wAsmeinduzierten Konfor-
mationswechsel des Rezeptors einhergehende Anderungfitetadfvurde kraftspektro-
skopische demonstriert. Ferner konnte durch topografiaéid Messungen das Schlie-
Ren des Rezeptors durch eine Vergrol3erung der Molekilhdfhgeaiesen und quanti-
siert werden.

Photoschaltbare Resorcarene bieten durch die vielfaltiggische Modifizierbarkeit ein
grol3es Potential fur zukinftige Experimente: So konntenhiler verwendeten photo-
schaltbaren Calixarene als molekulare Pinzetten verwemeieten: Die Dissoziation ei-
nes gebundenen Liganden sollte durch ,verschlieRen* desf@azs erschwert oder gar
verhindert werden kénnen. Ebenso erscheint es moglichpptioaltbare Calixarene als
molekulare Datenspeicher zu verwenden. Selbstassetelliiemolagen kdnnen optisch
.beschriebeniind mittels AFM (kraftspektroskopisch odgografisch) ausgelesen sowie
durch Erwarmung ,geléscht” werden.

Abbildung 5.1: Identifikation einer spezifischen Bindungatuden lokalen
Energietransfer zwischen der angeregten Anthracen-@rdeg
Rezeptors auf einen nahe des Liganden befindlichen Akzeptor

Weiterhin ist auch dynamische Kraftspektroskopie mit Fésaenz-Feedback denkbar
(Abbildung[5.1): Einfach Anthracen modifizierte Calixarédmnen als fluoreszenzmar-
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kierte Rezeptoren dienen. Durch entsprechend modifiziegniden kann Fluoreszenz-
guenching oddr ERET den Komplex anzeigen. So kdnnten eiteespezifische Bindung
identifiziert werden. AulRerdem ist es denkbar alternativelBgsdomanen fur komplexe-
re Systeme zu identifiziert. Zudem hat man bereits vor ddtikdazierten Dissoziation
des Komplexes die Information, ob ein Ligand an den Rezembuigden hat. Fur aus-
reichend langlebige Bindungen eréffnet das die Moglichkeéitere Manipulation am
Komplex vorzunehmen.

Am Beispiel der Calixarene wird jedoch auch deutlich, dass$igostraten in Zukunft
verstarkte Aufmerksamkeit geschenkt werden muss. Die Ioisierung auf Gold ist
nicht optimal fur derartige kombinierte Experimente. Didizaene missten am unteren
Rand chemisch entsprechen modifiziert werden, um eine Inlisiening auf Glas zu
ermadglichen. Eine Alternative dazu kdnnten jedptiotonischeSubstrate sein [88]. Die
[MDP-Simulationen haben gezeigt, dass die Fluoreszengamisines Farbstoffes stark
von der Geometrie des jeweiligen Quenchers abhangt. In deeNon sehr scharfen
Goldspitzen kénnen die Verstarkung des externen Felde®ipad-Dipol-Kopplung die
Fluoreszenzdampfung Uberwiegen. Insofern kénnten distngturierte Goldfilme als
Substrate dienef. MDP-Simulationen sind hier sicherdigfr. Voraussetzung ist jedoch
eine Erweiterung der Software auf echt dreidimensionalen@rien. Fur derartige Mo-
delle wachsen jedoch auch die Anforderungen an die Hardwamaplexe Systeme mit
mehreren Grenzflachen verlangen leicht mehr als ein Tezalndeitsspeicher und ent-
sprechend leistungsfahige Prozessoren. Geschicktes iRextuder Grenzflachen, Aus-
nutzen von Spiegelsymmetrien und Beschrankung auf klenegjichensionale Geome-
trien kann den Speicherbedarf jedoch auf etwa 100 Gigabyerslassen. Dies erscheint
in den nachsten Jahren durchaus erreichbar zu sein.

Die Fulle der sich er6ffnenden Mdglichkeiten macht dettlidass eine Kombination
von Rasterkraftmikroskopie und Photonik eine Vielzahl mggar experimenteller An-
satze ermdglicht. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nur einlemigsweise kleiner Aus-
schnitt beleuchtet werden. Trotz, oder gerade wegen d&tarsden Herausforderungen
erscheint es sicher, dass dieses Thema in den nachsten faduimierende Ergebnisse
hervorbringen wird.
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