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1 Einleitung

Die optische Wahrnehmung und Untersuchung der ihn umgebenden Dinge und Phéno-
mene gehort fiir den Menschen zu den wichtigsten Methoden auf dem Weg zum Verstéind-
nis der Natur. Mit der Entwicklung der Lichtmikroskopie im 17. Jahrhundert eréffnete
sich die Moglichkeit, eine bis dahin verborgene Welt sichtbar zu machen und zu erfor-
schen. Als erster hat Antoni van Leeuwenhoek ein Lichtmikroskop gebaut und wissen-
schaftlich genutzt. Der Jenaer Physiker Ernst Abbe erarbeitete wesentliche wissenschaft-
liche Grundlagen zum Bau von Mikroskopen und produzierte diese zusammen mit Carl
Zeiss in dessen optischen Werkstétten. Das Lichtmikroskop ist bis heute ein unentbehrli-
ches Instrument in vielen wissenschaftlichen Disziplinen, vor allem bei der Untersuchung
biologischer Proben, aufgrund seiner Nichtinvasivitét, leichten Handhabung und relativ
geringen Kosten. Allerdings ist die, mit konventiollen optischen Methoden erreichbare
raumliche Auflésung auf ungefiahr die Hélfte der verwendeten Wellenlénge begrenzt. Fiir
das sichtbare Licht liegt diese theoretische Auflésungsgrenze bei 200-300 nm, was seinen
Einsatz bei vielen Anwendungen, vor allem bei der Untersuchung einzelner, nahe bei-
einander liegender Molekiile innerhalb eines groflen Ensembles, einschrinkt.

Fiir viele Wissenschaftler war es ein lang gehegter Traum einzelne Molekiile mit einer
hohen lateralen Auflésung untersuchen zu kénnen. In allen physikalischen, chemischen
oder biologischen Lehrbiichern werden individuelle Molekiile zur Erliuterung der Grund-
prinzipien, wie der Wechselwirkung von Licht mit Materie, chemischen Reaktionen oder
Zellprozessen in lebenden Organismen herangezogen. Aber es war viel einfacher einzel-
ne Molekiile zu zeichnen, als sie tatsédchlich zu beobachten. Bis zur Mitte der achtziger
Jahre basierten die wissenschaftlichen Erkenntnisse auf der Beobachtung des kollektiven
Verhaltens grofler Molekiilensemble.

Diese Einschrinkung motivierte die Entwicklung hoch auflésender Techniken zur Detek-
tion einzelner Molekiile, der sogenannten Rastersondenmikroskope (engl. Scanning Pro-
be Microscope, SPM). In einem SPM wird die Wechselwirkung einer Sonde (meist einer

sehr feinen Spitze) mit einer Probenoberfliche als Bildkontrast aufgezeichnet. Gleich-
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zeitig wird die Spitze rasterformig {iber die Probe gefiihrt und man erhélt damit eine
Messung zu jedem diskreten Rasterpunkt (Pixel), die zu einem Bild zusammengesetzt
werden. Die einzelnen Mikroskope werden aufgrund der Natur der Wechselwirkung zwi-
schen Spitze und Probe unterschieden. Das erste Instrument dieser Art war das Raster-
tunnelmikroskop (engl. Scanning Tunneling Microscope, STM) [1], bei dem der quanten-
mechanische Tunnelstrom, der zwischen einer Metallspitze und einer ebenfalls leitenden
Probe bei Abstéinden im Angstrom-Bereich fliesst, gemessen wird. Hieraus entwickelten
sich weitere Rastersondenverfahren, wie z.B. das Rasterkraftmikroskop (AFM). Bei die-
ser Methode wird die Kraft zwischen der Probe und einer Spitze gemessen, die an einer
Blattfeder (engl. Cantilever) befestigt ist.

Weitere Vertreter hochauflésender Mikroskope sind das Rasterelektronenmikroskop (engl.
scanning electron microscope, SEM) und das Transmissionselektronenmikroskop (engl.
transmission electron microscope, TEM). Die Einfiihrung und Weiterentwicklung dieser
Formen der Mikroskopie brachte einen unglaublichen Gewinn an rdumlicher Auflésung,
bis hin zur Abbildung einzelner Atome.

Viele dieser hochauflésenden Techniken stellen jedoch hohe Anforderungen an die Pro-
benpriaparation und haben die Flexibilitdt der Arbeitsumgebungen stark reduziert. So
muss eine Probe fiir elektronenmikroskopische Untersuchungen Vakuum geeignet und
beim SEM in der Regel leitend sein. Fiir biologische Proben bedeutet das, dass sie
getrocknet und mit einem Metallfilm beschichtet werden miissen. Da die biologischen
Préparate meistens aus leichten Elementen bestehen (H, C, N, O, P...), ergibt sich bei
Untersuchungen mit dem TEM ein weiteres Problem durch die grofle Ordnungszahl-
abhiingigkeit des elastischen Streuquerschnitts (~ 23/2), der bei der Abbildung eine tra-
gende Rolle spielt. Daher werden biologische Proben mit amorphen Schweratomsalzen
“gefiarbt “. Die ionoiden Schweratomverbindungen lagern sich an polare Gruppen der
biologischen Makromolekiile an und erzeugen aufgrund ihrer stérkeren elastischen Elek-
tronenstreuung einen Kontrast. Obwohl diese Techniken eine Menge wichtiger Struk-
turdaten biologischer Proben geliefert haben, sind in vitro oder dynamische Messungen
nicht méglich. Das AFM hingegen ist in der Lage Proben unter Umgebungsbedingun-
gen und sogar in Fliissigkeit zu untersuchen, liefert aber wenig chemische Informationen.
Meist enthiillt das AFM topographische Infromationen, die bei Proben mit komplizier-
ter Morphologie schwierig zu interpretieren sind. Der Wunsch die hohe Auflésung dieser
Techniken mit der Empfindlichkeit, Spezifitdt und Flexibilitdt der optischen Techniken
zu kombinieren hat zur Entwicklung des optischen Nahfeldmikroskops (engl. Scanning
Near-Field Optical Microscope, SNOM) gefiihrt.

Die Grundidee des Apertur-SNOM, die bereits in den 20er Jahren des 20. Jahrhunderts



von E.H. Synge [2] vorgeschlagen wurde, ist es eine spitzenférmige Sonde mit einer Sub-
Wellenlédngen-Apertur am Ende in unmittelbare Ndhe einer Probe zu bringen. Dadurch
ist die erreichbare Auflésung nicht durch Beugung auf ~ \/2 beschréinkt, sondern wird
durch den Aperturdurchmesser (typischerweise A/10) bestimmt. Vorausgesetzt, dass der
Abstand zwischen Sonde und Probe kleiner als der Aperturradius bleibt. Die mit dem
SNOM erhaltene optische Information stammt von dem Teil der Probe, der innerhalb
des Nahfeldes der Sonde liegt, bei typischen Abstdnden von wenigen Nanometern.

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Fluoreszenzmessungen wurde ein sogenanntes
Apertur-Transmissionsnahfeldmikroskop im Beleuchtungsmodus verwendet. Hierbei ar-
beitet die Sonde als Sub-Wellenléngen-Lichtquelle und die Fluoreszenz der Probe wird
nach Transmission durch die Probe und Sammeloptik im Fernfeld detektiert. SNOM
ist eine Rastersondentechnik und erméglicht dadurch die Aufzeichnung der Probento-
pographie, wobei die laterale Auflésung durch die Spitzengeometrie bestimmt wird. Der
Abstand zwischen Sonde und Probe wird mittels Scherkraftregelung auf einen konstan-
ten Wert im Nanometerbereich eingestellt.

Das SNOM bietet fiir viele Anwendungen deutliche Vorteile gegeniiber anderen Techni-
ken der Einzelmolekiildetektion. Zunéachst einmal ist die optische Auflésung besser, als
bei den beugungslimitierten Fernfeldmethoden. Dies fiihrt zu einer hoheren Genauig-
keit bei der Lokalisierung und erlaubt die individuelle Beobachtung einzelner Molekiile
bei geringeren gegenseitigen Abstdnden. Das geringe Anregungsvolumen macht SNOM
zu einer oberflichensensitiven Technik, reduziert wesentlich das Hintergrundsignal und
es werden weniger Molekiile gebleicht. Desweiteren konnen die optischen FEigenschaf-
ten mit der Topographie korreliert werden. Zudem sind SNOM-Messungen sehr sensitiv
beziiglich der Orientierung einzelner Molekiile. Die Sonde kann zusétzlich zur Manipu-
lation und Kontrolle der Probe verwendet werden.

Die erste Nahfeldabbildung gelang 1972 Ash und Nicholls [3] mit Mikrometerwellen
(I = 3¢m) an einem metallischen Liniengitter. Mit ihrem Aufbau konnten sie in einer
Dimension eine Auflésung von einem Sechzigstel der Wellenléinge demonstrieren. Aller-
dings stand erst durch die Entwicklung des Rastertunnelmikroskops [1] im Jahre 1981
die fiir die Abstandsregelung der Apertur in einem Bereich von wenigen Nanometern
iiber der Probe erforderliche Technik zur Verfiigung. Diese ermoglichte 1984 die ersten
Nahfeldmessungen im sichtbaren Wellenldngenbereich durch Pohl et al. [4] und Lewis
[5]. Seit diesen Pionierarbeiten wurde viel Energie in die Entwicklung neuer Techniken
der Nahfeldmikroskopie [6, 7, 8] investiert. Die Distanzregelung mittels Scherkraftmes-
sung [9] erlaubt inzwischen die Wechselwirkung des Sondennahfeldes mit der Probe und

damit eine routineméfige Auflosung unterhalb der Abbe “schen Beugungsgrenze [9, 10].
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1993 gelangen Betzig und Chichester [11] die ersten Beobachtungen einzelner Molekiile
mit Hilfe der Nahfeld-Fluoreszenzmikroskopie bei Zimmertemperatur. Bis dahin war die
Untersuchung einzelner Molekiile auf tiefe Temperaturen beschrinkt. Spétere Anwen-
dungen des SNOM bei der Einzelmolekiildetektion beinhalten FRET-Untersuchungen
[12], Einzelmolekiildiffusion und Rotation in einer Polymermatrix [13] und die Detek-
tion fluoreszenzmarkierter DNA-Stréinge, sowie des Green Fluorescent Proteins (GFP)
[14]. Heutzutage hat sich die Fluoreszenzdetektion und -spektroskopie einzelner Mo-
lekiile [13, 15] und Zellen [16] mittels optischer Nahfeldmikroskopie (SNOM) zu einem
dynamischen Forschungsgebiet entwickelt. Diese Methode bietet ein hohes Potential fiir
einen groflen Bereich an Disziplinen wie Materialuntersuchungen [17], analytische Che-
mie und Biologie [18].

Ziel dieser Arbeit war die optische Detektion einzelner fluoreszierender Molekiile. Dazu
wurde ein optisches Rasternahfeldmikroskop basierend auf einer kommerziellen Raster-
und Ann#herungseinheit, die in ein inverses optisches Mikroskop integriert wurde auf-
gebaut. Ein wesentlicher Bestandteil der Arbeit war die Entwicklung einer Technologie
zur reproduzierbaren Herstellung von Apertur-Nahfeldsonden auf der Basis optischer
Glasfasern. Mittels des SNOM und der selbst hergestellten Sonden wurden Einzelmo-
lekiilmessungen an Farbstoffmolekiilen in einer Polymermatrix, sowie oberflichenimmo-

bilisierten, fluoreszenzmarkierten DNA-Molekiilen durchgefiihrt.
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In diesem Kapitel werden die Grundlagen der Arbeit vorgestellt. Dazu wird zuerst das
Prinzip der optischen Nahfeldmikroskopie erldutert und verschiedene Konfigurationen
dieses Mikroskoptyps beschrieben. Die Abstandsregelung zwischen Sonde und Probe
erfolgt mittels Scherkraftdetektion. Fiir die Interpretation der Messergebnisse werden
verschiedene Auflésungskriterien verwendet, diese werden kurz erldutert. Da in erster
Linie fluoreszenzmarkierte Proben gemessen werden sollen, werden die Grundlagen der
Fluoreszenz dargestellt. Abschliessend erfolgt eine Vorstellung der im Rahmen dieser

Arbeit untersuchten biologischen Proben.

2.1 Optische Nahfeldmikroskopie

Die beugungsbedingte Auflosungsgrenze der konventionellen Mikroskopie geht aus der
Grofle des Punktes hervor, auf die ein Lichtstrahl mit einer Linse fokussiert werden
kann. Im Fokuspunkt bildet der Strahl eine symmetrische Struktur konzentrischer Ringe,
die sogenannten Airy-Scheibchen. Die Dimensionen der Airy-Scheibchen wurden 1873
erstmals von Ernst Abbe [19] detailliert beschrieben. Nach Abbe ist der Abstand d, vom
Punkt grofiter Intensitéit in der Mitte des zentralen Maximums, zum ersten Minimum

der Intensitéit gegeben durch
Az = 0.61(\g/nsind) (2.1)

wobei )\g die Vakuum-Wellenldnge, n der Brechungsindex des umgebenden Mediums
und @ der Offnungswinkel des fokussierenden Elements ist. Der Nenner in Gleichung 2.1

wird als Numerische Apertur (NA) bezeichnet :
NA = nsinf (2.2)

Sie ist ein Maf fiir das Lichtsammelvermogen einer Linse oder eines Linsensystems. Die

NA kann bei modernen Objektive, die in Medien mit hohem Brechungsindex arbeiten,
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Werte bis 1.4 erreichen. Nachdem nun das Intensitétsprofil des fokussierten Lichtstrahls
beschrieben werden kann, stellt sich die Frage der optischen Auflésung. Wie nah kénnen
zwei Objekte beieinander sein und trotzdem noch durch ein, mit Linsen arbeitendes,
optisches System aufgeldst werden?

Hierzu wird das Rayleigh-Kriterium herangezogen, das besagt, dass zwei Objekte dann
aufgelost werden kénnen, wenn ihr Abstand mindestens dem in Gleichung 2.1 gegebenen
entspricht. Nimmt man eine heute erreichbare Numerische Apertur von 1.4 an, so kann
Gleichung 2.1 auf Az = \/2 vereinfacht werden. Die maximal erreichbare Auflosung
entspricht also in etwa der Hilfte der verwendeten Wellenlédnge und liegt fiir sichtbares
Licht bei 200-300 nm.

Diese Beschrankung war schon lange bekannt und fiihrte dazu, dass nach alternativen
Wegen zum Erreichen einer hoheren Auflésung gesucht wurde. Bereits in den 20er Jahren
des 20. Jahrhunderts schlug E.H. Synge [2] einen neuen Typ von optischen Mikroskopen
vor, um die Beugungsgrenze zu umgehen. Diese visiondre Verdffentlichung bildet die
Grundlage aller modernen SNOMs. Obwohl technisch damals noch nicht realisierbar,

war seine Idee erstaunlich einfach.

einfallendes Licht (1)

lichtundurchlassiger
Schirm
VVVYVY
Nahfeld d,<A 2dig | Probenoberfliche
[ J ]

1
Fernfeld d,>A / Q

¢—>

A

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung von Synges Idee.

Eine Aufiosung unterhalb der Beugungsgrenze lésst sich folgendermassen errei-
chen: Einfallendes Licht fillt durch ein kleines Loch in einem undurchsichtigen
Schirm. Der Durchmesser des Lochs ist kleiner als die Wellenldnge des Lichts.
Platziert man den Schirm sehr nah iiber einer Probe, so ist das Licht gezwun-

gen mit der Probe zu wechselwirken, bevor es gebeugt wird.
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Synge schlug vor, ein Loch mit einem Durchmesser kleiner als die verwendete Wel-
lenlédnge in einem lichtundurchléssigen Schirm als Mikroskopapertur zu verwenden. Wenn
man nun die Riickseite dieses Schirmes mit einer starken Lichtquelle beleuchtete, so
wiirde das durch das Loch hindurchtretende Licht von den Dimensionen des Lochs be-
grenzt werden. Brichte man nun diesen Schirm in die unmittelbare Nihe einer Probe,
so konnte das aus der Apertur tretende Licht ein Objekt abbilden, bevor es gebeugt
und damit die Auflésung verschlechtert wiirde. Der schematische Aufbau dieser Idee ist
in Abb.2.1 gezeigt. Die Umsetzung scheiterte jedoch damals an den technischen Anfor-
derungen. Die Aperturherstellung, eine geeignete Beleuchtungsquelle, sowie die Proben-
Handhabung und Abstandsregelung waren wohlbekannte, aber zu dieser Zeit unlésbare
Probleme. Erst durch die Entwicklung des Rastertunnelmikroskops [1] (im Jahre 1981)
stand die fiir die Abstandsregelung der Apertur in einem Bereich von wenigen Nano-
metern iiber der Probe erforderliche Technik in Form piezoelektrischer Translatoren
zur Verfiigung. Diese ermoglichte 1984 die ersten Nahfeldmessungen im sichtbaren Wel-
lenldngenbereich durch Pohl et al. [4] und Lewis [5].

Obwohl sie immer noch nicht vollstindig zur Routine geworden sind, werden hoch-
auflosende optische Messungen mit dem SNOM inzwischen bei vielen Fragestellungen

von der Festkorperphysik bis zur Biologie eingesetzt.

2.1.1 Das Prinzip

Mit einem optischen Nahfeldmikroskop ist man in der Lage, eine rdumlich hohere op-
tische Auflésung zu erreichen, als aufgrund der Abbe’schen Beugungsgrenze moglich
ist. Zur Realisierung eines Apertur-SNOM greift man auf die Idee von Synge zuriick
und schickt Licht durch eine Apertur, deren Durchmesser sehr viel kleiner ist als die
Wellenléinge A der verwendeten Strahlung. Die hohe Auflésung des SNOM begriindet
sich vor allem in der grossen Lokalisierung des elektromagnetischen Feldes in der eng-
sten Umgebung (Abstand bis zur GréBenordnung von \) der Apertur, dem sogenannten
Nahfeld. Dort beobachtet man keine Beugungserscheinungen.

Mit zunehmendem Abstand von der Apertur erfolgt der Ubergang ins Fernfeld, wobei
die Beugung zunéchst durch den Fresnel-Formalismus und dann durch die Fraunhofer-
Niherung beschrieben wird [20].

Im Zusammenhang mit der Rastersondenmikroskopie wird allgemein vom Nahfeld einer
Sonde und deren Wechselwirkung mit einer Probe gesprochen, ohne dass damit ein be-
stimmtes physikalisches Phinomen gemeint wére. Die Begriffe des optischen Nah- und

Fernfeldes stammen jedoch aus der klassichen Optik, wo sie das Beugungsverhalten einer
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Blende und die Stahlungscharakteristik eines elektromagnetischen Dipols beschreiben.
Um einer moglichen Verwechslung dieser Begriffe vorzubeugen, werden die klassichen
Begriffe kurz erlautert.

Bei der Berechnung der Beugung einer Lichtwelle an einem Spalt oder einer Lochblen-
de wird abh#ngig von dem Abstand von Beugungsquelle und Beobachter zwischen der
Fresnel- und Fraunhofer-Beugung unterschieden [20]. Der Giiltigkeitsbereich der Fresnel-
beugung beginnt mit einem Abstand weniger Wellenléingen hinter der Lichtquelle. Mit
zunehmender Entfernung vom beugenden Objekt erfolgt der Ubergang in das Fernfeld.
Dies ist der Giiltigkeitsbereich der Fraunhofer-Néherung.

Fourieranalyse des optischen Nahfeldes

z>0 kz k

\ 4

\ 4 lgcy

Z

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Beleuchtung eines Objektes.

Ein Objekt der GréBe 6 am Ort z = 0 wird aus dem Halbraum mit z < 0
beleuchtet. Ebenfalls dargestellt ist das Verhéltnis der entsprechenden Wellen-

vektoren zueinander.

Liegt die Quelle eines monochromatischen elektromagnetischen Feldes in dem Halb-
raum mit z < 0 (Abb.2.2), so ldsst sich dieses Feld fiir z = 0 beschreiben durch [21]:
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| |
B(R) = / / F(k,,, 2 = 0)cKa Tk, (2.3)

mit R = (z,9,0), k;, = (k;,k,) und r = (z,y,0) Das Feld besitzt ein zweidimen-
sionales Fourierspektrum F(k,,, z) mit den realen Wellenvektoren k,,, die parallel zur
Ebene z = 0 liegen. Das elektrische Feld E(R) fiir z > 0 muss die Helmholtz-Gleichung
erfiillen:

(V2+K)E(R) =0 (2.4)

Hieraus ergibt sich mit |k |= 27/ eine lineare Differentialgleichung 2. Ordnung zur

Entwicklung der Fourierkomponenten F(k,,, z):

d2
(ﬁ + k2)F (kyy, 2) = 0 (2.5)

Fiir die z-Komponente des Wellenvektors k, gilt:

k., =/k>— k., (2.6)

Bei einer Beleuchtung aus dem Halbraum z < 0 ergibt sich dann fiir das Feld im
Bereich z > 0 folgende allgemeine Losung [22]:

E(R) / Ay (kyy )X e Xt gk, (2.7)

1
Y

Diese Gleichung stellt ein Spektrum von ebenen Wellen der Form Ackr dar, mit der
Amplitude A;(k,,) und den Wellenvektoren k = (k,,, k,). Mit Gleichung 2.3 fiir 2 = 0

ergibt sich am Ort z = d des Detektors:

1 .
E(x, Y, d) — % // F(kmy, O)Gz(kzyI'Jrkzd)dey (28)

Die Struktur- und Grofieninformationen iiber ein Objekt, welches sich in der Ebene
2z = 0 befindet, sind in den Wellenvektoren k,, enthalten. Hierbei korreliert ein grofier
Wert von |k|= 27 /6 mit einer kleinen Objektgrofie § und umgekehrt [23].

Es lassen sich nun zwei Félle unterscheiden:

(a) k, ist reell. Dieses ist gleichbedeutend mit | k |>|ky, |. Hieraus folgt 2w /A > 27/
bzw. 0 > A. Daher kénnen die Fourierkomponenten nur Strukturinformationen in der
Feldverteilung enthalten, die grofler sind als die Wellenléinge A. Es liegt eine propagie-
rende Welle vor, die sich in Richtung k ausbreitet.

(b) Anders sieht die Situation aus, wenn k, imaginér ist. Dieses hat zur Folge, dass die
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Amplitude des elektromagnetischen Feldes exponentiell in Richtung z abnimmt. Dies
ist der sogenannte evaneszente (verschwindende) Anteil des Feldes, der exponentiell mit
der Entfernung vom Objekt abnimmt. Fiir die Wellenvektoren gilt | k |<|k,, |. Hieraus
folgt 27 /X < 2w /6 bzw. § < A. Damit konnen Strukturinformationen iiber Objekte bei
z = 0 detektiert werden, die kleiner als A sind. Aufgrund der exponentiellen Abnahme
lassen sich diese jedoch nur in unmittelbarer Nihe des Objektes bestimmen.

Es ist also méglich durch Untersuchung des evaneszenten elektromagnetischen Feldes
Strukturen abzubilden, die kleiner als die verwendetet Wellenlénge sind. Die Nahfeld-
sonde erzeugt in diesem Fall durch die Wechselwirkung mit dem lokalen evaneszenten
Feld eine propagierende Welle, deren Amplitude derjenigen des evaneszenten Feldes ent-
spricht.

Theorie der Abbildung im Nahfeld

W=120

W=100

/\ [ W
/\_/\ 1201|a|

Abbildung 2.3: Intensitétsverteilung

Berechnete Intensitéitsverteilung I(x) fiir ein Objekt in einem Nahfeldinstru-
ment, bestehend aus einem Objekt (Doppelspalt) und einer Nahfeldsonde
(Blende) nach [24]. Die Nahfeldsonde mit einer Aperturgréfie W wird im Ab-

stand z vom Doppelspalt gerastert. Alle Abmessungen in Nanometer.

Um die Intensititsverteilung von realen Objekten in einem Nahfeldmikroskop qua-

litativ abschétzen zu konnen, kann man folgendes einfaches zweidimensionales Modell
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2.1 Optische Nahfeldmikroskopie

betrachten. Ein Doppelspalt stellt das zu untersuchende Objekt dar. Dieser wird ho-
mogen mit monochromatischem Licht von der Riickseite beleuchtet. Als Nahfeldsonde
dient eine kreisférmige Blende, deren Durchmesser kleiner als die Wellenlénge des ver-
wendeten Lichtes ist. Diese Blende kann lateral vor der Probe bewegt werden, was dem
Rastervorgang eines Nahfeldmikroskops entspricht. Hinter der Blende befindet sich der
Detektor. Um die Intensitédtsverteilung am Detektor zu erhalten, wird das elektroma-
gnetische Feld am Detektor in Fourierkomponenten am Doppelspalt und der Blende
entwickelt. Details der Rechnung sind in [25, 26] wiedergegeben. Auf diese Weise erhélt
man die in Abb. 2.3 gezeigte Intensititsverteilung.

Das Objekt wird nur fiir den Fall exakt, d.h. ohne Ausschmieren der Rédnder, abgebildet,
dass der Abstand zwischen Blende und Doppelspalt gleich Null ist und der Durchmes-
ser der Blende gegen Null geht. Die Abbildung des Objektes wird mit zunehmendem
Blendendurchmesser und zunehmenden Abstand zwischen Blende und Objekt immer
unschérfer. Dies sind auch fiir die reale Nahfeldmikroskopie die entscheidenden Fak-
toren, die die erreichbare Auflosung beeinflussen. Die Blende bzw. die Nahfeldsonde
bewirkt eine Umwandlung der evaneszenten Feldanteile in propagierende Wellen, die im

Fernfeld vom Detektor registriert werden kénnen [25, 26].

Das optische Nahfeld

Das Nahfeld tritt nicht nur bei Aperturen mit einem kleinerem Durchmesser als der
Wellenlédnge des Lichts auf, sondern auch bei anderen Strukturen, wie z.B. einem oszil-
lierenden Dipol.

Die Berechnung der Feldverteilung in der N#he einer Apertursonde kann iiber Mo-
dellndherungen erfolgen. Erste brauchbare, auf eine Nahfeldsonde i{ibertragbare, Be-
rechnungen stammen von Bethe [27] und wurden durch Bouwkamp [28] verfeinert. Ver-
einfachend wurde die Transmission einer senkrecht einfallenden ebenen Welle durch
eine kreisrunde Apertur berechnet, die sich in einem perfekt leitenden Metallschirm
verschwindender Dicke befindet. Von derselben idealen Apertur ausgehend berechnet
Betzig das Profil des Nahfeldes [29].

Die von Betzig berechneten Profile sind in Abb. 2.4 dargestellt. Die Halbwertsbreiten
der Feldprofile wurden fiir drei AperturgréBen (w=200, 100 und 50 nm) berechnet. Die
Daten zeigen, dass die rdumliche Verteilung des Nahfeldes direkt hinter der Apertur
eine starke Abhéngigkeit vom Abstand zur Apertur zeigt. Obwohl die hier gezeigten

Daten fiir ein ideales System berechnet wurden, dass in vieler Hinsicht von einem rea-
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2 Grundlagen

len SNOM-Aufbau abweicht, unterstreichen sie die Notwendigkeit, die Nahfeldsonde in
unmittelbare Ndhe zur Probe zu bringen.

Die Berechnung des Feldes einer realen Apertur ist nur noch numerisch méglich. Um zu
aussagekriftigen Ergebnissen zu kommen, ist es entscheidend, dass die Wechselwirkun-
gen mit der Probe beriicksichtigt werden. Verwendete Simulationsmethoden sind z.B. die
Multiple-Multipol-Methode (MMP) oder die Finite-Differenzen-Zeit-Doménen-Methode
[24].

—| w =200 |et— i —»| 100 |j=a— * — |50 |u— i

|
)
o

\ /' /\

Abbildung 2.4:  Schematische Feldverteilung hinter einer idealen Apertur in

0st

©
o

einem perfekt leitenden endlichen dicken Schirm, nach [24, 29].

Eine ebene Welle beleuchtet die Apertur von oben und tritt unten aus der
Apertur wieder aus. Gezeigt wird die Halbwertsbreite der Feldverteilung fiir
jeweils drei unterschiedliche Aperturdurchmesser (w) und Schirmdicken (b).

Alle Abmessungen in Nanometer.

2.1.2 Konfigurationen

Die Anzahl der moglichen SNOM-Konfigurationen scheint nur durch die Phantasie der
Entwickler der Nahfeldmikroskope begrenzt zu sein. Dieses Kapitel gibt einen Uberblick
iiber die derzeitig verwendeten SNOM-Konfigurationen und Sondentypen.

Abbildung 2.5 zeigt sechs der gebrauchlichsten, auf Glasfasern als Nahfeldsonde basie-
renden Betriebsmodi. Bei den Konfigurationen (a)-(e) handelt es sich um Aperturson-
den. Bei (f) wird eine unbedampfte Glasfaser verwendet. Wird das SNOM im Sam-
melmodus (a) betrieben, so wird die Probe aus dem Fernfeld beleuchtet und damit
einer relativ groflen Lichtintensitéit ausgesetzt. Besser geeignet fiir Fluoreszenzmessun-
gen ist daher der weit verbreitete Beleuchtungsmodus (b), bei dem die Probe mit einer
Apertursonde beleuchtet und das Licht nach Wechselwirkung mit der Probe im Fernfeld
detektiert wird. Dies verhindert das vorzeitige Ausbleichen der Farbstoffe. Da im Rah-

12



2.1 Optische Nahfeldmikroskopie

men dieser Arbeit Fluoreszenzmessungen an Biomolekiilen durchgefiihrt wurden, wurde
diese Konfiguration des SNOM gewéhlt.

L A
VAR VAR |

(@) ——emttatin (B) ——mstam () ——totien

tHi ¢

A A
L S

Abbildung 2.5: Gebriuchlichste Konfigurationen des SNOM nach [24].
(a) Beleuchtung aus dem Fernfeld, Detektion mit der Nahfeldsonde in

Transmission.

(b) Beleuchtung mit der Nahfeldsonde, Detektion im Fernfeld in Transmission.
(¢) Beleuchtung und Detektion mit der Nahfeldsonde in Reflexion.

(d) Beleuchtung aus dem Fernfeld, Detektion mit der Nahfeldsonde in
Reflexion.

(e) Beleuchtung mit der Nahfeldsonde, Detektion im Fernfeld in Reflexion.
(f) Beleuchtung der Probe von unten aus dem Fernfeld unter einem Winkel,

der zur Totalreflexion fiihrt, Detektion mit der nicht metallisierten Nahfeld-

sonde.

Bei Messungen an nicht transparenten Proben, wie z.B. Halbleitern, muss oft eine

Konfiguration gewihlt werden, die in Reflexion arbeitet (c-e). Diese Konfigurationen
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sind apparativ aufwéndiger, wenn ein Grofiteil des reflektierten Lichtes detektiert wer-
den soll. Wird die Nahfeldsonde sowohl fiir die Beleuchtung, als auch fiir die Detektion
verwendet, kann auf einen Teil der Optik in der Ndhe der Probe verzichtet werden.
Dadurch wird der Bau von kompakteren Rastereinheiten moglich. Das Licht muss aber
hierbei die Spitze zweimal passieren und die Lichtausbeuten sind aufgrund der klei-
nen Transmission der Spitze sehr gering. Bei der Konfiguration mit der unbedampften
Glasfaser (f) wird die Probe von unten unter einem stumpfen Winkel bestrahlt, so dass
Totalreflexion auftritt. Die Grenz- und Stetigkeitsbedingungen der Maxwell-Theorie ver-
langen einerseits, dass sich die Strahlung in die Probe hinein ausbreitet. Andererseits
darf diese jedoch keine Energie tranportieren, da das Licht total reflektiert wird. Es
bildet sich ein evaneszentes Feld. Durch die Wechselwirkung mit der Nahfeldsonde wird
die evaneszente in propagierende Strahlung umgewandelt und kann damit im Fernfeld
detektiert werden. Mit diesem Aufbau koénnen besonders gut lichtfithrende Strukturen,
z.B. Wellenleiter, untersucht werden. Auf eine externe Beleuchtung kann verzichtet und

der interne Lichtfluss in den Strukturen abgebildet werden [30].

Apertursonden

Die meisten Apertursonden werden aus einem spitzen transparenten Dielektrikum, z.B.
einer angespitzten Glasfaser hergestellt. Diese wird so mit einem Metall beschichtet,
dass nur an der Spitze eine kleine Offnung -die Apertur- bleibt. Die Auflosung einer
Apertursonde ist fiir kleine Abstinde zur Probe durch den Aperturdurchmesser gege-
ben. Bei Fluoreszenzmessungen kann eine Auflosung von 50-100 nm realisiert werden.
Da die Intensitit des evaneszenten Feldes [27] mit der sechsten Potenz des Aperturradius
abnimmt, gibt es eine intensitdtsabhingige untere Grenze fiir den Aperturdurchmesser
und damit fiir die mit Apertursonden erreichbare Auflésung. Die Lichtausbreitung in ei-
nem metallischen Wellenleiter ist unterhalb eines gewissen Durchmessers (ca. A/2n, mit
n=Brechungsindex des lichtleitenden Mediums) nicht mehr erlaubt (Cut-off). Im vorder-
sten Spitzenbereich fillt daher die Intensitit exponentiell ab. Fiir eine hohe Transmission
sollte dieser Bereich moglichst kurz sein, die Spitze sollte also einen groBen Offnungs-
winkel besitzen. Die Transmission einer typischen 100 nm Spitze liegt bei 102 bis 10°.
Eine geringe Transmission kann nicht durch Erhéhen der eingekoppelten Lichtintensitét
kompensiert werden, da ab einigen mW die Gefahr der Sondenzerstérung (und Schidi-

gung der Probe) durch die Warmeentwicklung in der Sonde besteht.
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2.1 Optische Nahfeldmikroskopie

Apertur-Cantilever

Modifizierte Cantilever aus der Kraftmikroskopie werden ebenfalls in einigen SNOM-
Konfigurationen eingesetzt [31]. Vorteilhaft ist, dass sich durch Photolithographie, Atz-
und Depositionsschritte eine grosse Stiickzahl von Cantilevern mit Apertur gleichzeitig
mikrofabrizieren ldsst. Dabei werden z.B. Siliziumnitrid-Cantilever mit einer Metallum-
mantelten Apertur an der Spitze versehen. Der Einsatz von Siliziumnitrid als Ausgangs-
material ermdglicht aufgrund des hoheren Brechungsindex (n = 2.35 bei A = 633 nm)
eine hohere Intensitit an der Spitze im Vergleich zu Glasfasern [32]. Das Licht wird
entweder von oben auf die Apertur fokussiert, oder durch eine Wellenleiterstruktur zur
Spitze transportiert. Es gibt eine Reihe von technischen Realisierungsmoglichkeiten, ein

umfassender Uberblick ist in Referenz [33] gegeben.

Streusonde

Eine solche untere Grenze der Auflésung existiert nicht fiir aperturlose Sonden. Reali-
siert werden konnen diese Sonden durch Ausnutzung der Streuung an der Sonde. Das
gestreute Licht wechselwirkt mit der Probenoberfliche und wird im Fernfeld detektiert.
Die Hauptprobleme bei dieser Konfiguration sind zum einen die geringen Intensitéten,
da die Streuintensitdt nach Rayleigh proportional zur vierten Potenz des Teilchenvolu-
mens ist, und zum anderen die Separation des Nahfeldanteils vom ebenfalls gestreuten
Hintergrundlicht.

Bei der von Zenhédusern et al. [34, 35] verwendeten Methode wird daher interferometrisch
die Phasenverschiebung detektiert, welche das an einer Cantileverspitze gestreute Licht
nach Transmission durch eine Probe erfihrt. Die Spitze besteht aus einem Dielektrikum
oder aus Metall. Wird die Polarisation parallel zur Spitzenachse gew#hlt, so kommt es
zu einer Feldiiberh6hung an der Spitze [36]. Bringt man die Streusonde in die N&he eines
flachen Objektes, so wechselwirkt die durch das optische Feld verursachte Ladungsvertei-
lung in der Spitze mit ihrem Spiegelbild im Objekt, das wiederum von der dielektrischen
Funktion €(w) der Probe abhingt. Dies bewirkt eine starke Abhéngigkeit des an dem
System Spitze-Probe gestreuten Laserlichts von €(w) und vom Spitzen-Proben Abstand.
Mit diesem Sondentyp kann eine laterale optische Auflésung, abhéingig vom Kriimmungs-
radius der Spitze, von typischerweise 10-20 nm erreicht werden. Sie liegt also deutlich
héher als die mit einem Apertur-SNOM erreichbaren Auflésung von ca. 50 nm.

Der Einsatz dieser Art von Sonden fiir die Fluoreszenzmikroskopie ist durch die Feld-
iiberhohung an der Spitze, die einer Fokussierung entspricht, zwar moglich, jedoch ver-

ursacht die Beleuchtung eines grossen Probenareals Probleme. Die Farbstoffmolekiile in
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der Umgebung werden zu stark gebleicht und erzeugen zudem einen hohen Hintergrund.
Daher war die die Abbildung einzelner Farbstoffmolekiile mit einer Streusonde bisher

nur mit schlechteren Auflésungen als mit einer Apertursonde moglich.

2.1.3 Abstandsregelung

Bereits Synge [2] stellte fest, dass sich die Sub-Wellenléingen Apertur in unmittelba-
rer Ndhe zur untersuchten Probe befinden muss. Nachfolgende theoretische Studien des
elektromagnetischen Nahfeldes einer Apertur zeigen, dass es mit zunehmender Entfer-
nung von der Apertur stark divergiert [27, 29].

Daher musste ein Riickkopplungsmechanismus (engl. feedback) entwickelt werden, der
fiir einen konstanten Abstand der Sonde zur Probe wihrend des Rastervorganges sorgt.
Experimentell wurde dies auf unterschiedliche Weise realisiert. Basierend auf dem Ra-
stertunnelmikroskop benutzen manche eine Elektronen-Tunnelstrom Riickkopplung [37,
38]. Nachteilig hierbei ist, dass man auf leitfihige Proben beschrénkt und diese Methode
daher fiir biologische Anwendungen ungeeignet ist.

In der PSTM (photon scanning tunneling microscopy)- Konfiguration benutzt man zur
Abstandsregelung die exponentiell vom Abstand abhéngige Intensitét bei der frustrier-
ten Totalreflexion [39, 40, 41, 42]. Die Nahfeldsonde wird dabei so iiber die Probe gefiihrt,
dass die detektierte Intensitdt konstant bleibt.

Ein weiterer Ansatz fiir die Abstandsregelung ist die Nutzung von AFM Cantilevern
(7, 8, 31, 43]. Hierbei ist die Abstandsregelung auch bei nichtleitenden Proben und so-
gar in Fliissigkeit mdglich. Diese Methode konnte sich lange Zeit nicht durchsetzen, da
die Nahfeldsonden nicht reproduzierbar hergestellt werden konnten. Inzwischen gibt es
aber sogar kommerzielle Instrumente (z.B. von der Firma WiTec), die qualitativ gute
Apertur-Cantilever benutzen. Alternativ werden gebogene Glasfaserspitzen als Cantile-
ver dhnlich dem dynamischen AFM-Modus eingesetzt, [44]. Die gebogene Spitze schwingt
mit einer Frequenz von 10 bis 40 kHz und einer Amplitude von 20 bis 80 nm vertikal
zur Probe. Der Abstand wird durch die Schwingungsddmpfung beim Ann#hern an die
Probe geregelt.

Die am weitesten verbreitete Methode zur Abstandsregelung in der optischen Nahfeld-
mikroskopie ist die Scherkraftregelung (engl. shear-force). Eine Glasfaserspitze schwingt
mit einer Amplitude von einigen nm lateral zur Probenoberfliche. Bei Annéherung der
Sonde an die Probe tritt eine Schwingungsddmpfung ein, die eine Regelung auf einen
konstanten Abstand wéhrend des Rastervorganges erlaubt. Die Popularitit dieser Me-

thode erklért sich zum einen daraus, dass man modifizierte Glasfasern als Sonden ver-
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wenden kann, die im Vergleich zu anderen Methoden immer noch am effektivsten Licht
im Nahfeld emittieren oder detektieren. Zum anderen ermoglicht die Scherkraftmessung
eine vom optischen Nahfeld unabhéingige Abstandsregelung auf allen Arten von Ober-
flachen und ist, unter gewissen Voraussetzungen, wie bei AFM-Messungen in Fliissigkeit
moglich [45, 46].

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, die Scherfkraft-Abstandsregelung zu realisieren. Ex-
perimentell entwickelt wurde sie gleichzeitig von Betzig und Toledo-Crow [9, 47]. Die
Anregung der lateralen Schwingung der Glasfaserspitze erfolgt mit einem piezoelektri-
schen Element. Zur Detektion der Schwingungsamplitude wurde bei Betzig das aus der
Spitze emittierte Licht verwendet bzw. bei Toledo-Crow ein interferometrisches Verfah-
ren eingesetzt. Die Bestimmung der Schwingungsamplitude durch optische Messmetho-
den weist aber erhebliche Nachteile auf.

Wegen des hohen Justieraufwandes und unerwiinschten Streulichtes sind Methoden ent-
wickelt worden, die ohne die optische Detektion der Schwingungsamplitude auskommen.
Dabei wird eine Glasfasersonde so auf die Seite einer Quarzgabel aufgeklebt, dass ihr En-
de weniger als 1 mm {ibersteht [48, 49]. Die Eigenfrequenz dieses gekoppelten Systems
ist leicht gegeniiber dem der Quarzgabel verschoben. Die Quarzgabel wird entweder
mechanisch durch einen Piezo oder direkt elektrisch zur Resonanz angeregt. Bei einer
Krafteinwirkung der Probe auf die Sondenspitze dndern sich Phase und Amplitude des
Stroms durch die Quarzgabel. Alternativ kann das System durch eine Riickkopplung
so angeregt werden, dass es immer in der Resonanzfrequenz schwingt. Dann verursacht
eine Krafteinwirkung auf die Spitze eine Anderung der Resonanzfrequenz.

Die physikalischen Effekte, die die Ddmpfung der Schwingung beim Annéhern der Sonde
an die Probenoberfliche verursachen, sind bis heute noch nicht endgiiltig geklart. Als
mogliche Ursachen bei Messungen an Luft werden direkte mechanische Kontakte [50]
mit dabei auftretender elastischer Verformung angenommen. Dies ist aber nur bei grofien
Schwingungsamplituden entscheidend und erklért nicht die Scherkrifte bei sehr kleinen
Amplituden (einige pm), wie sie von Grober und Karrai [51, 52] gemessen wurden. Ei-
ne andere mogliche Ursache sind Reibungs- bzw. Kapillarkrifte [53] beim Eintauchen
der Spitze in einen auf der Probe vorhandenen Fliissigkeitsfilm. Allerdings treten auch

Scherkrifte im Vakuum [51] und bei sehr tiefen Temperaturen (1.8 K) auf.
2.1.4 Auflésungskriterien

Ein entscheidender Vorteil eines optischen Nahfeldmikroskops gegeniiber einem konven-

tionellen optischen Fernfeldmikroskop ist die Erhohung der lateralen Auflésung. Diese

17



2 Grundlagen

a
) A object profile  image profile ‘ object profile  image profile
100% 2. e 100%T
Q0% — = om om eniioem llll
: | \
:Hl 50%1 — — -
m%Tg;_”é_Lﬁ o
0% ~fis sty o
v . -
step width
C) .
object profile image profile
100% T

OD/O_

detectable separation

Abbildung 2.6: Definition der Auflosung fiir verschiedene Félle [54].

a) 10 % zu 90 %-Kriterium fiir eine Kante, b) fiir ein einzelnes Objekt (FWHM:
full width at half maximum (Halbwertsbreite)), c) fiir zwei trennbare Objekte
(beim Rayleigh-Kriterium ist d= 19%).

ist daher der meistdiskutierte Parameter bei der Beurteilung von nahfeldoptischen Bil-
dern. Hinzu kommt, dass mit dem optischen Bild bei den meisten Proben gleichzeitig die
Topographie mitgemessen werden kann. Die Moglichkeit der Korrelation dieser vonein-
ander unabhéngigen Signale fehlt bei der konventionellen Fernfeldmikroskopie. In diesem
Kapitel werden verschiedene Auflésungskriterien vorgestellt, die zur Auswertung der ge-
messenen Bilder in Kap.7 verwendet werden.

Die in Kap.2.1 vorgestellte Definition der Auflésung in der Fernfeldmikroskopie iiber das
Rayleigh-Kriterium l&sst sich in dieser Form nicht auf die optische Nahfeldmikroskopie
iibertragen. Der Unterschied, der letztendlich auch das grossere Auflésungsvermogen
ausmacht, besteht darin, dass beim SNOM die Beugung keinen auflosungsbestimmen-
den Einfluss mehr hat. Die im Fernfeld detektierte Intensitdtsinformation wird nur durch
die Wechselwirkung des Sonden-Nahfelds mit der Probe erzeugt.

Prinzipiell ist wegen des seriellen Aufzeichnungsverfahrens in der Rastersondenmikro-
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skopie, bei dem die Information fiir jeden Punkt der Probe einzeln ausgelesen wird,
die Auflosung durch die Pixeldichte des entstandenen Bildes eingeschriankt. Eine all-
gemeingiiltige Auflésung kann aber bei der Rastersondenmikroskopie nicht angegeben
werden, da bei Messungen kleiner Bereiche die Auflésungsgrenze durch die Sondenform
und die Art der Wechselwirkung festgelegt wird. In der optischen Nahfeldmikrosko-
pie ist generell zu bedenken, dass es zu einer Wechselwirkung zwischen Nahfeldsonde
und Probe kommen kann. Wie beim Rasterkraftmikroskop findet bei der Abbildung ei-
ne Faltung der Spitze mit der Probe, bzw. der rdumlichen Struktur des Nahfeldes der
Apertur mit den optischen Eigenschaften der Probe statt. Dies muss bei der Interpreta-
tion der Aufnahmen beriicksichtigt werden. Ist in einem Bild eine Struktur erkennbar,
deren rdumliche Dimension die Beugungsgrenze unterschreitet, so ist nur dann von ho-
her Auflésung zu sprechen, wenn sie einer bekannten Probenstruktur zugeordnet werden
kann. Der entscheidende Parameter fiir die Auflésung eines Apertur-SNOM ist die Aper-
turgrofle, d.h. die Auflésung kann immer nur fiir eine konkrete Sonde bestimmt werden.
Fiir eine selbstleuchtende, d.h. fluoreszierende Probe ist es jedoch moglich, die Auflésung
noch weiter zu steigern. Das von Betzig [55] vorgestellte Modell beruht darauf, dass
die Punktverteilungsfunktion (engl. point spread function) eines einzelnen fluoreszieren-
den Molekiils bestimmt werden kann. Dies ist die Antwort eines Mikroskops auf eine
Punktlichtquelle. Die Lage des Zentrums dieser Funktion ldsst sich mit weitaus héher-
er Genauigkeit bestimmen, als es die Trennung zweier solcher Strukturen nach dem
Rayleigh-Kriterium zulassen wiirde.

Der in der Literatur am haufigsten gefundene Ansatz zur Bestimmung der Auflosung ist
die Vermessung von Proben, deren interner Aufbau und optische Eigenschaften bekannt
sind. Es wird dabei iiberpriift, ob die Grofle einzelner Strukturen, deren Abstand oder
deren rdumliche Verteilung in der Nahfeldaufnahme korrekt wiedergegeben werden.
Oft findet man in der Literatur Angaben zur erreichten Auflésung, die sich aus der
Kantenschirfe Abb.2.6a) ergibt. Die Vermessung der Kantenschérfe erfolgt {iblicherwei-
se zwischen dem 10 %- und dem 90 %-Abfallpunkt. Dieses Verfahren ist jedoch nur dann
zuléssig, wenn es sich um eine extrem scharfe Kante mit verschiedenen optischen Eigen-
schaften auf beiden Seiten handelt. Es kann ausserdem nicht auf andere Strukturen der
Probe und auf die Trennbarkeit zweier gleichartiger Punkte angewendet werden. Anwen-
dung findet es bei vorher genau bekannten Teststrukturen, wie z.B. der Fischer-Probe
[56], und wird daher in Kap.6.2 zur Bestimmung der optischen Auflésung verwendet.
Eine andere hiufig verwendete Methode ist die Bestimmung der Halbwertsbreite (engl.
FWHM: full width at half maximum) des Intensitétssignals einzelner Strukturen (z.B.
eine Erhohung oder Vertiefung, Abb.2.6b)). Die ermittelte Auflosung gilt auch hier nur
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fiir diesen Fall und ist nicht auf andere Strukturen iibertragbar.

Als dritte Moglichkeit zur Bestimmung der Auflésung einer SNOM-Aufnahme wird ana-
log zum Rayleigh-Kriterium der kleinste auffindbare Abstand zweier gleichartiger Struk-
turen bestimmt (Abb.2.6¢)). Hier geniigt bereits ein kleines lokales Minimum zwischen
zwei Maxima (bzw. ein lokales Maximum zwischen zwei Minima). Allerdings muss der
physikalische Ursprung dieser Modulation bekannt sein, um z.B. die Einwirkung von
Interferenzen aus dem Fernfeld auszuschliessen. Einschréinkend wirkt auch in diesem
Fall das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis. Leider sind selten sowohl die Probe, als auch die
Sonde so gut bekannt, dass solche Betrachtungen angestellt werden kénnen. Auch bei
derselben Testprobe kann dennoch die Verwendung verschiedener Sonden unterschied-
lich hohe Auflésungen erzeugen, da es bei einer anderen Sonde zu unterschiedlichen
Wechselwirkungen kommen kann.

Prinzipiell ist es wichtig auf ein ausreichend gutes Signal-zu Hintergrund-Verhéltnis zu
achten, da das Blinken einzelner Molekiile und das allgemeine Rauschen sonst zu einer

Uberschitzung der Auflssung fithren kann.

Topographie-Artefakte

Auch der Abstand zwischen Nahfeldsonde und Probe hat einen wichtigen Einfluss auf
die Auflésung und damit auf die Bildinformation. In vielen Veré6ffentlichungen konnte
gezeigt werden, dass die Auflésung mit abnehmendem Abstand zunimmt. Der Abstand
beeinflusst aber nicht nur die Auflésung, sondern kann sogar den Informationsgehalt der
optischen Nahfeldaufnahme beeinflussen bzw. verfilschen.

Beim SNOM unterscheidet man zwei Betriebsmodi. Erstens den Modus konstanter Kraft,
bei dem mittels Scherkraftregelung der Abstand zwischen Sonde und dem unmittelbar
darunter liegenden Probenort konstant gehalten wird. Andert sich die Topographie und
damit der Abstand, so erfolgt eine iiber einen Regelkreis gesteuerte Stellbewegung der
Sonde. Zweitens den Modus konstanter Héhe, bei dem keine vertikale Stellbewegung
erfolgt und der Abstand sich entsprechend der Topographie éndert. Dieser Modus ist
aber nur fiir sehr flache Proben bekannter Topographie geeignet und birgt immer das
Risiko, die Sonde zu beschéidigen.

Besonders empfindlich auf Topographieartefakte ist der Modus konstanter Kraft, im
schlechtesten Fall représentiert die Nahfeldmessung lediglich das optische Auslesen der
Spitzenbewegung. Ein deutlicher Hinweis hierfiir ist eine hohe Korrelation zwischen
Strukturen in der topographischen und optischen Abbildung. Der Einfluss des Artefakts

hingt von der jeweiligen Probe und der gewihlten experimentellen Konfiguration ab.
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2.2 Fluoreszenz

Beachtet man jedoch folgende Punkte bei Messungen mit konstanter Kraft, so kénnen

Artefakte ausgeschlossen werden [57):

e Fiir das gesamte Bild sollten topographische und nahfeld-optische Strukturen un-
korreliert sein. Insbesondere darf die optische Struktur, mit der die Auflésung

bestimmt wird, keine Entsprechung im Topographiebild haben.

e Existieren korrespondierende Strukturen, miissen diese rdumlich gegeneinander
verschoben sein. Das deutet auf unterschiedliche Wechselwirkungen hin, da sie

von verschiedenen Punkten der Sonde ausgehen.

e Artefakte konnen ebenfalls ausgeschlossen werden, wenn die optische und topo-

graphische Auflésung unterschiedlich hoch sind.

2.2 Fluoreszenz

Der Fluoreszenzkontrast in der Nahfeld-Optik beruht auf der Fahigkeit von Atomen
und Molekiilen, Licht einer bestimmten Wellenlénge oder eines Wellenldngenbereichs zu
absorbieren und nach einer typischen Zeit von bis zu 107® s wieder in Form einer elek-
tromagnetischen Strahlung mit niedrigerer Energie (Stokes-Verschiebung) bzw. hoherer
Wellenlénge in alle Raumrichtungen abzustrahlen. Die fehlende Energie wird als ther-
mische Energie dissipiert. Bei einer vollstindigen Umwandlung in thermische Energie
spricht man von Fluoreszenzloschung (engl. quenching). Durch Reaktion eines Farbstoff-
molekiils mit einem Sauerstoffradikal oder Tonisierung durch weitere Absorptionen kann
der elektronische Zustand der Molekiile so stark verindert werden, dass eine Abstrah-
lung bzw. auch weitere Absorption im optischen Bereich nicht mehr moglich ist. Diese
Zerstorung des Farbstoffs wird als Ausbleichen (engl. bleaching) bezeichnet.

Grundlage der Fluoreszenzmikroskopie ist die Wechselwirkung elektromagnetischer Strah-
lung mit Materie. Absorbiert ein Molekiil elektromagnetische Strahlung, fiihrt das zur
Anregung von Ubergiingen zwischen den elektronischen Energieniveaus des Molekiils.
Die einfallende Strahlung hebt ein Elektron aus einem energetisch niedrigen in ein ener-
getisch hoheres Orbital, was zu einem angeregten, energiereicheren Zustand des Molekiils
fiihrt.

Der Vorgang der Fluoreszenz lésst sich schematisch im Jablonski-Diagramm darstellen
(Abb.2.7). Meist ist der Grundzustand der Molekiile ein Singulettzustand (antiparalle-
le Spinanordnung) und wird mit Sy bezeichnet. Bei Triplettzustéinden (T) koppeln die
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2 Grundlagen

(parallelen) Elektronenspins zu einem Gesamtspin von eins. Aus dem angeregten Zu-
stand relaxieren grofie Molekiile strahlungslos und relativ schnell (innerhalb von ps) in

den untersten angeregten Zustand S;.
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Abbildung 2.7:  Tllustration der Elektroneniibergéinge in Molekiilen (Jablon-

ski Diagramm).

Beim Ubergang von S; (oder Ty) zu Sy kann elektromagnetische Strahlung emittiert
werden (Lumineszenz). Tritt dabei ein Wechsel zwischen Singulett- und Triplettzustand
auf (Intersystemcrossing) ist der Ubergang eigentlich spinverboten, deshalb langlebig
(10-%s — 10°s) was Phophoreszenz genannt. Erfolgt der Ubergang von einem angereg-
ten Singulettzustand in den Singulettgrundzustand, so spricht man von Fluoreszenz.
In der konventionellen optischen Mikroskopie macht man sich die Fluoreszenz zum Mar-
kieren bestimmter Probenstrukturen zunutze. Dafiir wurde eine Vielzahl von organi-
schen Substanzen entwickelt, die die unterschiedlichsten Wellenlingen absorbieren und
emittieren. Wird die Probe mit Licht einer bestimmten Wellenlénge beleuchtet und diese
Wellenlénge mittels passender Filter vor dem Detektor aus dem Strahlengang entfernt,
so sind nur die fluoreszent markierten Bereiche sichtbar. Dies ist besonders in der biologi-
schen Forschung interessant, da spezielle Biomolekiile mit Fluoreszenzmarkern versehen
werden und dann Bindungsstudien mit anderen (ebenfalls fluoreszenzmarkierten) Bio-
molekiilen durchgefiihrt werden kénnen.

Jedes fluoreszierende Molekiil besitzt zwei charakteristische Spektren, das Absorptions-
und das Emissionsspektrum. Diese Spektren lassen sich mit Hilfe von Fluoreszenzspek-
trometern an den in Losung vorliegenden Farbstoffen messen.

Absorptionsspektrum: Die Intensitit eines Lichtstrahls wird bei Durchtritt durch
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2.3 Antikorper

eine Farbstoflosung in Abhéngigkeit von der Wellenldnge geschwicht. Das Licht wird
teilweise absorbiert. Das Ausmaf} der Intensitdtsabnahme héngt von der Konzentration
¢ des Farbstoffs, der Weglédnge x des Lichtstrahls durch die Lésung und dem Extinkti-

onskoeffizienten ¢ ab und wird durch das Lambert-Beersche Gesetz beschrieben [58]:
Ay=—logl/ly=¢eyr-c-x (2.9)

Hierbei ist A, die Absorption bei der Wellenlinge A, I, und I sind die Intensitéten
des monochromatischen Lichtes vor und nach Durchtritt durch die Losung. Der stoffs-
pezifische Extinktionskoeffizient ¢ ist abhéngig von der Wellenlénge des eingestrahlten
Lichtes. Das vollstindige Absorptionsspektrum erhilt man durch Messung der Absorp-
tion fiir verschiedene Wellenléngen.

Emissionsspektrum: Zur Bestimmung des Emissionsspektrums wird der Farbstoff im
Absorptionsmaximum angeregt. Ein Detektor analysiert in Abhéngigkeit von der Wel-
lenldnge die Intensitéit des Fluoreszenzlichtes. Diese ist unter anderem von der Tempe-
ratur, Art des Losungsmittels, pH-Wert und Strukturinderungen des fluoreszierenden
Molekiils abhéngig.

Neben dem Extinktionskoeffizienten und der Intensitéit des Anregungslichtes beeinflusst
auch die Quantenausbeute (engl. quantum yield) die Fluoreszenzintensitét. Unter der
Quantenausbeute versteht man das Verhéltnis zwischen Anzahl an emittierten und ab-

sorbierten Lichtquanten:

o Zahl der emittiertenPhotonen
F

= Zahl der absorbiertenPhotonen — (2.10)

Quantenausbeuten werden vor allem von Energieverlusten durch Warmestrahlung oder
photochemischen Reaktionen beeinflusst. Demzufolge ist eine hohere Quantenausbeute

mit einer grofleren Fluoreszenzintensitit verbunden.

2.3 Antikorper

Antikorper sind Proteine, sogenannte Immunglobuline (Ig), die bei Wirbeltieren ei-
ne entscheidende Rolle im Immunsystem spielen. Sie sind in der Lage, spezifisch ei-
ne sehr grofle Anzahl verschiedenster korperfremder Substanzen, sogenannte Antige-
ne, zu erkennen. Die hier verwendeten Antikorper der IgG-Klasse sind symmetrisch,
y-formig gebaut und bestehen aus zwei leichten (Molmasse 25 kD), und zwei schwe-
ren (Molmasse 50 kD), durch Disulfidbriicken miteinander verbundenen Peptidketten
(Abb.2.8). Sie werden abgekiirzt als L (light)- und H (heavy)-Ketten bezeichnet. Die bei-

den Antigen-bindenden Stellen befinden sich an den Spitzen des “Ypsilons“und werden
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2 Grundlagen

Abbildung 2.8: 3D-Struktur des Immunglobulin G.
F,,: Antigen bindende Stellen. F.: Bindungsstelle fiir die kérpereigene Immu-

nabwehr

als Fy, (F = Fragment,ab = Antigenbindung), die Bindungsstellen fiir die korperei-
gene Immunabwehr am unteren Ende als F,. bezeichnet. Insgesamt hat ein IgG-Molekiil
eine Molekularmasse von 150 kD und eine Grofle von etwa 10 nm.

In dieser Arbeit sollen die IgGs fluoreszent bei einer Anregungswellenléinge von 532 nm
detektiert werden. Daher miissen sie mit einem Farbstoff markiert werden, der bei die-
ser Wellenlénge angeregt wird. Die verwendeten Antikérper sind kommerziell erhéltliche
Ziege-Anti-Kaninchen IgGs (engl. goat anti-rabbit IgG antibodies), die bereits mit dem
Farbstoff Alexa 532 markiert (kovalent verkniipft) sind. Jedes Proteinmolekiil bindet ma-
ximal 6 Farbstoffmolekiile. Das Absorptions- und Fluoreszenzspektrum der mit Alexa

532 markierten Antikorper ist in Abb.2.9 gezeigt.

Absorption
Fluorescence emission

—

400 450 500 550 GL“'O G50
Wavelength (nm)

Abbildung 2.9:  Absorptions- und Emissionsspektrum von Alexa 532, gebun-

den an IgG. (Quelle: www.probes.com)
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2.4 DNA

2.4 DNA

Abbildung 2.10: Kalotten- und Stabmodell der B-DNA.

Die nach innen gerichteten Basen bilden mit dem aufilen lie-
genden Zucker-Phosphatriickgrat das Polymermoleksiil. (Quelle:
www.oci.unizh.ch/edu/lectures/material /ACpII)

Die DNA (Deoxyribonucleic Acid) ist das bekannteste in der Natur vorkommende
Polymermolekiil. Sie ist der Tréiger der Erbinformation. Die Fahigkeit der Informations-
speicherung ist dabei in ihrer Basensequenz begriindet.

Ein Nukleotid besteht aus einem Zucker, der 2-Desoxyribose, der am 5-C-Atom mit
Phosphat verestert ist, sowie einer am 1’-C-Atom angekoppelten Base. Zwei der Basen -
Adenin und Guanin- sind Derivate des Purins, die beiden anderen - Cytosin und Thymin
- leiten sich vom Pyrimidin ab. Der Einfachheit halber werden die Nukleotide nach ihren
Basen benannt. Einzelstréngige ssDNA erhélt man durch Veresterung der 3’-OH-Gruppe
der Desoxyribose des einen Nukleotids mit der sauren Hydroxylgruppe der Phosphat-
gruppe eines anderen Nukleotids [59]. Ein Ende der Kette hat eine freie Hydroxylgruppe
am 3’-FEnde, das andere eine Phosphateinheit am 5’-Ende. Zwei antiparallel um eine ge-
meinsame Achse gewundene ssDNA-Stringe bilden die doppelstringige dsDNA. Diese

Doppelhelix wird durch Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den Basen stabilisiert.
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2 Grundlagen

Die Basen der DNA sind in aperiodischer Folge angeordnet. Durch die Basensequenz
der einen Kette wird jedoch die Sequenz der anderen Kette festgelegt. Dabei paart A
ausschlielich mit T iiber zwei und G mit C iiber drei Wasserstoftbriickenbindungen. A
und T, bzw. G und C sind komplementire Basen, sie bilden Basenpaare.

Zwei komplementére Polymerstringe winden sich um eine gemeinsame Achse und bil-
den dabei eine Doppelhelix mit konstanten geometrischen Abmessungen. Komplementér
heifit, dafi sich vier verschiedene Monomereinheiten, die Nukleotide mit den Basen (Ade-
nin (A), Thymin (T), Guanin (G) und Cytosin (C)), paarweise nur so anordnen, da§ A
mit T und G mit C paart. Bei der Zellteilung wird der Doppelstrang wieder in Einzel-
stringe getrennt, so dafy den zwei Tochterzellen je eine exakte Einzelstrangkopie vorliegt.
Durch Enzyme, sogenannte Polymerasen wird jeder Einzelstrang in einer Zelle wieder
zu einem Doppelstrang vervollstandigt. Abb.2.10 zeigt ein Kalotten- sowie Stabmodell
der DNA, und in Abb.2.11 ist ein Ausschnitt aus der Strukturformel dargestellt.

Abbildung 2.11: Ausschnitt aus der DNA-Strukturformel.

Zwei antiparallele, komplementére Polymerstringe bilden die dsDNA. Gua-
nin (G) paart dabei nur mit Cytosin (C) iiber drei und Adenin
(A) mit Thymin (T) iiber zwei Wasserstoffbriickenbindungen. (Quelle:
www.oci.unizh.ch/edu/lectures/material /ACgII)
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2.4 DNA

Unter physiologischen Bedingungen liegt die DNA in der B-Konformation (Watson-

Crick-Helix) vor und ist durch folgende Parameter gekennzeichnet [59]:
e Durchmesser der Helix ~ 2.37 nm
e Abstand benachbarter Basenpaare ~ 0.34 nm
e rechtshindig um 36° gegeneinander verdreht, d.h Periodizitdt von 10 bp bzw. 3.4 nm
e Persistenzldnge von 30nm <[, < 60nm

In dieser Arbeit wurde sogenannte A-DNA verwendet. Dabei handelt es sich um das Ge-
nom des A-Bakteriophagen, der das Bakterium Escherichia coli (E.coli) befillt. Bakterio-
phagen (Phagen) sind Viren, die sich nur in Bakterien vermehren. Viren sind parasitische
Nucleoprotein-Komplexe. Im einfachsten Fall bestehen sie aus einem DNA-Molekiil und
einer Proteinhiille. A-DNA besteht aus 4.6 Millionen Basenpaaren und hat eine Kon-
turlinge von 16.2 ym. Phagen konnen entweder die Wirtszelle zerstéren oder ihre DNA

in das Bakteriengenom integrieren.

2.4.1 Fluoreszenzmarkierung

0 — CH CH 0
1 3 +1 3 -
= - c —_ = —_ = y - =
&_CH CH-CH . l‘«llquE]S f?.l "CFEJS ITJ t_C-|2,|ET\ . CH-CH=CH _<\
Y. ~ )

CHgy CHg

CH _ CH.
3 4 3

Abbildung 2.12: POPO-3 Strukturformel (Quelle: www.probes.com).

In dieser Arbeit sollen die A-DNA-Molekiile als fluoreszierende Einzelmolekiilproben
untersucht werden. Da die DNA bei der verwendeten Anregungswellenléinge von 532 nm
nicht fluoresziert, muss sie ebenfalls mit einem Farbstoff markiert werden. Aufgrund sei-
ner hohen Quanteneffizienz von 0.46 (www.probes.com) und der bis zu 1000fach erhéhten
Fluoreszenz im gebundenen Zustand wurde POPO-3 (Strukturformel s. Abb.2.12) als
Fluoreszenzfarbstoff ausgewéhlt. In Abb.2.13 ist das Absorptions- und Emissionsspek-
trum von POPO-3 gezeigt.

POPO-3 ist ein Farbstoff, der Interkalationskomplexe mit doppelstringigen Nukleinséur-
en bildet. Interkalatoren sind flache aromatische Ringe, die sich zwischen die Basen der

DNA einschieben kénnen. Aufgrund seiner Struktur interkaliert POPO-3 sogar zweimal
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Abbildung 2.13: Absorptions- und Emissionsspektrum von POPO-3-

interkalierter DNA. (Quelle: www.probes.com)

in die DNA und ist daher ein sogenannter Bisinterkalator. In Abb.2.14 ist die Interkalati-
on von TOTO-1, eines Farbstoffes, der zu der gleichen Serie wie POPO-3 gehort, gezeigt.
Die sich bildenden Komplexe sind sehr stabil und zusétzlich durch ionische Wechselwir-
kungen zwischen positiv geladenen Gruppen am Interkalator und dem negativ geladenen
Phophatriickgrat stabilisiert. Die Interkalation induziert eine Strukturédnderung in der
Doppelhelix. Durch die Interkalation des Farbstoffes dndert sich die Persistenzlange der
DNA (66 nm) ([60]) und die Konturldnge von 16.5 um auf ca. 20 um [61].

Abbildung 2.14: Simulierte Interkalation des mit POPO-3 verwandten
TOTO-1 Molekiils in DNA.
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3 Experimenteller Aufbau

3.1 Das optische Nahfeldmikroskop

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein optisches Transmissions-Nahfeldmikroskop aufge-
baut, das in Abb.3.1 schematisch dargestellt ist.

Laserkoppler

Laser

Messkopf _ Abstangs-
" regelung

Probe

Objektiv
Filter |

Sammeloptik

Strahlteiler DNeteeoeorinenns -
(optional)

Abbildung 3.1: Experimenteller Aufbau des SNOM.

Laserlicht der Wellenldnge 532 nm wird iiber einen Laserkoppler in das Ende
der SNOM-Sonde eingekoppelt. Die Sonde wird am Messkopf oberhalb der
Probe befestigt. Die Probe wird gerastert. Als Lichtdetektor dient entweder
eine Avalanche Photodiode (APD), oder ein Photomultiplier (PMT).
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3 Experimenteller Aufbau

Der experimentelle Aufbau besteht aus folgenden Grundkomponenten:
e Beleuchtungseinheit:

— Laser als Lichtquelle mit Faserkoppler und evtl. Filter
— Glasfaser als Nahfeldsonde

e Raster- und Annéherungseinheit

— Inverses optisches Mikroskop
— Abstandsregelung mittels Scherkraftdetektion
— Piezoelemente fiir den Rastervorgang

— Steuerelektronik
e Detektionseinheit

— Sammeloptik (mit Filtern)

— Lichtdetektor: wahlweise Avalanche Photodiode (APD), oder Photomultiplier
(PMT)

e Vibrationsisolierung des gesamten Aufbaus

Bei der Durchfiihrung einer optischen Nahfeldmessung miissen folgende Prozesse durch-
gefithrt werden: Rasterbewegung, Abstandskontrolle, Aufnahme und Speicherung aller
notwendigen Messwerte. Diese Prozesse werden iiber das Messprogramm WSxM und

die zugehorige Messelektronik (Nanotec Electronica) gesteuert und verarbeitet.

3.2 Beleuchtungseinheit

Als Lichtquelle dient ein Dioden gepumpter Neodym: YAG (Yttrium-Aluminium-Granat)-
Laser (CrystalLaser GCL-025-L, USA), der normalerweise Licht der Wellenlinge A =
1064 nm emittiert. Dieses wird frequenzverdoppelt, so dass Licht der Wellenlinge A =
532nm das Lasermodul verlédsst. Das Laserlicht mit einer Wellenldnge von A = 532nm
und einer Ausgangsleistung von 25 mW wird iiber ein Objektiv und einen Laserkoppler
in eine Monomodeglasfaser (FS-SN-3224, 3M, CH) eingekoppelt, an deren anderem En-
de sich die Nahfeldsonde befindet. Die optische Auflésung wird durch die Aperturgrofie
dieser Sonde bestimmt. Die Nahfeldsonde besteht aus dem angespitzten, mit Silber be-

schichteten Ende der Faser mit einer Apertur an der Spitze. Auf die Herstellung und
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3.3 Raster- und Annédherungseinheit

Eigenschaften dieser Nahfeldsonde wird in den Kapiteln 4 und 5 ndher eingegangen.

Zwischen Laser und Objektiv kénnen Grau- und Linienfilter eingebaut werden. Mit Hil-
fe der Graufilter kann die Intensitéit angepasst werden, bevor das Licht in die Faser
eingekoppelt wird. Der Linienfilter ist fiir die Unterdriickung des langwelligen Hinter-
grundlichts im Laserstrahl (Fundamentalmode des Lasers: A = 1064 nm) bei Fluores-

zenzmessungen notwendig.

3.3 Raster- und Anndherungseinheit

Axtiovert 100

Abbildung 3.2: Rastertisch

Der Proben-Rastertisch ist auf einem inversen optischen Mikroskop befestigt.

In den meisten SPM Instrumenten rastern piezoelektrische Kristalle entweder die Son-
de oder die Probe. Beim SNOM ist die Rasterung der Probe vorzuziehen, da die Sonde
dann relativ zur Sammeloptik fix bleibt und somit ein konfokaler Aufbau moglich wird.
Die verwendete Proben-Rastereinheit (Abb.3.2) mit zugehorigem SNOM-Messkopf ist
ein von der Firma Triple-O entwickelter und im Laufe dieser Arbeit verbesserter Proto-
typ, der in das inverse optische Mikroskop (Zeiss Axiovert-100) integriert wurde. Durch
Betrachten der Probe im optischen Mikroskop kann ein geeignetes Probenareal aus-
gewdhlt werden. Hierzu wird der Rastertisch durch Motoren in x- und y-Richtung ver-
fahren. Die Probe wird durch die Nahfeldsonde beleuchtet, und das transmittierte Licht

anschliessend mit der Optik des inversen Mikroskops gesammelt.
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3 Experimenteller Aufbau

Abbildung 3.3: SNOM-Messkopf.

Mittels einer Platine wird die Nahfeldsonde am Messkopf befestigt und ober-
halb der Probe positioniert.

Um Nahfeldmessungen durchfiihren zu kénnen, muss die Probe innerhalb des Nah-
feldes der Sub-Wellenléngen Apertur positioniert werden. Auflerdem muss der Abstand
Probe-Sonde wihrend des Rasterns unterhalb der Apertur konstant gehalten werden.
Dazu ist eine Abstandskontrolle wichtig. Es wird ein Messkopf (Abb.3.3) benutzt, der
aus einer Befestigungseinheit fiir die Sonde und einer Abstandskontrolle mittels Scher-
kraftmessung einer Quarzgabel besteht.

Die Nahfeldsonde wird mittels einer Platine, die gleichzeitig zur Ubertragung des Quarz-
gabelsignals dient, an dem Messkopf befestigt. Hinter der Platine befindet sich eine pie-
zoelektrische Keramik, die die Quarzgabel zur Schwingung anregt. Der Messkopf liegt
mit drei Auflagepunkten auf einem Rahmen oberhalb des x-y-Rastertisches, auf dem
der Probenhalter mittels zweier Magneten fixiert wird. Mit Hilfe von drei am Raster-
tisch befestigten Motoren erfolgt sowohl die Grobanndherung, als auch die schrittweise
Feinanndherung. Hierbei werden die drei Z-Piezos vollstindig zuriickgezogen, wihrend
die Motoren einen Schritt fahren. Anschliessend fahren die Piezos wieder vollstindig
aus, bis ein vorher eingestellter Sollwert erreicht ist. Der Messkopf kann zusammen mit

dem Probenhalter manuell mittels zweier Mikrometerschrauben ebenfalls in x- und y-
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3.4 Detektionseinheit

Richtung verschoben werden. Hierdurch ist die Positionierung der Nahfeldsonde genau

iiber der optischen Achse des inversen Mikroskops moglich.

3.4 Detektionseinheit

Das SNOM ist in ein inverses optisches Mikroskop (Zeiss Axiovert-100, D) integriert.
Dies ermoglicht, die Probe optisch zu begutachten und die Sonde entsprechend zu po-
sitionieren. Um eine mdglichst optimale Detektionseffizienz zu erreichen ist die Sonde
konfokal zur APD auf der optischen Achse fixiert, wihrend die Probe unterhalb der
Sonde in x-,y- und z-Richtung bewegt wird. Das transmittierte Licht wird von einem
Objektiv mit moglichst hoher numerischer Apertur gesammelt, um einen groflen Raum-
winkel zu erfassen. Der Einsatz eines Olimmersionsobjektivs ist nicht moglich, da sonst
die mechanische Kopplung der gerasterten Probe zum Objektiv eine einwandfreie Ab-
standsregelung verhindern wiirde. Das hier verwendete Objektiv hat eine numerische
Apertur von NA = 0.65 (CP-Achromat 40z, Zeiss). Nach Transmission durch einen
Fluoreszenzfilter (Bandpassfilter: HQ 575/50, AF | D) zur Unterdriickung des Anre-
gungslichts wird das das eingesammelte Licht auf den Detektor fokussiert.

Die Detektion des SNOM Signals repriisentiert die letzte Phase der Aufnahme des op-
tischen Signals einer Probe. Die meisten SNOM-Systeme verwenden entweder einen
Photomultiplier (PMT), eine charge-coupled-device-Kamera (CCD) oder eine Avalan-
che Photodiode (APD). Die Wahl des Detektors beeinflusst wesentlich das Signal-zu-
Hintergrund Verhéltnis der optischen Bilder. Bei dem hier verwendeten Aufbau wird
ein PMT (H 5784, Hamamatsu, D) fiir die Messung des transmittierten Lichtes fiir
teilweise lichtdurchlidssige Proben, wie z.B. die Fischer-Probe verwendet. Fiir Fluores-
zenzmessungen und speziell bei der Einzelmolekiildetektion muss hingegen eine hohe
Photonenausbeute und eine gute Hintergrundunterdriickung gewihrleistet sein. Daher
wird das Fluoreszenzlicht mit einer APD (SPCM-AQR-13, Perkin Elmer, Dunkelrate
< 250/s) detektiert. Da diese Dioden einen Puls fiir jedes detektierte Photon ausgeben,
benétigen sie eine Zihlelektronik, um ein Spannungssignal zu liefern, welches der detek-
tierten Lichtmenge proportional ist und von der Messsoftware verarbeitet werden kann.
Eine solche Elektronik wurde fiir die vorhandene APD entwickelt und in der Elektro-
nikwerkstatt gebaut. Die ca. 100 um schmale aktive Flache der APD bietet den Vorteil
der rdumlichen Filterung und somit eine Unterdriickung des Streulichtes, erfordert aber

eine sehr sorgfiltige Justage.
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3 Experimenteller Aufbau

3.5 Abstandsregelung mit Schwingquarzgabel

Die Scherkraft zwischen der mit einer Schwingquarzgabel gekoppelten Sonde und der
Probe dient als abstandsabhéngiges Regelsignal wihrend des Rasterns. Das gekoppelte
System wird dabei zu einer Schwingung bei seiner Resonanzfrequenz angeregt. Das Son-
denende ist so ausgerichtet, dass die Schwingung parallel zur Probenoberfliche erfolgt.
Durch Wechselwirkung der Sonde mit der Probenoberfliche wird die Schwingung ab-
standsabhingig geddmpft. Amplitude, Phase und Resonanzfrequenz des schwingenden
Systems dndern sich. Diese Signale konnen als Regelsignal zur Abstandskontrolle ver-
wendet werden. Der Arbeitsabstand Sonde-Probe liegt typischerweise im Bereich einiger

nm bis 10 nm.

Lock-In

o
I Anregungspiezo
Scherkraft-

signal Stimmgabel

Abstandsregelung

e Spitze
Probe ‘ ‘

Abbildung 3.4: Abstandsregelung mittels Scherkraftmessung einer Schwing-

quarzgabel.

Die Detektion der Schwingungsamplitude der Glasfaser erfolgt mit Hilfe eines Schwing-
quarzes in Form einer Stimmgabel unter Ausnutzung des piezoelektrischen Effektes und
ist schematisch in Abb 3.4 dargestellt!. An eine Seite der Quarzgabel wird die Glas-
faser mit Sekundenkleber festgeklebt, so dal die eigentliche Spitze ca. 1 mm iiber die
Gabel hinausragt. Der Schwingquarz wird mit Hilfe einer piezoelektrischen Keramik (im
Folgenden als Schwingpiezo bezeichnet) mechanisch zu Schwingungen mit seiner Reso-

nanzfrequenz angeregt. Die Resonanzfrequenz der hier verwendeten kommerziell erhélt-

!Diese Methode wurde erstmals von Karrai et al. [48] vorgestellt.
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3.6 Vibrationsisolierung

lichen Schwingquarze? betriigt 32,768 kHz und wird durch das Ankleben der Glasfaser
zu hoheren Frequenzen (bis 43 kHz) verschoben. Die Verschiebung zu hoheren Frequen-
zen wird auf den Einfluss des Klebers und der Glasfaser und damit eine Versteifung des
Systems zuriickgefiihrt.

Als Regelsignal dient bei diesem Aufbau die Anderung von Amplitude und Phase des
in der Quarzgabel erzeugten Stroms, die mittels eines Lock-in Verstérkers aufgezeichnet
werden. Einer der entscheidenden Parameter bei der Abbildung der Topographie ist die
Dampfung der Schwingungsamplitude, die als Sollwert bei der Messung eingestellt wird,
um einen konstanten Abstand einzuhalten. Misst man am Lock-In Verstéiirker z.B. als
Amplitude der freien Schwingung einen Wert von ca. 1.7V, liegt ein geeigneter Sollwert
bei 1.6 V. Die Dampfung ist dabei ein Ma$ fiir die Kraft zwischen Sonde und Probe. Ist
die Dampfung zu hoch, kommt es zu einem schnellen Verschleiss der Nahfeldsonde. An-
dererseits wird die Topographie nicht korrekt abgebildet, wenn die Dampfung zu niedrig
eingestellt ist, da dann die Regelung zu langsam und instabil ist und die Sonde sogar

zum Teil vollstdndig von der Probe abgehoben wird.

3.6 Vibrationsisolierung

Bei der Beseitigung storender Vibrationen miissen zwei Effekte beriicksichtigt werden.
Zunéchst muss der gesamte Aufbau vor externen Erschiitterungen abgeschirmt werden.
Als zweites muss das Mikroskop so konstruiert werden, dass interne Vibrationen den
Messvorgang nicht ungiinstig beeinflussen. Der zweite Punkt wurde bei der Konstruk-
tion der kommerziellen Rastereinheit beriicksichtigt.

Zu Beginn dieser Arbeit befand sich das Mikroskop im dritten Stockwerk, was eine
sehr aufwindige Vibrationsisolierung aufgrund der Gebdudeschwingungen n6tig machte.
Zusétzlich zu einem aktiven, piezogeregelten Démpfungstisch (Herzan MOD-1) wurde
noch ein passiver Dampfungstisch benttigt, um messen zu kénnen. Trotzdem wirkten
sich Storungen, wie z.B. Schritte auf dem Flur sehr stéorend auf die Messungen aus.
Daher wurde das Mikroskop in einen ebenerdigen Raum verlegt. Der Aufbau wurde
danach leicht abgewandelt. Zwei durch Styroporplatten getrennte Mamorplatten wur-
den auf vier massiven Fiissen befestigt. Darauf wurde der aktive Tisch positioniert. Der
neue Aufbau des Mikroskops ist in Abb 3.5 zu sehen. Der Metallkasten mit der Schaum-

stoffschicht innen dient dazu, das Mikroskop vor Schall und Umgebungslicht zu schiitzen.

2.B. von Farnell
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3 Experimenteller Aufbau

Abbildung 3.5: Vibrationsisolierung

Der SNOM-Aufbau wird durch einen aktiven Ddmpfungstisch in Kombina-
tion mit einem schweren Mamortisch vor Vibrationen geschiitzt. Der innen
mit Schaumstoff verkleidete Metallkasten kann ganz geschlossen werden und

isoliert den Autbau vor Schall und Umgebungslicht.

3.7 Prinzipieller Messverlauf

Bevor die zu untersuchende Probe auf dem Probenhalter fixiert und in das SNOM einge-
baut wird, wird sie grob optisch begutachtet, um eine geeignete Probenstelle zu finden.
Anschliessend wird die eingebaute Probe mit dem inversen Mikroskop néher untersucht
und mittels eines x-y-Verschiebetisches positioniert. Hat man einen geeigneten Pro-
benbereich gefunden, wird als néichstes die auf dem Messkopf befestigte Nahfeldsonde
oberhalb der Probe eingebaut. Ist die Resonanzfrequenz (typische Werte liegen zwischen
33 und 34 kHz) gefunden, muss der Sollwert, bis zu dem der Oszillator (Quarzgabel mit
Faserspitze) geddmpft werden soll, eingestellt werden. Dieser wird so eingestellt, dass
sein Wert ca. 0.1V kleiner ist als der Amplitudenwert der freien Schwingung. Hiernach
erfolgt die softwaregesteuerte Grobanniherung der Nahfeldsonde mittels drei Motoren.
Ist der Sollwert erreicht, wird die Ann&herung automatisch abgebrochen. Die Sonde
sollte moglichst so weit angenéhert sein, dass die drei z-Piezos ungefihr bis zur Hilfte
ausgefahren sind. Ist dies nach der Grobann&herung noch nicht der Fall, kann mittels

einer schrittweisen Anndherung weiter angefahren werden. Hierbei fahren die Motoren
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3.7 Prinzipieller Messverlauf

nur einen kurzen Schritt, wihrend die Piezos komplett zuriick gezogen sind. Nach der
Motorbewegung werden die Piezos so weit wieder ausgefahren, dass der Sollwert erreicht
wird.

Als néchstes miissen die Parameter der Scherkraftdetektion so eingeregelt werden, dass
die Topographie der Probe gut wiedergegeben wird. Die einzustellenden Parameter sind
zum einen die Kenngrofilen des Regelkreises (Proportional- und Integralverstirker) und
der Sollwert fiir die Ddmpfung. Die empfindlichen Gréflen sind hierbei der Proportio-
nalverstirker und der Sollwert. Geeignete Anfangswerte sind dabei P = 30 und I = 0.3;
der Wert des Proportionalverstirkers muss immer um einen Faktor 100 hoher liegen, als
der des Integralverstirkers. Ein gutes Maf fiir die Qualitdt der Oberflichenabbildung
ist die Ubereinstimmung bei Hin- und Riickscan einer Zeile. Ein weiteres Indiz ist das
Fehlersignal. Hierbei handelt es sich um die Differenz zwischen dem Ist- und Sollwert im
Regelkreis. Sind die Werte fiir die Verstirker zu hoch, kommt es zu Eigenschwingungen
des Regelkreises. Diese sind im Fehlersignal deutlich zu erkennen. Sind sie zu niedrig, so
ist die Regelgeschwindigkeit zu langsam, so dass die Topographie nicht mehr richtig er-
fasst wird. Ein guter Scherkraftkontakt ist wichtig fiir ein optimales optisches Ergebnis.
Um Schidden an der Nahfeldsonde wéhrend der Vorbereitungen zur optischen Aufnah-
me zu vermeiden, wird diese wieder einige um von der Probe zuriickgezogen. In das
andere Ende der Sonde wird {iber einen Faserkoppler das Laserlicht eingekoppelt. Die
Apertur wird fokussiert und mittels eines Verschiebetisches und eines Rasters im Oku-
lar mittig zur optischen Achse ausgerichtet. Des weiteren miissen die entsprechenden
Filter eingesetzt und der Strahlengang zum Detektor freigeschaltet werden. Nach der
erneuten Anndherung der Sonde wird der Detektor eingeschaltet und bei zuriickgezo-
genem Piezo die Apertur so nachjustiert, dass moglichst viel Licht auf den Detektor
trifft. Anschliessend wird der Piezo ausgefahren, die Scherkraft-Parameter nachgeregelt
und mit der simultanen Aufnahme des topographischen und optischen Bildes begonnen.

Abschliessend werden die Bilder mit dem Messprogramm nachbearbeitet.
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4 Die Nahfeldsonde

Die wichtigste und empfindlichste Komponente eines SNOM bildet die optische Nah-
feldsonde. Die noch immer am h&ufigsten verwendete Sonde ist die angespitzte und
mit einem Metall (Aluminium, Silber) bedampfte Glasfaser, die am duflersten Ende
eine Apertur besitzt. Erwiinschte Eigenschaften einer solchen Apertursonde sind ho-
he Lichtintensitéit, durch grofie Offnungswinkel, eine gut definierte runde Apertur, kein
Lichtverlust durch Pinholes im Metallmantel und eine hohe optische Zerstérungsschwel-
le. Die Herstellung von Glasfaser-Apertursonden konnte bisher noch nicht automatisiert
werden, die einzelnen Schritte werden per Hand durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde ein Halter konstruiert, mit dem man 8 Spitzen zugleich dtzen und bedampfen
kann, ohne sie zwischendurch ausbauen zu miissen. Dadurch wird die Gefahr die Spit-
zen zu beschidigen verringert.

In die Entwicklung von mikrofabrizierten Sonden wurde in den letzten Jahren viel Zeit
und Miihe investiert, aber nur wenige der entwickelten Designs sind heutzutage kom-

merziell erhéltlich oder werden bereits experimentell eingesetzt.

4.1 Herstellung der Glasfaserspitze

Der Aufbau einer angespitzten optischen Glasfaser wird in Abb 4.1 dargestellt. Eine wel-
lenleitende Glasfaser besteht aus zwei konzentrischen Quarzglaszylindern. Der Kern wird
von einem Medium mit kleinerem Brechungsindex umgeben, dem sogenannten Mantel
(engl. Cladding). Wird Licht in die Faser eingekoppelt, so wird die Lichtwelle im Kern,
durch Totalreflexion an der Grenzschicht von Kern und Cladding, gefiihrt.

Ist der Durchmesser des Kerns relativ grof}, so werden mehrere Moden gefiihrt (Multi-
modefasern). In einem SNOM werden fast nur Monomodefasern verwendet, bei denen
der Kerndurchmesser so weit reduziert ist, dass nur noch die Grundmode gefiihrt wird.
Die Intensitéit der Grundmode ist im Mittelpunkt der Faser, aufgrund des gaussférmi-

gen Strahlprofils, am grofiten. Die hoheren Moden haben ihr Maximum teilweise nicht
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4.1 Herstellung der Glasfaserspitze

schiitzende
Kunststoffhiille

ungeschiitzte

Mantel Faser

Kern } Spitze

Abbildung 4.1: Aufbau einer optischen Glasfaser.

Der Kern der Glasfaser besitzt einen hoheren Brechungsindex als der ihn um-

gebende Mantel.

im Mittelpunkt der Faser. Aus diesem Grund und weil in der Faserspitze jede Multi-
modefaser aufgrund der Verjiingung des Kerns zur Monomodefaser wird, finden in der
optischen Nahfeldmikroskopie nur Monomodefasern Anwendung [24].

Man hat verschiedene Methoden zum Anspitzen des Glases entwickelt. Eine géingige Me-
thode ist das adiabatische Ziehen von otischen Fasern bei gleichzeitigem Erhitzen mit
einem CO, Laser [62, 63]. Die Form der Spitze kann durch Verédnderung der Ziehparame-
ter (Erwdrmungszeit, Ziehkraft, Verzogerungszeit) beeinflusst werden. Alternativ kann
Glass auch durch Siuren wie Flusssiure (HF) geéitzt werden. Das Atzen mit Flusssiure
kann unter Umgebungsbedingungen durchgefiihrt werden und fiihrt zu konischen Spit-
zenformen. Obwohl man beim Umgang mit HF spezielle Vorsichtsmassnahmen treffen
muss, weil HF schwere Verletzungen verursachen kann, ist diese Methode weit verbrei-
tet.

Bei der sogenannten Turner-Methode wird die vom Cladding befreite nackte Glasfaser in
ein HF-Bad getaucht, das von einer organischen Schutzschicht bedeckt ist [64]. Aufgrund
der Oberflichenspannung der Fliissigkeit bildet sich ein Meniskus an der Grenzschicht
zwischen Luft, Glas und HF. Durch Verinderung des Kontaktwinkels zwischen Sdure
und Glas wihrend des Atzprozesses wird der Faserdurchmesser verkleinert und eine
Spitze erzeugt.

Vergleicht man die beiden Methoden, so zeigt sich, dass keine von beiden die gewiinsch-
te Spitzenform liefert [65, 66]. Die Offnungswinkel gezogener Spitzen sind zu klein, was
zu einer reduzierten Lichtransmission fiihrt. In Abb.4.2 sind REM-Aufnahmen einer
gedtzten (a)) und einer gezogenen (b)) Spitze gezeigt. Die gezogene Spitze weist einen
ungefihr drei mal kleineren Offnungswinkel (12°), als die geditzte (30°) auf. Dies wird
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4 Die Nahfeldsonde

problematisch, wenn die Aperturen immer kleiner werden [67], da eine geringe Trans-
mission zu einem schlechten Signal-zu-Hintergrund Verhéltniss fiihrt. Mit der Turner-
Methode geétzte Spitzen haben eine sehr rauhe Oberfliche, da der Prozess sehr emp-
findlich auf Umgebungseinfliisse wie Vibrationen, Temperaturinderungen usw. reagiert.
Diese Rauhigkeit und eine Asymmetrie der Spitzen wird fiir beim Bedampfen mit Me-
tall entstehende Pinholes und eine schlecht definierte Apertur verantwortlich gemacht.
Der Offnungswinkel und damit auch die Transmission der Faser kann aber durch leichtes
Verindern der Atzbedingungen drastisch verbessert werden [67]. Ein weiterer Vorteil des
Atzens ist, dass man im Gegensatz zum Ziehen mehrere Fasern gleichzeitig bearbeiten

kann.

10 pm

Abbildung 4.2: REM-Bilder zweier angespitzter Glasfasern.

Seitenansichten einer geitzten a) und einer gezogenen Spitze b). Der Offnungs-
winkel der gedtzten Spitze betrégt ca. 30°, der der gezogenen hingegen nur ca.
12°.

Mit Hilfe einer neu entwickelten Methode, dem sog. tube-etching (engl. Rohrchen-
Atzen), wurden diese Probleme gelost, [68, 69]. Die Verbesserung besteht darin, dass das
Quarzglas innerhalb des Polymer Mantels geiitzt wird. Folglich findet der ganze Atzpro-
zess innerhalb eines sehr kleinen und wohldefinierten Volumens statt. Diese Methode
wurde zur Erzeugung der Glasfaserspitzen verwendet und wird im folgenden Kapitel

erlautert.
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4.1 Herstellung der Glasfaserspitze

4.1.1 Tube-etching

2h >

Zeit

Abbildung 4.3: Tube-etching Prozess.

Die Glastaser wird innerhalb ihres fiir HF permeablen Mantels geétzt.

Als Atzlosung wird 40% Flusssiure (engl. hydrofluoric acid, HF) (purissimum, Flu-
ka) verwendet. Eine diinne Schutzschicht aus N-Octane verhindert das Verdampfen der
Flusssédure und schiitzt somit den Faserhalter vor Korrosion. Die Zusammensetzung der
Glasfaser beeinflusst wesentlich die Spitzenbildung. Kleine Unterschiede im Glasma-
terial, Dotierungen oder Inhomogenitéten, spielen eine wesentliche Rolle wihrend des
Atzprozesses. Besonders geeignet [70] fiir diese Methode der Spitzenherstellung ist eine
single-mode Faser von der Firma 3M (FS-SN-3224), deren Mantel von der Flusssiure
nicht angegriffen wird, fiir diese aber permeabel ist. Die Spitzenbildung innerhalb des
Mantels ist bisher noch nicht vollkommen verstanden. Die Permeabilitdt des Mantels
fiir HF spielt aber eine wesentliche Rolle.

In Abb. 4.3 wird gezeigt, wie die Spitze withrend des Atzprozesses entsteht. HE dif-
fundiert durch den permeablen Mantel der Glasfaser hindurch und greift das Glas von
allen Seiten an. Gleichzeitig entsteht am unteren Ende eine Spitze, da die dusseren Re-
gionen der Faser schneller, als die inneren geédtzt werden. Vermutlich ist Konvektion
der entscheidende Parameter fiir diesen Prozess [69]. Durch Diffusion und Konvektion
entsteht die Spitze an der dusseren Meniskusseite (oberhalb des Meniskus ist kein HF
mehr vorhanden, das diffundieren koénnte). Sobald die Spitze gebildet wurde, wird der
Atzprozess nur noch durch Konvektion weitergefiihrt.

Nachdem die endgiiltige Spitzenform erreicht ist werden die Fasern mit Milliporewas-
ser gespiilt, danach muss der Polymer-Mantel bis ca. 1cm hinter der Spitze entfernt

werden. Dies kann durch mechanisches Abziehen, oder durch eine zweite Atzlosung aus
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4 Die Nahfeldsonde

heisser konzentrierter Schwefelsiure (HySO,) realisiert werden. Werden die Spitzen in
ca. 80°C heisse Schwefelsdure eingetaucht, so wird der Mantel innerhalb weniger Sekun-
den durch die heftige Einwirkung der Sdure aufgel6st. Durch den Spiilvorgang sind die
Fasern feucht, wenn sie in die Schwefelsdure eingetaucht werden, was zur Bildung von
Bléaschen fiihrt. Dies fiihrt zu einer recht rauhen Oberfliche und kann Probleme bei dem
anschliessenden Bedampfen mit einem Metallmantel verursachen. Vermeiden kann man
diese Bldschenbildung beim Eintauchen, indem man die Fasern nach dem Spiilen durch
vorsichtiges Abblasen mit Stickstoff trocknet. Damit moglichst keine Reste des Mantels
am Glas hidngen bleiben, ldsst man die Spitzen ca. 30 min in der Schwefelsdure stehen.
Alternativ kann man den Mantel mit einer Pinzette mechanisch abstrippen, nachdem
das Polymer zuvor durch ein Losungsmittel wie Aceton oder Chloroform aufgeweicht
wurde. Allerdings liegt hierbei die grosste Schwierigkeit darin, jeden Kontakt mit der
Spitze und damit deren Beschidigung zu vermeiden.

Mit dem speziell konstruierten Faserhalter (Abb.4.4) kann der gesamte Atzprozess und
das anschliessende Bedampfen mit einem Metallmantel fiir acht Spitzen gleichzeitig
durchgefiihrt werden, ohne dass sie zwischendurch ausgebaut werden miissen. Dies ver-
mindert das Risiko der Beschidigung. Trotz der etwas schlechteren Oberflichenqualitét

bei der Behandlung mit Schwefelsiure, ist diese Methode daher vorzuziehen.

Abbildung 4.4: Faserhalter.

Im selbstgebauten Faserhalter kénnen 8 Spitzen gleichzeitig gedtzt und an-
schliessend bedampft werden. Die ca. 1 m langen Faserenden werden um den
unteren Teil des Halters gewickelt und mit Gummiringen fixiert, da der Halter

wéhrend des Bedampfens rotiert.
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Der gesamte Atzprozess wird im Reinraum durchgefithrt, um die Verschmutzung der
Glasoberfliche durch Staubpartikel zu minimieren. Zudem ist der Umgang mit HF nicht
nur fiir den Experimentator, sondern auch fiir die Umgebung gefihrlich und muss daher
unter besonderen Sicherheitsvorkehrungen durchgefiihrt werden. Anschliessend werden

die Fasern in Milliporewasser getaucht und sobald wie moéglich weiterverarbeitet.

4.2 Aperturherstellung

Nachdem die Glasfaser angespitzt wurde, muss ein Metallmantel auf die Spitze aufge-
bracht werden, um eine Apertur herzustellen, die viel kleiner als die verwendete Wel-
lenlidnge ist. Dafiir gibt es verschiedene Moglichkeiten. Entweder dampft man das Me-
tall so auf, dass dabei schon eine Apertur entsteht, oder man erzeugt in einem zweiten
Schritt eine Apertur auf einer vollstindig bedampften Spitze. In diesem Kapitel werden
verschiedene Methoden der Aperturherstellung vorgestellt und deren Vor- und Nachteile
diskutiert.

4.2.1 Schattenbedampfen

Verdampfungsquelle

Glasspitze

Metallschicht

Schatten

Abbildung 4.5: Bedampfungsgeometrie des Metall-Beschichtungsprozesses.

Die Bedampfung erfolgt in einem kleinen Winkel relativ zur Bedampfungsquel-
le. Durch den Abschattungseffekt wird am Ende der Spitze eine kleine Apertur

erzeugt.

Bei dieser weit verbreiteten Methode werden die Fasern in einem bestimmten Winkel

relativ zu einer Verdampfungsquelle rotiert (Abb. 4.5). Dazu wird der Faserhalter mit
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4 Die Nahfeldsonde

den frisch geéitzten Fasern in einer Verdampfungsanlage (BALTEC, MED 020) auf einen
kleinen Motor so montiert, dass die Faserenden in einem Winkel von ca. 30° von der Ver-
dampfungsquelle wegzeigen. Die Verdampfungsquelle besteht aus einem, mit Aluminium
gefiillten Wolframschiffchen in einem evakuierten Glaszylinder (p = 1-10~° mbar). Durch
einen hohen Strom (I = 120 A bei U = 4V) wird das Metall verdampft und auf den
rotierenden Fasern abgeschieden. Die Bedampfungsrate und Schichtdicke wird mithilfe
eines Schwingquarzes gemessen. Zur Berechnung der notwendigen Metalldicke werden
die Spitzen ndherungsweise als Zylinder angesehen, daher muss die gemessene Schicht-
dicke noch durch 7 geteilt werden, um den tatséchlich auf den Spitzen aufgedampften
Wert zu ermitteln.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunéchst das Schattenbedampfen verwendet um Aper-
tursonden herzustellen. Die Methode ist gut geeignet um gleichzeitig mehrere Spitzen
recht kostengiinstig herzustellen. Allerdings sind zwischen zwei Bedampfungsprozessen
weder Aperturform noch -durchmesser reproduzierbar und meist nicht einmal von Spit-

ze zu Spitze, wenn sie gleichzeitig in einem Halter bedampft wurden.

Abbildung 4.6: Kornerbildung an der Endfléche einer mit Aluminium schat-
tenbedampften Spitze. Die Apertur wird durch grossere Korner

verdeckt und ist nicht erkennbar.
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Ein anderes Problem des Bedampfens mit Metall ist die Rauhigkeit der Oberfliche.
Wenn das Metall beginnt, auf der Glasoberfliche zu kondensieren, bilden sich kleine
Metallkérner. Druck, Sauerstoffgehalt, die Art des Metalls, die Bedampfungsrate und
der Aufdampfwinkel spielen eine enscheidende Rolle bei der Bildung dieser Kérner [71].
Die tatsédchliche Schichtdicke betrug bei den aluminiumbedampften Spitzen meist ca.
450 nm (Eindringtiefe bei A = 496 nm: 6.7nm, [72]), aufgrund der grolen Rauhigkeit
der Aluminiumoberfliche. Bei der spéater verwendeten Bedampfung mit Silber konnte
die Schichtdicke trotz der etwas hoheren Eindringtiefe (Eindringtiefe bei A = 496 nm:
12.8 nm, [72]) auf ca. 350 nm reduziert werden, ohne dass es zu pinholes im Metallmantel
kam. Die Bedampfung mit Silber fiihrt ndmlich zu einer wesentlich glatteren Oberfléiche,
als bei Aluminium.

Flache Aufdampfwinkel (relativ zur Spitzenoberfliche) erzeugen eine rauhere Ober-
fliche. Daher ist das Spitzenende oft sehr rauh und die Apertur schlecht definiert. Dies
fithrt zu unerwiinschten Artefakten bei der Aufnahme des optischen Bildes [57], da der
Abstand Sonde-Probe vergroBert wird [73]. Abb. 4.6 zeigt die elektronenmikroskopische
Aufnahme einer mit dieser Methode aluminiumbedampften Spitze. Die Endfliche der
Spitze ist rauh und asymmetrisch, die Apertur ist nicht erkennbar, da sie von grésseren

Kornern verdeckt wird.

4.2.2 Aufdriicken der Apertur

In frithen Arbeiten schlugen D. W. Pohl et al. vor, eine vollstindig mit Metall zu-
gedampfte, undurchsichtige Spitze auf eine Probenoberfliche zu driicken und dadurch
eine Apertur aufzupressen [4]. Es wurden damit kleine Aperturdurchmesser von ca.
80nm erreicht und zusétzlich waren die Spitzenenden flach. Die Methode wird heute
immer noch, trotz der geringen Reproduzierbarkeit, verwendet [74]. Verbessert wurde
diese Art der Aperturherstellung dadurch, dass die Spitze mittels eines Piezo auf eine
Glasoberfliche gedriickt wird, wihrend gleichzeitig Laserlicht in die Faser eingekoppelt
und die transmittierte Lichtintensitit wihrend des Offnungsprozesses beobachtet wird.
Bei Erreichen einer gewiinschten Intensitit wird der Prozess beendet [75]. Ein Nachteil
dieser Methode ist, dass die Endfliche der Spitzen durch das Aufdriicken verbreitert

und damit die topographische Auflésung verschlechtert wird.
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4 Die Nahfeldsonde

4.2.3 Focused ion beam Technik

Eine undurchsichtige, metallisierte Spitze kann alternativ durch einen fokussierten Io-
nenstrahl (engl. focused ion beam) aufgebohrt werden. Eingefiihrt wurde diese Methode
von Baida et al. [76], gefolgt von Muranishi et al.[77] und Lacoste et. al. [78]. Die Tech-
nik wurde spiter von Veerman et al. [73] verbessert. Eine solchermassen hergestellte
Sonde ist aufgrund einer gut definiert Apertur mit einem flachem Spitzenende, ihrem
Polarisationsverhalten, sowie ihren Abbildungseigenschaften in der Lage, hochauflsen-
de Fluoreszenzmessungen z.B. an einzelnen Molekiilen durchzufiihren [73]. Der grosste
Nachteil dieser Methode ist, dass die Kosten fiir die Herstellung einer einzelnen Spitze
unverhéltnisméssig hoch sind und diese Technik damit fiir eine kommerzielle Nutzung

wenig attraktiv ist.

4.2.4 Chemisches Atzen der Apertur

Als weitere Methode zur Herstellung einer Aperturspitze wird von Saiki et al. [79] das
Wegiitzen des Metallmantels mit einer KT - I, Losung vorgestellt. Dabei wird die Spitze
derart mit einem Acrylharz bedeckt, dass das duflerste Ende frei bleibt. Wird die Spitze
dann in die Atzlosung getaucht, so wird nur das Metall entfernt, das nicht vom Harz
geschiitzt wird. Auf diese Art konnten Aperturdurchmesser von 80 bis 200 nm erreicht

werden, was fiir die meisten Anwendungen allerdings zu grof} ist.

4.2.5 Festkorperelektrolyse

D. Mulin et al. [80] schlugen 1997 vor, Festkorperelektrolyse zwischen einer silberbe-
dampften Glasspitze und einem elektrolytischen Glas dazu zu benutzen eine Nano-
Apertur zu erzeugen. Elektrolyse ist eine geeignete und naheliegende Methode, um eine
Metallummantelung von einem Substrat zu entfernen. Allerdings ist ein fliissiger Elektro-
lyt ungeeignet, da sich an der Grenzfliche von Losung, Luft und Substrat ein Meniskus
bildet. Im Bereich des Meniskus wiirde dann das gesamte Metall entfernt werden. Be-
nutzt man einen Festkorperelektrolyten, so vermeidet man dieses Problem und entfernt
nur das Metall am untersten Ende der Spitze.

Die elektrolytische Zelle wird dadurch gebildet, dass man eine Spannung zwischen der
silberbedampften Nahfeldsonde (Anode) und einer auf den Festkorperelektrolyten auf-
gedampften Gegenelektrode (Kathode) anlegt. Das Prinzip der elektrolytischen Erosion
ist in 4.7 dargestellt. Die Schwierigkeit bei dieser Methode besteht darin, den Kontakt
zwischen Spitze und Elektrolyt wihrend der Metallablésung aufrecht zu erhalten. Mulin
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4.2 Aperturherstellung

et al. bewegten die silberbedampfte Spitze mittels eines piezo-elektrischen Stellmotors
solange zum Elektrolyten, bis ein ein plotzlicher Stromfluss auftrat. War eine Lage Sil-
ber entfernt, so musste die Spitze erneut Richtung Elektrolyt bewegt werden, bis wieder
Strom floss. Bei diesem Experiment war es schwierig den Erosionsprozess im richtigen
Moment zu stoppen, ndmlich dann, wenn die Apertur gerade beginnt sich zu 6ffnen.
Die dermaflen hergestellten Sonden waren tatséchlich so weit entmetallisiert, dass die
nackte Glasfaser aus dem Metallmantel einige nm herausragte. Solch eine Spitzenform
ist nicht geeignet fiir hochauflosende SNOM Bilder.

silberbedampfte
Spitze (Anode)
—»

Silberkathode Elektrolyt — -
\— y v i ——
» AZT 4

Abbildung 4.7: Prinzip der elektrolytischen Erosion.

Silberionen wandern von der Spitze (Anode) zur Kathode.

Diese vielversprechende Methode wurde von A. Bouhelier et al. [81] weiterentwickelt,
indem sie sowohl den Ionenstrom, als auch das transmittierte Licht withrend des Off-
nungsprozesse kontrollieren. Dadurch erhilt man reproduzierbar Sonden mit Aperturen
um 50nm und flachen Endflichen. Die oben beschriebenen Kontaktprobleme wurden
gelost, indem eine Abstandskontrolle iiber eine Feedback-Elektronik integriert wurde,
die eine kontinuierliche Anniherung ermdoglicht, ohne dabei die Spitzen zu beschidi-
gen. Die Experimente wurden mit einem selbstgebauten SNOM durchgefiihrt, in das
man statt der Probe den Festkorperelektrolyten einbaute. Die Abstandskontrolle erfolg-
te liber Messung der Scherkraft einer Quarzgabel, auf der die Spitze aufgeklebt war.
Gleichzeitig wurde der Tonenstrom gemessen, der wihrend des Offnungsprozesses kon-
stant gehalten wurde, um so ein gleichmissiges und kontrolliertes Offnen der Spitzen zu

ermoglichen.
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4 Die Nahfeldsonde

4.2.6 Zusammenfassung

Alle bis heute entwickelte Methoden zur Herstellung von Apertursonden fiir die op-
tische Nahfeldmikroskopie leiden unter der relativ geringen Reproduzierbarkeit guter
Spitzen, wie z.B. die weitverbreitete Technik des Schattenbedampfens [82], oder bendti-
gen sehr teures Equipment, wie die focused ion beam Technik [73]. Die von D. Mulin
vorgeschlagene Methode hingegen ist vielversprechend, aber noch verbesserungsbediirf-
tig. Elektrolyse ist eine naheliegende Methode, um Metall zu transportieren. Benutzt
man dann noch einen Festkorperelektrolyten, so kann man die aktive Fliche zusétzlich
auf einen kleinen Punkt beschrinken.

Eine verbesserte Version von Mulins Vorschlag wurde durch einen neu entwickelten,
eigenstandigen experimentellen Aufbau realisiert und wird im folgenden Kapitel be-
schrieben. Dieser ermoglicht eine prézise Kontrolle des Demetallisierungsprozesses und

damit der Aperturgrofle.
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5 Aperturerzeugung mittels
Festkorperelektrolyse

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Methode der Aperturerzeugung basiert auf den
Eigenschaften von Festkorperelektrolyten. Diese, auch bekannt als schnelle Tonenleiter,
stellen eine Materialklasse dar, die im festen Aggregatzustand eine hohe Tonenleitfahig-
keit besitzen. Hierdurch ist ein Materialtransport iiber die Leitung der entsprechenden
Ionen moglich. Thre Geschichte geht bis 1834 zuriick, als Michael Faraday eine hohe elek-
trische Leitfdhigkeit von PbFy bei hohen Temperaturen aufzeigte. Bei der Leitfidhigkeit
wird zwischen elektronischer und elektrolytischer (oder ionischer) unterschieden, wobei
nur bei der letzteren auch ein Materialtranport stattfindet. Tonenleitende Festkorper
konnen dabei ebenso grofle ionische Leitfihigkeiten erreichen wie Salzschmelzen oder
Elektrolytlésungen. Dies setzt eine inhomogene Zusammensetzung der Gitterstruktur
voraus, in der manche Atome eine fliissigkeitsihnliche Mobilitét besitzen, wihrend an-

dere auf ihren reguliren Gitterpléitzen bleiben [83, 84].

5.1 Der Elektrolyt

5.1.1 Hintergrund

Es existieren sowohl kristalline, als auch glidsern amorphe Festkorperelektrolyten. Zu
den kristallinen gehdéren Alkalimetallhalogenide und Silberhalogenide. Die am besten
untersuchten amorphen Elektrolyten sind die Oxidgliser. Im festen Zustand zeigen
Ionen wie H*, Li*, Na*, Cu*, Agt, F~, CI" und O?  die hochsten elektrolytischen
Leitfihigkeiten [85]. Allerdings erreichen die meisten Festkorperelektrolyten ihre hohe
Leitfahigkeit erst bei sehr groflen Temperaturen. Vor allem Sauerstoffionenleiter, wie
z.B. ZrO, - Y503 weisen Leitfihigkeiten > 0.1Q tem ! erst bei 1000° C auf [86]. Eini-

ge Glasphasen, die auf Agl basieren, zeigen dagegen schon bei Zimmertemperatur eine
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5 Aperturerzeugung mittels Festkorperelektrolyse

hohe Ag™-Leitfihigkeit. Zudem eignet sich Silber gut zum Beschichten von Glasfasern
und zeigt eine geringe spektrale Eindringtiefe des Lichtes iiber den gesamten Spektral-
bereich. Aus einer groflen Auswahl von Silber-basierten Festkorperelektrolyten werden
in dieser Arbeit Silberiodid-Silbermetaphosphat AgPO3-Agl verwendet, da das daraus
hergestellte Elektrolytglas transparent genug fiir optische Anwendungen ist. Dieses Glas
zeigt ausserdem eine grofie Leitfihigkeit fiir das Silberkation Ag™ und ist gleichzeitig ein
schlechter Elektronenleiter. Bei einer Temperatur von 25°C liegt die [onenleitfdhigkeit
bei 1.5- 1072 Q tem ™!, wohingegen die Elektronenleitfihigkeit auf unter 107 Q tem ™t
geschiitzt wird [80]. Dieser amorphe Festkorperelektrolyt ist also gut geeignet, um die
Spitze der Nahfeldsonde durch Entfernen des Metalls zu 6ffnen. Zudem ist die Herstel-
lung mit géngigen Labormitteln relativ einfach zu bewerkstelligen.

In Ionenkristallen steht die Leitfihigkeit im Zusammenhang mit Art und Anzahl der
Ionen- und Fehlordnungsstellen im Gitter. Die Ionenleitung erfolgt durch Anlegen eines
dusseren Feldes. Allerdings ist der Zusammenhang zwischen der ungeordneten Struktur
eines Glases und seiner hohen Ionenleitfdhigkeit schon bei Zimmertemperatur sehr kom-
plex. Man vermutet, dass die Dotierung mit Agl das fiir die Ag™-Ionen verfiighare freie
Volumen vergroflert und so zu einer hoheren Leitfdhigkeit fiihrt. Tatséchlich sind die
Dotierungsatome nicht direkt am Glasformungsprozess beteiligt, sondern vergréssern
den Abstand zweier Segmente der Phosphatkette im Falle von AgPOj3 als Wirtsglas.
Dadurch werden Leitungsbahnen gebildet, die die Tonenleitung begiinstigen [87]. Alter-
native Dotierungssubstanzen wie AgBr und AgCl wurden untersucht, aber Agl scheint
das Glasnetzwerk am besten auszudehnen [88]. Die Ionenleitfahigkeit hingt stark von
der Konzentration der Dotierungssubstanz ab. Eine hohe I~ Konzentration ist notig, um
das freie Volumen zu vergréfern und damit die Leitfahigkeit zu erhdhen, kann aber auch
die Glasbildung begrenzen und zur Kristallisierung von Agl fiihren [87]. Fiir das hier
untersuchte System (Agl),(AgPO;3)i_, kann oberhalb eines Molenbruchs von z =~ 0.58

das Glasnetzwerk nicht mehr ausgebildet werden.

5.1.2 Herstellung

Das (Agl),(AgPO3);_, Glas kann aus kommerziell erhéltlichen Produkten hergestellt
werden. Die Dotiersubstanz Silberiodid Agl (Nr.: 10217, Sigma Aldrich) wird zu dem
Netzwerk bildenden Silbermetaphosphat AgPO3 (CAS#13465 — 96 — 8, City Chemical,

USA) in einem dquimolaren Verhiltnis hinzugegeben '. Die beiden Substanzen werden

' Molekulargewicht: 234.77 g/mol fiir Agl und 186.84 g/mol fiir AgPO3.

20



5.1 Der Elektrolyt

i

b

Abbildung 5.1: Glasférmiger Elektrolyt.

Die flache Elektrolytscheibe wird durch Spincoaten des heifien Glasgemischs
hergestellt. Der Abstand zweier Striche auf der Skala betrdgt 1 mm.

dann vorsichtig in einem Schmelztiegel zu einem homogenen Pulver vermischt. Ansch-
liessend wird dieses Pulver in einem Ofen bei 650°C fiir ca. 45 min geschmolzen.

Glas entsteht, wenn eine Schmelze so schnell abkiihlt, dass sich keine kristalline Struktur
ausbilden kann. Das bedeutet, dass sich bei der Entstehung von festem Glas aus einer
Schmelze die Geschwindigkeiten der Kristallkeimbildung und die des Kristallwachstums
so zueinander verhalten miissen, dass sich zwar Kristallkeime bilden kénnen, aber das
Erstarrens der Schmelze sich auf einer kleineren Zeitskala abspielt als das eigentliche
Kristallwachstum.

Um das schnelle Abkiihlen zu gewéhrleisten und einen diinnen (einige 100xm) Elektro-
lyten mit glatter Oberfléiche herzustellen, wird ein Tropfen des geschmolzenen (Agl)ys—
(AgPO3)o.5 Gemischs in die Mitte eines rotierenden Deckglidschens getropft. Das fliissi-
ge Gemisch wird dabei innerhalb weniger Sekunden fest. Wichtig ist dabei die rich-
tige Rotationsgeschwindigkeit zu wéhlen, damit das Glas blasenfrei und diinn genug
wird, dabei aber immer noch ein zusammenhéngendes Plittchen bildet. Es wurde ein
selbst gebauter Spincoater benutzt, bei dem sich die Geschwindigkeit per Hand von
500 U/min bis 2000 U/min regeln lisst. Die besten Resultate lieBen sich erzielen, indem
man den heiflen (ca. 600°C) Tropfen bei einer niedrigen Umdrehungszahl auftropfte
und dann schnell bis zur maximalen Geschwindigkeit hochregelte. Idealerweise entsteht
ein gelblich-transparentes Glasplédttchen mit einer glatten, blasenfreien Oberfliche. In
Abb. 5.1 ist ein solcher Elektrolyt gezeigt. Typischerweise haben die Elektrolyten einen

Durchmesser von einigen mm und eine Dicke von einigen hundert pm.
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5 Aperturerzeugung mittels Festkorperelektrolyse

5.1.3 Glasiibergangstemperatur
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Abbildung 5.2:  Differential Scanning Calorimetry (DSC) eines Elektrolyten.

Aufgetragen ist die gemessene Wirmekapazitit C, gegeniiber der Temperatur
bei einer Heizrate von 10K/min (durchgefiihrt in der Arbeitsgruppe von Prof.
Kitzerow (Universitit Paderborn)). Der Peak bei T, = 344 K und der Anstieg
der Wiarmekapazitét ist charakteristisch fiir einen Glasiibergang [89, 90).

Der amorphe Zustand eines Glases kann durch die Bestimmung der Glasiibergangs-
temperatur charakterisert werden. Wird eine Fliissigkeit schlagartig abgekiihlt, kann
keine Kristallisation stattfinden und die Fliissigkeit befindet sich in einem unterkiihlten
fliissigen Zustand. Wird diese Fliissigkeit erneut erhitzt, bis die Glasiibergangstempera-
tur erreicht wird, so findet ein Ubergang vom amorphen zum fliissigen Zustand statt,
der sogenannte Glasiibergang.

Von Gibbs und DiMarzio wurde ein Modell des Glasiibergangs fiir Polymermolekiile
entwickelt, die aus langen Kohlenstoffketten mit starren, gerichteten Bindungen un-
ter festen Bindungswinkeln sowie variablen Seitengruppen bestehen [91, 92]. Da das
in dieser Arbeit verwendete Metaphosphat eine d&hnliche Kettenstruktur aufweist, kann
diese Theorie zur Beschreibung des Glasiibergangs verwendet werden. Man betrach-
tet hierbei die Freiheitsgrade der Rotation um Einfachbindungen. Beim Abkiihlen ge-

hen diese Freiheitsgrade sukzessive in die energetisch niedrigsten erreichbaren Zusténde
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iiber, was bei fortschreitender Abkiihlung immer stirker die Wahlmoglichkeiten zwi-
schen verschiedenen Konfigurationen des Gesamtmolekiils, also seine Flexibilitét, ein-
schrinkt: Es wird zunehmend schwieriger fiir die Molekiile, Gitterpliatze im Kristall ein-
zunehmen, und die Konfigurationsentropie wird bei endlicher Temperatur Null. Insoweit
ahnelt der Glasiibergang einem Phaseniibergang zweiter Ordnung nach der Ehrenfest-
Klassifikation. Die erwéhnte Schwierigkeit in der Packung der Kettenmolekiile hat aber
auch kinetische Konsequenzen, sie bewirkt ndmlich eine Steigerung der Viskositéit sowie
der Relaxationszeiten. Beim Glasiibergang spielen also kinetische und thermodynami-
sche Effekte eine Rolle, man sagt auch, der Glasiibergang ,iiberdeckt” einen echten
Phaseniibergang zweiter Ordnung.
Die Anderung der Wirmekapazitiit charakterisiert den thermodynamischen Aspekt ei-
nes Glasiibergangs. Wenn wahrend eines Abkiihlungsprozesses ein Freiheitsgrad aus dem
thermodynamischen Gleichgewicht gerét, dann tragen Fluktuationen der mit diesem
Freiheitsgrad verkniipften totalen Entropie S nicht mehr zur Wéarmekapazitit C, bei
(k=Boltzmann-Konstante):

AS? = kC, (5.1)

Daher muss der Glasiibergang bei sinkender Temperatur immer mit einer Abnahme der
Wirmekapazitiat verkniipft sein.

In kalorimetrischen Experimenten (engl. Differential Scanning Calorimetry; DSC 2, Per-
kin Elmer, D) kann die Anderung der Wirmekapazitit C, mit steigender Temperatur
gemessen werden. Ein Kalorimeter arbeitet nach dem adiabatischen Prinzip, die Probe
wird thermodynamisch von der Umgebung isoliert. Die Messung erfolgt bei langsamer,
stetiger Erwarmung. Aus der Auftragung der Warmekapazitit gegen die Temperatur
kann die Glasiibergangstemperatur bestimmt werden.

DSC-Messungen der Elektrolyten zeigen, dass der Ubergang bei Temperaturen zwischen
320 K und 350 K stattfindet. Diese Ergebnisse stimmen mit den in der Literatur [93, 89]
angegebenen Werten {iberein. Die in Abb.5.2 gezeigte DSC-Messkurve eines Elektro-
lyten zeigt den fiir einen Glasiibergang typischen Verlauf mit einem Glasiibergang bei
T, = 344 K. Diese Messungen wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Kitzerow (Univer-
sitdt Paderborn) durchgefiihrt.

5.1.4 Transparenz

Die Transparenz der Elektrolyten wurde mittels eines Spektrometers (Lambda 25 UV/
VIS Spectrometer, Perkin Elmer, D) untersucht und ist in Abb.5.3 gezeigt. Es wurden

zwei 500 pm dicke Elektrolyten untersucht, wobei der eine (durchgezogene Linie) direkt
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Abbildung 5.3: Transmission zweier 500 um dicken Elektrolyten.

Die durchgezogene Kurve zeigt die Transmission eines frisch hergestellten, die
gestrichelte Kurve die eines sieben Monate alten Elektrolyten in Abhéngigkeit
von der Wellenléinge.

nach seiner Herstellung und der zweite nach siebenmonatiger Lagerung unter Umge-
bungsbedingungen vermessen wurde. Die Transmission bei der im Aufbau verwendeten
Wellenlénge von 532 nm liegt fiir den frischen Elektrolyten bei 17 % und fiir den gealter-
ten nur noch bei 9%. Wie fast alle Silbersalze neigt auch der Festkorperelektrolyt zur
photochemischen Zersetzung; hierbei wird elementares Silber gebildet. Dieser Prozess
verlduft analog zum photographischen Prozess in Filmen.

Durch eine unterschiedliche Transmission der Elektrolyten wiirde sich die Sensitivitét
der elektrolytischen Zelle und damit die Aperturgréfle indern. Daher wurden stets frisch
hergestellte, oder in einem evakuierten Exsikkator im Dunkeln gelagerte Elektrolyten zur
Aperturherstellung verwendet.

5.1.5 Oberflichenrauhigkeit

Die Oberfliche der Elektrolyten sollte moglichst glatt und frei von Verunreinigungen
sein, um einen guten Kontakt wihrend des Offnungsprozesses zu ermoglichen. Daher
wurde die Oberfliche der Elektrolyten mit einem AFM (Bioscope, Nanoscope IIla, Vee-
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Abbildung 5.4: AFM-Rauhigkeitsmessung eines Elektrolyten.

Dreidimensionale Darstellung der Elektrolytoberfliche (Kantenlinge: 1.5 um,
Hohenskala: 10 nm).

co Instruments, USA) untersucht und die effektive Rauhigkeit (RMS = Root mean
square roughness) bestimmt. Abb.5.4 zeigt die drei-dimensionale Darstellung der Elek-
trolytoberfliche bei einer Hohenskala von 10 nm. Die Oberfliche besitzt eine effektive
Rauhigkeit von nur 2.1 nm. Das sorgt fiir einen guten Kontakt der gesamten Spitzenend-
fliche mit dem Elektrolyten und somit das gleichmissige Abtragen der Silberionen von
der Spitze. Dieses ermoglicht die Fabrikation von Nahfeldsonden, die eine sehr flache

und ebene Spitze aufweisen.

5.1.6 Die Elektrode

Ebenfalls entscheidend fiir die Eigenschaften der elektrolytischen Zelle ist die Wahl der
Elektrode. Als Material bietet sich hierbei Silber an, da so von der Gegenelektrode die
gleichen Ionen wieder mitgenommen werden kénnen, die von der Nahfeldsonde abge-
tragen werden. Auf diese Weise (identische Elektrodenmaterialien) ist das elektrische
Potential der Zelle gleich Null. Eine Elektrode aus Silberfolie ist fiir diesen Zweck unge-
eignet, da die kleine Kontaktfliche mit dem Elektrolyten zu einem schlechten Stromfluss

fiihren wiirde. Daher wurde hier die Elektrode durch thermisches Verdampfen von Sil-

%)
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ber auf den Elektrolyten aufgebracht. Die Mitte des Elektrolyten wird mit einer aus
Aluminiumfolie hergestellten Maske bedeckt, so dass eine moglichst ringférmige Elek-
trode aufgedampft wird. Ist die Elektrode annéhernd ringférmig, konnen die Silberionen
isotrop von der Spitze, die moglichst in der Mitte des Elektrolyten plaziert wird, zur Ka-
thode wandern. Die Schichtdicke der Silberelektrode betrégt iiblicherweise 200-300 nm.
Abb. 5.5 zeigt den Elektrolyten aus Abb.5.1 mit aufgedampfter Silberelektrode.

: . N TR N e
Abbildung 5.5:  Der Elektrolyt aus Abb.5.1 mit aufgedampfter Silberelek-
trode.

Es ist sehr wichtig, den fertigen Elektrolyten vor Verunreinigungen durch H,O und
O3 zu schiitzen, um Storstrome zu vermeiden. Oxidation beeintrichtigt zudem die elek-
trochemischen Eigenschaften des Silbers und verschlechtert damit die elektrolytische
Effizienz.

5.2 Aperturherstellung

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass der Festkorperelektrolyt (Agl)os(AgPO3)o.5
sehr gut fiir den Materialtransport von Silber geeignet ist. Er besitzt alle Eigenschaf-
ten, die zur Erzeugung einer Apertur auf der Spitze einer Nahfeldsonde notig sind. Die
Transparenz des Elektrolyten im Wellenldngenbereich des verwendeten Lasers (532 nm),

ermoglicht wihrend des Offnungsprozesses die Messung der von der Nahfeldsonde emit-
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tierten Lichtintensitit. Dies ist der Kontrollparameter zur Erzeugung von Aperturen
einer bestimmten Grofle.

Nachdem eine geeignete Methode zur Fabrikation der Nahfeldsonden gefunden war, mus-
ste geklirt werden, wie diese experimentell umgesetzt werden sollte. Wichtige Punkte
hierbei waren die zu verwendende Abstandsregelung, Realisierung der elektrolytischen
Zelle, Wahl einer giinstigen Zellspannung und der zu erwartende Stromfluss.

Die experimentelle Umsetzung in Form der neu entwickelten Erosionsbox wird im fol-

genden Kapitel erldutert.

5.2.1 Experimenteller Aufbau

Abbildung 5.6: Erosionsbox mit zugehoriger Elektronik.

Es wurde ein vom Nahfeldmikroskop unabhéngiger Aufbau realisiert, dessen Ab-
standsregelung auf der Messung des Tunnelstroms zwischen Spitze und Elektrolyt ba-
siert. Diese neue Methode bietet entscheidende Vorteile gegeniiber der Integration der
Aperturdffnung in das SNOM [93], da die Abstandsregelung via Tunnelstrom sehr viel
stabiler als iiber die Scherkraft ist. Zudem ist der Aufbau relativ kostengiinstig, da we-
der ein Computer zur Steuerung, noch eine fokussierende Optik bendotigt wird.

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Erosionsbox zur Aperturherstellung bei Nah-

feldsonden ist in Abb. 5.6 zusammen mit der zugehorigen Elektronik abgebildet. Die
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5 Aperturerzeugung mittels Festkorperelektrolyse

Elektronik beinhaltet (von links nach rechts) die Regelung und Aufzeichnung der Pie-
zobewegung, die Aufzeichnung des Lichtsignals vom PMT und die Motorsteuerung
zur Grobann&herung. Der Aufbau ist in eine verschliefbare Metallbox integriert, um
den Offnungsprozess vor stérenden elektromagnetischen Feldern, akustischen Stérun-
gen und Hintergrundlicht zu schiitzen. Die Nahfeldsonde ist direkt an einem z-Piezo
(P-810.10, PI) befestigt. Die Grobanniherung an den Elektrolyten erfolgt iiber einen
DC-Getriebemotor (M 1616 C, Faulhaber), der eine Mikrometerschraube antreibt. Un-
terhalb der Sonde befindet sich der Photomultiplier (PMT: H 5784, Hamamatsu) zur

direkten Kontrolle der von der Sonde emittierten Lichtintensitét.

Laserkoppler

HV
Verstarker |

Laser

Feedback-
Schleife

I (setpoint)

Tunnel-
strom [

- \Elektrolyt
optisches

Signal

Photomultiplier

Abbildung 5.7: Schematischer Aufbau zur Aperturherstellung.

Der schematische Aufbau ist in Abb.5.7 gezeigt. Die elektrolytischen Zelle besteht
aus einem diinnen Plittchen des Festkorperelektrolyten, der als Ionenleiter fiir die Sil-
berionen dient und der aufgedampften ringférmigen Silberelektrode. Diese wird mit dem
negativen Pol der Spannungsquelle kontaktiert. Zum anderen dient die angespitzte und
mit Silber bedampfte Nahfeldsonde als positive Elektrode. Zwischen den beiden Elektro-
den wird eine Spannung von 200 mV angelegt. Uber den Tunnelstrom wird der Abstand
geregelt. Bei dem Regler handelt es sich um einen analogen PI-Regelkreis (PI: Propor-

tional Integral), dessen Verstirkung und Dampfung iiber Potentiometer einstellbar ist.

o8



5.2 Aperturherstellung

Eine grobe Ann&herung der am Piezo befestigten Spitze erfolgt mit dem Getriebemo-
tor. Sobald die Elektronik einen vorher definierten Sollwert von 10 pA detektiert, stoppt
der Motor und der Piezo iibernimmt die weitere Regelung. Dieser Sollwert ist ein ex-
perimentell ermittelter Wert, bei dem ein stabiler Tunnelstrom fliesst, die Sonde jedoch
weit genug von der Elektrolytoberfliche entfernt ist, um keinen mechanischen Schaden
zu nehmen. Der Piezo regelt withrend des Offnungsprozesses auf einen vorgegebenen
Tunnelstrom.
Nun beginnt der Erosionsprozess und die Silberionen bewegen sich von der Spitze iiber
den Elektrolyten zur Gegenelektrode. Folgende Reaktionen finden statt, fiir die Anode
(Spitze):

Ag — Agt + e (5.2)

und fiir die Kathode (Elektrolyt):
Agt+e — Ag (5.3)

Vermutlich erfolgt dieser Materialtransport iiber einen stets auf dem Elektrolyten vor-
handenen Wasserfilm. Da Material von der Spitze abgetragen wird, muss die Abstands-
regelung die Spitze in einem gleichbleibenden Abstand zum Elektrolyten halten, d.h. der
Piezo wird weiter ausgefahren, um den Tunnelstrom konstant zu halten. Diese kontinu-
ierlich Annédherung wére durch die Scherkraftregelung gar nicht méglich, da die Schwin-
gung der Spitze durch den geringen Abstand zum Elektrolyten zu stark geddmpft wiirde,
um die Abstandsregelung noch zu erméglichen. Der Photomultiplier detektiert das aus
der Apertur austretende Licht. Der Offnungsprozess wird durch Zuriickziehen des Piezos
gestoppt, sobald der PMT einen vorher eingestellten Schwellenwert der Lichtintensitét
misst. Die Wahl der richtigen Schwellen-Intensitit bestimmt dann die Gréfie der Aper-

tur im Bereich zwischen 50 bis 100 nm.

5.2.2 Zeitliche Entwicklung

Die zeitliche Entwicklung des Offnungsprozesses kann iiber ein LabView Programm auf-
gezeichnet werden und ist in Abb. 5.8 gezeigt. Die Graphen zeigen den Tunnelstrom
und die vom PMT gemessene Lichtintensitit, jeweils gegeniiber der Zeit aufgetragen.
Zu Beginn ist die Spitze noch einige mm vom Elektrolyten entfernt und der Stromwert
schwankt um das Hintergrundsignal. Der Piezo ist voll ausgefahren, wihrend der Motor
die Spitze in Richtung Elektrolyt fihrt. Nach ¢ = 185 s gibt es erste Kontakte und 6 s

spiter wird der Schwellenwert von 10pA erreicht. Der Piezo wird zuriickgezogen und

99



5 Aperturerzeugung mittels Festkorperelektrolyse
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Abbildung 5.8: Zeitliche Entwicklung der Aperturéffnung.

Der Tunnelstrom und das Lichtsignal sind gegen die Zeit aufgetragen.

die Motorbewegung gestoppt. Die Elektronik regelt nun die Piezobewegung so, dass ein
konstanter Strom von 10 pA withrend des Offnungsprozesses fliesst.

Der Offnungsprozess beginnt, was deutlich am Anstieg der Lichtintensitiit zu beobach-
ten ist. Nach weiteren 10s wird der Kontakt zwischen Spitze und Elektrolyt durch
Zuriickziehen des Piezos unterbrochen, gekennzeichnet durch den Abfall des Stromsi-

gnals. Damit ist der Offnungsprozess beendet und die fertige Apertursonde kann ausge-
baut werden.

5.2.3 Ergebnisse

Die fertigen Apertursonden werden stichprobenartig durch elektronenmikroskopische
Aufnahmen kontrolliert, denn nur so kann die geometrische Aperturgrofie exakt be-
stimmt werden. Routinemiissige Kontrollen werden nicht durchgefiihrt, denn jede Un-
tersuchung im SEM birgt auch noch ein Risiko, die Spitze zu beschédigen. Abb.5.9a zeigt

eine silberbedampfte Spitze vor dem Offnungsprozess. Die Oberfliche ist vollstindig mit
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5.2 Aperturherstellung

Abbildung 5.9:  Elektronenmikroskopische Aufnahme einer SNOM-Sonde vor

a) und nach b) dem Offnungsprozess.

a) es ist keine Apertur erkennbar. b) die Sonde besitzt eine Apertur mit einem
Durchmesser von ~ 90 nm, zu erkennen als dunkler Punkt, umgeben von einer
flachen Endflichen.

Silber (Schichtdicke ca. 350 nm) bedeckt, es sind keine Offnungen im Metallmantel zu
erkennen.

In Abb.5.9b ist eine Sonde nach dem Offnungsprozess gezeigt. In der Mitte der fla-
chen Endflache ist als dunkler Punkt eine runde Apertur mit einem Durchmesser von
~ 90 nm zu erkennen. Die im Rahmen dieser Arbeit reproduzierbar hergestellten SNOM-
Apertursonden weisen flache Endflichen mit Aperturdurchmessern im Bereich von 50-
90 nm auf (Abb.5.10). Es konnten auch kleinere Aperturdurchmesser realisiert werden,
allerdings waren diese fiir Fluoreszenzmessungen an Einzelmolekiilen ungeeignet, da die
abgestrahlte Lichtintensitit zur Anregung der Fluoreszenz zu gering war.

Die Rauhigkeit der Sondenendfléchen ist geringer als bei den meisten anderen Techniken.
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5 Aperturerzeugung mittels Festkorperelektrolyse

i

Abbildung 5.10:  Elektronenmikroskopische Aufnahmen von drei routi-
nemissig hergestellten SNOM-Sonden.

Die Sonden haben Aperturen mit Durchmessern < 100 nm umgeben von fla-
chen Endflichen. b) zeigt eine Nahaufnahme von a), in ¢) und d) sind die
Aperturen von zwei weiteren Sonden abgebildet. Die Skala in b) bis d) ent-
spricht 100 nm. Der Aperturdurchmesser der in d) gezeigte Sonde betréigt nur
60 nm.

Nur mit der focused ion beam Technik hergestellte Spitzen besitzen noch glattere End-
flichen. Hierbei befreit ein Ionenstrahl das Sondenende von Staub und hochstehenden
Metallclustern [73]. Es wurde immer wieder vermutet, dass Topographie-Artefakte viel-
fach durch die Rauhigkeit der Spitze und der Probe verursacht werden [57, 94, 95], daher
ist es sehr wichtig, dass die Sondenenden moglichst flach sind. Zusétzlich ermdglicht es
eine flache Spitze, ndher an die Probenoberfliche heranzukommen, und erhéht damit
die Nahfeldwechselwirkungen [96].
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6 Probenpraiparation

6.1 Allgemeines

6.1.1 Substrat

Um mit dem SNOM Biomolekiile abbilden zu koénnen, sind sehr flache Substratober-
flachen notig, deren Rauhigkeit kleiner als die Molekiilgrofie ist. Da das SNOM in Trans-
mission betrieben wird, muss das Substrat fiir die Proben zusitzlich lichtdurchlissig
sein. Ein Substrat, das diese Bedingungen erfiillt, ist Glas. Zur Herstellung der Proben
werden Deckglidschen der Dicke 0.2 mm mit einem Durchmesser von 20 mm verwendet.
Glas hat die amorphe Struktur einer erstarrten Fliissigkeit, die nur eine Nahordnung,
jedoch im Gegensatz zu Kristallen keine Fernordnung besitzt. Glas besteht aus Silika-
tionen, die aus SiO4-Tetraedern mit eingelagerten Metallkationen aufgebaut sind. Die
Oberflichenchemie von Glas wird in erster Linie durch die Silanol-Gruppen (Si-OH)
bestimmt, weshalb in wissrigen Losungen Glas auch negativ geladen (-OH— -O~+H™)
und hydrophil ist.

Sowohl zur Herstellung der verwendeten Puffer, als auch fiir die verschiedenen Reini-
gungsschritte wird Reinstwasser von Milli-Q (Millipore, USA) verwendet.

Fiir gute Resultate ist es wichtig, dass das Glassubstrat extrem sauber ist. Die Deck-
glaschen wurden im Ultraschallbad nacheinander mit Aceton, Ethanol und Millipore-
Wasser gereinigt und mit Stickstoff trocken geblasen. Anschliessend wurden sie im UV-

Reiniger durch zweiminiitiges Beglimmen hydrophilisiert.

6.1.2 Funktionalisierung der Substratoberflachen

Die Substratoberflichen werden nach der Reinigung noch zusétzlich funktionalisiert, um
Biomolekiile immobilisieren zu kénnen. Zur Funktionalisierung von Oberflichen kann

man Silane aufbringen, deren Kopfgruppen die chemischen Eigenschaften bestimmen.
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6 Probenpréparation
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Abbildung 6.1:  3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES).

Chemische Struktur von APTES (a), das durch eine Reaktion mit einer
Hydroxy-Gruppe der Oberfliche (b) kovalent an die Oberfliche bindet (c).

Die Silane reagieren mit den Silanol-Gruppen und binden kovalent an die Oberfliche
(Abb.6.1). Die kleinste Distanz zwischen den aktiven Silanol-Gruppen betrigt 6-7 A.
In dieser Arbeit wurde 3-Aminopropyltriethoxysilan ((CoH50)3SiC3HgNH,; APTES,
Sigma, D) benutzt, um die Oberfliche durch Protonierung der Aminogruppe durch die

Gleichgewichtsreaktion
R— NH, + H;0%Y = R— NH;" + H,0O

positiv zu laden. Fiir die Reaktion ist die Anwesenheit von Wasser notwendig [97, 98].

Fiir die Funktionalisierung der Glasoberfliche mit APTES gibt es verschiedene Moglich-
keiten. Man kann z.B. die Oberfliche fiir einige Minuten in eine 2 % ige APTES/Toluol
Losung eintauchen und anschliessend mit Toluol spiilen. Die so funktionalisierten Ober-
flichen sind allerdings sehr rauh, daher wurde das APTES in dieser Arbeit aus der
Gasphase abgeschieden [99]. Die gereinigten Deckglidschen wurden dafiir in einen Exsik-
kator ca. 5 ¢m oberhalb eines mit einigen ml APTES betropften Uhrglases positioniert.
Der Exsikkator wird bis ca. 10 mbar abgepumpt, hierbei muss der Druck so langsam
abgesenkt werden, dass es nicht zu einer schnellen Verdampfung und Aerosolbildung
kommt. Wiirde zu schnell oder zu stark abgepumpt, so wiirde Nebelbildung eine rauhe
Oberfliche verursachen. Nachdem die Glaspléttchen ca. 30 min bedampft wurden, wurde
der Exsikkator beliiftet und die Proben entnommen. H. Kleine konnte in seiner Doktor-
arbeit zeigen, dass das APTES sowohl auf Glas-, wie auch auf Glimmeroberflichen seine

Eigenschaften mit der Zeit unter Umgebungsbedingungen veréndert (Abb.6.2 aus [97]).
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6.2 Nanostruktur

Je nach Luftfeuchtigkeit war die Probe nach 1 bis 48 Stunden zu alt, um verlésslich
Biomolekiile binden zu kénnen. Daher wurden die Proben immer unmittelbar nach dem
Funktionalisieren auf die Glasplidttchen aufgebracht.

Die so funktionalisierten Oberflichen eignen sich sowohl zur Immobilisierung von DNA-

Molekiilen, als auch von Antikérpern.

o]
200 nm

Abbildung 6.2: AFM-Aufnahme von silanisiertem Glimmer aus [97].

(a) Glimmer kurz nach dem Silanisieren. (b) Der gleiche Glimmer nach 4 Ta-

gen. Auf der Oberfliche ist deutlich die Bildung von Doménen zu erkennen.

6.2 Nanostruktur

Nanostrukturen sind sehr niitzlich zur Bestimmung der Abbildungseigenschaften eines
Rastersondenmikroskops. Diese Eigenschaften héingen auf der einen Seite von der ak-
tuellen Sonde und auf der anderen Seite von der Elektronik und den Rasterelementen
ab. Wihrend die grundlegenden FEigenschaften des Mikroskops einmal charakterisiert
und kalibriert werden kénnen und sich danach nicht mehr grundlegend &ndern sollten,
andert sich die Giite der Auflosung von Sonde zu Sonde. Sogar fiir eine Sonde und die-
selbe Probe konnen sich die Eigenschaften wihrend des Abbildens dndern. Daher ist
es wichtig, die Sonden systematisch zu charakterisieren. Zu diesem Zweck sollte solch
eine Testprobe einfach zu handhaben sein. Ist die genaue Geometrie der Nanostrukturen
bekannt, so kann die aktuelle Form der Sonde (Apertur) aus der optischen Abbildung

bestimmt werden.
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6 Probenpréparation

Eine fiir das SNOM geeignete periodische Transmissions-Nanostruktur ist eine Alumi-
niumstruktur auf einer Glasoberfliche, die sogenannte Fischer-Probe [100]. Diese wird
hergestellt, indem eine Monolage Latex-Kiigelchen (hexagonal dichteste Kugelpackung)
mit einem Durchmesser von 450 nm auf ein Deckglidschen aufgebracht werden [101]. Da-

nach wird das Gldschen mit Aluminium bedampft und die Kiigelchen zum Schluss im

Ultraschallbad abgespiilt.
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Abbildung 6.3: Herstellung der Fischer-Probe (Quelle: www.kentax.de).

a) Monolage (links) und Doppellage (rechts) von auf einem Deckglédschen ab-
sorbierten 450nm Kiigelchen. b) Metallfilm und Separation der Monolagen-
Bereiche. ¢) Probe nach dem Entfernen der Kiigelchen (AFM Hohenkontrast
ca. 15nm). d) Phasenkontrastbild gemessen im AFM Tappingmodus.
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6.2 Nanostruktur

Abb.6.3 zeigt die einzelnen Schritte. Man erhélt dann eine Glasoberfliche mit he-
xagonal angeordneten dreieckigen Metallinseln (Hohe ca. 15nm), was schematisch in
Abb.6.4 dargestellt ist. Um die Grofle der Metallinseln abzuschitzen, wird die Hohe
eines gleichseitigen Dreiecks als Standard benutzt. Die Linge dieser Hohe betrigt h =
(v/3 —3/2)d ~ 0.23 d, wobei d der Kugelradius ist. Fiir die d = 450 nm Latexkugeln ist
damit diese Hohe A ~ 100 nm.

100 nm

Abbildung 6.4: Schematische Darstellung der Aluminium-Teststruktur.

Der Metallfilm ist hexagonal, entsprechend der Zwischenrdume zwischen den

450 nm Latexkugeln, angeordnet.

In Abb.6.5 ist ein mit dem SNOM aufgenommenes Topographiebild der Fischerprobe
zu sehen. Die hexagonal angeordneten dreieckigen Al-Inseln werden deutlich wiederge-
geben, an manchen Stellen sind grolere Al-Felder zu erkennen, die auf Fehlstellen in der
ehemaligen dichtesten Kugelpackung der Latexkugeln zuriickzufiihren sind. Die Grofle

der Metallinseln wird mit h ~ 100 nm korrekt wiedergegeben.
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6 Probenpréparation

Abbildung 6.5: Scherkraftmessung der Aluminium-Teststruktur
(5 umx5 pm, 512 x 512 Pixel, Hohenskala = 100 nm).

Die dreieckigen Al-Inseln (hell) und die Glasflichen, auf denen sich die Kugeln
beim Bedampfen befanden, sind deutlich aufgelost.
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6.3 Fluoreszenzproben

6.3 Fluoreszenzproben

Die Sondencharakterisierung ist auch mittels fluoreszierender Proben moglich. Diese

Proben sollten folgende Anforderungen erfiillen:

e stark fluoreszieren

langsam gebleicht werden

kleine Dimensionen, zum Testen hoher Auflésungen

entweder ein klares Topographiesignal, dies ermoglicht die Korrelation von Fluo-

reszenz und Topographie

oder keine Topographie (ebene Probe), dann kommt es nicht zu Topographiearte-
fakten

Zur Charakterisierung der elektrolytisch hergestellten Apertursonden wurden daher zum
einen Kiigelchen verwendet, die stark fluoreszieren und ein deutliches Topographiesignal
liefern (siehe Kap.6.3.2). Zum anderen Einzelmolekiile, die eine minimale Ausdehnung
haben, was sie sehr geeignet zur Bestimmung der optischen Auflésung macht (siehe
Kap.6.3.3 und 6.3.1).

6.3.1 Einzelne Farbstoffmolekiile

Als stabile Einzelmolekiilproben gelten in Polymerfilme eingebette Farbstoffmolekiile, da
sie dem Luftsauerstoff weniger ausgesetzt sind. Die hier verwendete Probe besteht aus
Rhodamin 6G-Farbstoffmolekiilen (R6G, # 83697, Fluka, D) eingebettet in Polyvinyl-
alkohol (PVA). Abb.6.6a zeigt die Struktur des R6G-Molekiils und b)das Absorptions-
und Emissionsspektrum . Das Anregungs- bzw. Emissionsmaximum liegt bei 528 nm
bzw. 550 nm. Der Farbstoff wurde mit 532nm Laserlicht angeregt. Eine Losung von
R6G in Methanol wurde so zu einer 1 wt % Lésung von PVA (7.22107* g/mol) in 1:1
Methanol-Wasser hinzugefiigt, dass die Konzentration der R6G-Molekiile 1 nM rela-
tiv zum PVA Volumen war [102, 103]. Diese Losung wurde dann im Spincoater bei
400 U/min (30 s) auf ein gereinigtes Deckgldschen aufgeschleudert. Der solchermaflen
hergestellte Polymerfilm weist eine Dicke von ca. 30 nm auf.

Diese Probe hat den Vorteil, dass es nicht zur Beeinflussung des optischen Signals durch
die Topographie kommt. Man kann also die “rein“optische Auflésung bestimmen. Al-
lerdings kann man bei dieser Probe nicht das Fluoreszenzsignal mit der Topographie

korrelieren.
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Abbildung 6.6: a) Strukturformel, b) Absorptions- und Emissionsspektrum
von R6G.

6.3.2 Fluoreszierende Kiigelchen (Microspheres)

Fluoreszierende Kiigelchen (Fluorescent Microspheres F8784 nile red (535/575), Mole-
cular Probes, [104]) werden auf einem gereinigten Deckgléschen verteilt. Die Farbstoffe,
mit denen die Kiigelchen markiert sind, sind in verschiedenen Wellenldngenbereichen
anregbar. Die in dieser Arbeit verwendeten haben ein Anregungs- bzw. Emissionsmaxi-
mum von 530 nm und 640 nm. Der Farbstoff wurde mit 532 nm Laserlicht angeregt.

Die Durchmesser der Kiigelchen streuen, entgegen den Herstellerangaben von 20 nm,
im Bereich von 3-30 nm (siche AFM-Aufnahme, Abb.6.7). Diese Grofenordnung ent-
spricht typischerweise biologischen Makromolekiilen. Solche Kiigelchen mit einer breiten
Groflenverteilung sind zur Charakterisierung von Sonden gut geeignet. Sowohl die opti-
sche, als auch die topographische Auflésung 148t sich anhand der Halbwertsbreite kleiner
Kiigelchen, deren Durchmesser deutlich kleiner als die Auflésung ist, bestimmen. Grofle
Kiigelchen enthalten dagegen mehr Farbstoff und geben ein deutlich helleres Signal. An-
hand grofler Kiigelchen 1483t sich auch der Fernfeldanteil abschéitzen: Kleine Kiigelchen
werden vollstindig vom Nahfeld beleuchtet, grofle dagegen nur an ihrer Oberfliche.

Zur Herstellung der Proben werden die gereinigten Deckglédschen benutzt. Um die Kiigel-
chen zu fixieren, werden 40 pl einer 0.5 mg/ml konzentrierten Losung von Rinderseru-
malbumin (BSA) auf das Deckgléschen gegeben und nach zwei Minuten mit Stickstoff
trocken geblasen. Das BSA ist als Klebstoff notwendig, da die Kiigelchen sonst von der
Sonde auf der Oberfliche verschoben werden. Auf die BSA-Schicht werden 100 pl einer
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6.3 Fluoreszenzproben

Abbildung 6.7:  AFM-Aufnahme von fluoreszierenden, auf Glas fixierten
Kiigelchen (aus [75]).

Normalerweise sollten die Kiigelchen einen Durchmesser von ca. 20 nm haben,

aber es sind auch deutlich kleinere zu erkennen.

auf 0.02% Festkorpergehalt verdiinnten Losung von Fluoreszenzkiigelchen aufgebracht.
Da das BSA die Glasoberfliche wieder hydrophob gemacht hat und sich die Lésung nicht
richtig auf der Oberflache verteilt, wurde der Tropfen mit der Pipettenspitze etwas aus-
einander gestrichen. Nach einer Minute wurde die Losung, bis auf die immobilisierten

Kiigelchen, mit Stickstoff vom Deckgliaschen geblasen.

6.3.3 Fluoreszenzmarkierte DNA

Zur Herstellung der DNA-Proben wird die A-DNA-Stammprobe (Promega, USA) 1:200
mit TE-Puffer (10mM TRIS, 1mM EDTA, pH=8.0) verdiinnt. Als interkalierender
Farbstoff wird POPO-3 (P-3584, 1 mM Losung in Dimethylformamid (DMF'), Molecular
Probes, D) verwendet. Die POPO-3-Stammlsung wird mit dem TE-Puffer 1:1000 auf

eine 1 uM Konzentration verdiinnt.

Immobilisierung

Die DNA-Molekiile werden durch inkubieren auf der silaniserten Glasoberfliche immo-
bilisiert. Dabei werden 0.5 ul der DNA-Losung auf ein silanisiertes Deckglédschen pipet-

tiert und die Probe auf einen Gummiring in einer wassergefiillten Schale gelegt. Bei
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6 Probenpréparation

geschlossenem Deckel wird die Probe ca. 10 min stehen gelassen. Da in dem Gefif} die
Luftfeuchtigkeit sehr hoch ist, kann der Tropfen nicht verdunsten, weshalb nur der Teil
der DNA an die Oberfliche bindet, der wihrend der Einwirkzeit mit der Oberfliche
wechselwirken kann. Der nicht gebundene Rest und die Salze des Puffers werden mit
Milliporewasser abgespiilt und die Probe anschliessend mit Stickstoff trocken geblasen.
Die DNA wird hierbei durch die Anlagerung der im Puffer enthaltenen Tonen am Riick-
grat der DNA leicht gestreckt.

Nun wird ein Tropfen der POPO-Losung auf die immobilisierte DNA aufgebracht und
ca. 3 min inkubiert. Zum Schluss wird die Probe noch einmal mit Milliporewasser gespiilt

und mit Stickstoff trocken geblasen.

6.3.4 Fluoreszenzmarkierte Antikorper

Antikorperldsung

Stempel %
Antikorper

(a) (b) (©)7 2

silanisiertes Glas

Abbildung 6.8: Lokalisierte Immobilisierung.

Zur Herstellung von Oberflichen mit separierten IgG-Feldern wird ein Trop-
fen der Antikérperlosung auf einem Polymerstempel mit regelmassiger Lini-
enstruktur inkubiert (a). Die nicht gebundenen Molekiile und Reste der Puf-
ferlosung werden mit Milliporewasser abgespiilt. Die auf den hochstehenden
Stempelstrukturen gebundenen IgG-Molekiile werden dann auf eine silanisier-
te Glasoberfliche gestempelt (b). Man erhélt eine Probe mit linienférmig lo-

kalisierten Antikorpern.

Nach den Transmissions-Testmessungen zur Charakterisierung der Spitzen und des
gesamten Aufbaus wurden ebenfalls Fluoreszenzmessungen an mit Alexa 532 markier-
ten Antikérpern (Immunglobulin G (Goat Anti-Rabbit IgG), A-11009, Molecular Pro-
bes, D) durchgefiihrt. Um eine biologische Fluoreszenzprobe mit definierten geome-

trischen Strukturen herzustellen, wurde eine Methode auf der Grundlage der Mikro-
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6.3 Fluoreszenzproben

Stempeltechnik (engl. Micro Contact Printing, MCP) [105] verwendet. Dazu werden
10 pl einer 1:100 mit Phosphatpuffer (pH=7.0) verdiinnten IgG-Losung (13 M) auf
einen Polymerstempel aus Poly-Dimethyl-Siloxan (PDMS; Sylgard 184, Dow Corning,
D) pipettiert, so dass die Losung die Stempeloberfliche bedeckt (Abb.6.8(a)).

Die Stempelherstellung erfolgt durch PDMS-Abformung einer CD-Struktur (Spurbreite
1.6 um, pit-Breite 0.6 pm). Das zu Beginn noch nicht vernetzte Vorpolymer (engl. base)
des PDMS wurde im Verhiltnis 1 : 10 mit dem fiir die Vernetzung zusténdigen Vernetzer
(engl. curing agent) griindlich verriihrt. Anschliessend wird das Gemisch {iber eine CD-
Struktur (ohne Schutzschicht) gegossen und fiir ca. 15 Minuten stehen gelassen, damit
die entstandenen Gasblidschen entweichen konnen. Verbleibende grissere Gasblédschen
werden durch vorsichtiges Abblasen mit Stickstoff beseitigt. Die Polymerisation erfolgt
dann fiir 3 Stunden in einem Ofen bei 75°C. Danach kann das ausgehirtete Polymer
von der CD-Oberfliche abgeltst werden und in Stempel zurecht geschnitten werden.
Die Antikorper werden ca. 45min auf der Stempeloberfliche inkubiert, dabei wird
der Stempel auf einen Gummiring in einer mit Wasser gefiillten Schale gelegt, um
das Verdunsten des Wassers zu verhindern. Anschliessend wird der Stempel mit dem
Phosphatpuffer und Milliporewasser gespiilt und mit Stickstoff trocken geblasen. Der
Stempel wird iiber einem silanisierten Glasplittchen positioniert und mit dem Sub-
strat durch sein eigenes Gewicht und Adhésionskrifte fiir ca. 1s in Kontakt gebracht
(Abb.6.8(b)). Man erhilt auf diese Weise eine linienférmig lokalisierte Probe fiir das
SNOM (Abb.6.8(c)), bei der das topographische und optische Signal einander leicht zu-
geordnet werden konnen. Die gestempelten Flecken bestehen aus einer Monolage eng

gepackter Proteine mit einer Grofie von 10 nm.
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7 Resultate und Diskussion

Um die Qualitat der elektrolytisch hergestellten Apertur-Nahfeldsonden zu bestim-
men, wurden zunéchst Messungen an verschiedenen Testproben durchgefiihrt. Einzelmo-
lekiilmessungen an R6G-Molekiilen in einer Polymermatrix und fluoreszent markierter
DNA zeigen die guten Abbildungseigenschaften der Nahfeldsonden. Grundsétzlich wur-
den alle Messungen im Modus konstanter Kraft vorgenommen. Aufgrund der geringen
Lichtintensitdt wurde bei den Fluoreszenzmessungen generell die APD als Detektor ver-

wendet.

7.1 Sondencharakterisierung

7.1.1 Transmissionsmessungen der Fischer-Probe

Das erste Experiment, das mit dem in dieser Arbeit verwendeten Mikroskop duchgefiihrt
wurde, sollte dessen Funktionsfihigkeit beweisen und die Charakterisierung der elektro-
lytisch hergestellten Sonden ermdéglichen. Daher wurden zunéchst Transmissionsmessun-
gen an der in Kapitel 6.2 beschriebenen periodischen Aluminium-Teststruktur durch-
gefiihrt und damit das optische Auflésungsvermégen der Sonden bestimmt. Aufgrund der
hohen Lichtintensitét bei diesen Messungen wurde der PMT als Detektor verwendet. Bei
SNOM-Messungen hilt man den Abstand Sonde-Probe normalerweise auf einem kon-
stanten Wert, um zusammen mit dem optischen Bild simultan ein Topographiebild der
Probe zu erhalten. Da das Topographiesignal seinen Ursprung in einer komplett anderen
physikalischen Wechselwirkung zwischen Probe und Sonde hat als das optische Signal,
erwartet man nicht, dass das optische und Topographiesignal die gleiche Auflésung zei-
gen. Hecht et al. [57] konnten zeigen, dafl viele vertffentlichte SNOM-Aufnahmen, bei
denen das doch der Fall war, durch Topographieartefakte beeinflusst wurden.

In Abb.7.1 ist eine typische Aufnahme der Teststruktur mit einer elektrolytisch her-
gestellten Sonde zu sehen. Das linke Bild zeigt die Topographie und das rechte das
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7.1 Sondencharakterisierung

Abbildung 7.1:  Aufnahme mit einer optisch hoch auflésenden Sonde.

Dreieckige Al-Inseln auf einer Glasoberfliche. a) Topographie und das simul-
tan gemessene b) Transmissionsbild. An der mit einem Pfeil gekennzeichneten

Stelle ist in b) ein Topographieartefakt zu sehen.

entsprechende Transmissionsbild. Die Auflésung des Topographiebildes ist, begriindet
durch eine nicht sehr scharfe Spitze, ziemlich schlecht, man erkennt gerade noch hexago-
nal angeordnete Partikel, die von mehreren grofileren Partikeln (hell) auf der Oberfléiche
iiberdeckt werden. Das Transmissionsbild hingegen zeigt eine gute Auflésung, die offen-
sichtlich in den meisten Bereichen nicht von der Topographie beeinflusst wird. Nur an
wenigen Stellen, wie z.B. an der mit dem Pfeil gekennzeichneten (Abb.7.1b), scheint es
sich um ein Topographieartefakt, vermutlich hervorgerufen durch einen Schmutzparti-
kel (Abb.7.1a), zu handeln. Deutlich erkennt man die hexagonal angeordneten Al-Inseln
(dunkel), wobei allerdings die Dreiecksform durch den Einfluss der Apertur zu einem
Punkt verwaschen wurde. An manchen Stellen sind gréfiere dunkle Bereich zu erkennen,
diese sind auf Fehlstellen in der dichtesten Kugelpackung der Latexkugeln und dadurch
entstandene groflere Metallbereiche zuriickzufiihren.

Um das optische Auflésungsvermogen einer Sonde fiir die Al-Teststruktur bestimmen
zu konnen wird ein Ausschnitt aus Abb.7.1b verwendet. Abb.7.2a zeigt den verwendeten
Ausschnitt und den zugehorigen Querschnitt. Eine weit verbreitete Methode zur Bestim-
mung der Auflosung ist das sogenannte 10% — 90% Kanten-Kriterium (siehe Kap.2.1.4).
Die so bestimmte optische Auflésung dieser Sonde fiir diese Messung der Teststrukur ist

besser als 90 nm.
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Abbildung 7.2: Bestimmung des optischen Auflésungsvermogens einer Sonde.

a) Ausschnitt aus Abb.7.1a. b) Zu a) gehoriger Querschnitt. Der Querschnitt
entspricht dem in a) mit einer Linie gekennzeichneten Bereich. Die mit Hilfe

des 10% — 90% Kanten-Kriterium bestimmte optische Auflésung ist besser als

90 nm.

Abbildung 7.3: Aufnahme mit einer topographisch hoch auflésenden Sonde.

Hier ist die topographische Auflésung a) sogar besser als die optische b).
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7.1 Sondencharakterisierung

Manche Sonden liefern nicht nur eine gute optische, sondern auch eine gute -oder
sogar bessere- topographische Auflésung. Abb.7.3 zeigt wiederum eine Aufnahme der
Teststruktur, aber mit einer anderen Sonde. Die topographische Auflésung dieser Sonde
ist gut, die dreieckige Form der Al-Inseln wird in den meisten Fillen gut wiedergegeben.
Die optische Auflésung dieser Sonde ist hingegen schlechter, als die der bei Abb.7.3 ver-
wendeten Sonde. Die hexagonale Anordnung der Inseln ist zwar deutlich zu erkennen,
aber die meisten werden kreisférmig dargestellt. In diesem optischen Bild sind keine

Topographieartefakte erkennbar.
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7 Resultate und Diskussion

7.1.2 Einzelne Farbstoffmolekiile

Abbildung 7.4:  a) Topographie (verkleinert) und b) Fluoreszenzbild
einzelner R6G-Molekiile, eingebettet in einen PVA-Film
(10 pmx 10 pm).

a) Das Topographiebild zeigt die glatte Oberfliche des Polymerfilms. b) Jeder
der hellen Punkte riihrt von der Fluoreszenzemission eines individuellen Mo-
lekiils her. Signalintensitéiten variieren zwischen 12000¢/s und 32000¢/s bei

einem konstanten Hintergrund von 6000c/s.

Die Fluoreszenz einzelner R6G-Molekiile aus einem Probenbereich von (10 ym)? ein-
gebettet in einen 30nm dicken PVA-Film (Probenherstellung siche Kap.6.3.1) ist in
Abb.7.4b gezeigt. Das simultan mitgemessene Topographiebild a) enthélt keine Zusatz-
information, da die PVA-Filme sehr glatt sind.

Im Bild erscheinen die R6G-Molekiile nicht in ihrer wahren Grofle, sondern in einer der
Feldverteilung an der SNOM-Spitze entsprechenden Dimension. Die Halbwertsbreiten
liegen zwischen 40 nm und 200 nm, mit einer mittleren Halbwertsbreite von (754 37) nm

(fiir die Bestimmung des Mittelwertes wurde die Halbwertsbreite von 40 einzelnen
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7.1 Sondencharakterisierung

Molekiilen zugrunde gelegt). In der 3-dimensionalen Darstellung des Fluoreszenzbildes
(Abb.7.5) sind die unterschiedlichen Formen und Hohen der Einzelmolekiilpeaks gut zu
erkennen. Das Bild eines Molekiils entspricht einer Faltung der Feldverteilung an der
Spitze mit dem Molekiildipol. Tatséichlich kann solch ein Molekiil als Abtastsonde fiir
das elektrische Feld der SNOM-Spitze herangezogen werden [11, 13, 73].

Abbildung 7.5:  3-dimensionale Darstellung des Fluoreszenzbildes aus
Abb.7.4b.

Auffallend sind die unterschiedlichen Intensitéten der Molekiile in Abb.7.4b. Die hell-
sten Molekiile haben eine Intensitéit von 32000 ¢/s!, durchschnittliche Helligkeiten liegen
bei 21000 ¢/s. Die Hintergrundfluoreszenz stellt bei dieser Messung kein grofies Problem
dar und lag im Fall von Abb.7.4 bei 6000 ¢/s. Damit betréigt das Signal-zu-Hintergrund
Verhiltnis fiir diese 5 : 1 fiir die hellsten Peaks und 3.5 : 1 fiir Peaks mittlerer Helligkeit.

Le/s = counts/sekunde

79



7 Resultate und Diskussion

Der Intensitdtsunterschied hat verschiedene Ursachen. Einerseits haben die in den Poly-
merfilm eingebetteten Molekiile unterschiedliche Absténde zur SNOM-Spitze und damit
varriiert die Kopplung des Molekiildipols an das Anregungsfeld. Andererseits spielt auch
die Orientierung des Molekiildipols relativ zum Anregungsfeld eine grofie Rolle. An ei-
nigen Molekiilen sind Effekte wie Photobleichen, d.h. plotzliches Erléschen zu erkennen.
Dies bestétigt, dass es sich bei den Lichtflecken tatséchlich um Einzelmolekiile handelt.
Bei mehreren Molekiilen ist es sehr unwahrscheinlich, dass alle gleichzeitig bleichen.
Vielmehr sollte in diesem Fall die Fluoreszenzintensitét in Stufen abnehmen und nicht
abrupt auf die Hintergrundhelligkeit abfallen.

Die Fluoreszenzsignale dieser Molekiile sehen wie abgeschnittene Scheiben aus. Manche
Molekiile konnen durch Diffusion oder Rotation in der PVA-Schicht ihre Orientierung
zum Anregungsfeld verdndern und dadurch erléschen oder durch Reorientierung wieder
“angehen“[106]. PVA bildet bei Zimmertemperatur keine feste Matrix, sondern muss
eher als ein weiches Knéduel aus Polymerketten angesehen werden. Durch thermische
Anregung bewegen sich diese Ketten und drehen dabei die Farbstoffmolekiile mit oder
verschieben sie an einen anderen Ort. Die leichte Streifigkeit in den Bildern kann auf
diese reversiblen Zustandsinderungen der Molekiile zuriickgefiihrt werden.

Bei Einzelmolekiilen kénnen noch weitere Effekte auftreten. Einzelmolekiile zeigen oft
sogenanntes Blinken, das sind zeitweise Fluktuationen ihrer Fluoreszenzintensitit. Das
Blinken wird generell als Ubergang des Molekiils in einen metastabilen Anregungszu-
stand interpretiert, aus dem es nach einer gewissen Verweildauer wieder in den urspriing-
lichen Zustand zuriickkehrt. Ist die Lebensdauer dieses metastabilen Zustands kiirzer als
die Verweildauer der Sonde auf einem Pixel, so d&uflert sich das Blinken im Bild nur durch
ein erhohtes Rauschen. Andernfalls zeigt sich das Blinken durch dunkle Streifen in den
Einzelmolekiilmustern.

Diese interessanten Einzelmolekiileffekte sind in Abb.7.6 gezeigt. Es handelt sich dabei
um Ausschnitte aus Abb.7.4. Die Bilder in a) bis c¢) zeigen nach unten plotzlich ab-
geschnitte Molekiilmuster. Dies 1463t auf ein Bleichen des Molekiils schlielen, oder eine
irreversible Orientierungsdnderung des Farbstoffmolekiils in der Polymermatrix. In der
zweiten Zeile von Abb.7.6 (d bis f) erkennt man von Streifen durchzogene Einzelmo-
lekiilmuster. Diese lassen sich durch reversible Bewegungen des Farbstoffmolekiils, oder
Uberginge in metastabile Anregungszustéinde erkliren. Bei Abb.7.6g ist das Molekiilmu-
ster nach oben hin scharf abgeschnitten, dieses Molekiil scheint plétzlich “angegangen®zu
sein. Das letzte Bild (h) zeigt noch einmal zwei verschiedene Einzelmolekiileffekte. Das

obere Molekiil bleicht aus und das untere zeigt in der Mitte einen Streifen.
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7.1 Sondencharakterisierung

schnelle g)
Rasterrichtung

|

langsame
Rasterrichtung

Abbildung 7.6: Bleichen und Blinken einzelner Molekiile.

a) bis c¢): Das Ausbleiben der Fluoreszenz (Bleichen oder voriibergehende Zu-
standsdnderung) wéhrend des Rasterns it die Molekiile wie abgeschnittene
Scheiben aussehen. d) bis f): Die Fluoreszenzmuster weisen unterschiedlich
breite dunklere Streifen auf, was auf Umorientierung der Molekiile in der Po-
lymermatrix oder metastabile Anregungszustéinde schliessen léift. g) Das Mo-
lekiil geht plétzlich “an “(die Scheibe ist oben abgeschnitten). h) Das obere
Molekiil zeigt Bleichen und das untere Blinken.
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7 Resultate und Diskussion

7.1.3 Fluoreszierende Kiigelchen

Abbildung 7.7:  Ubersichtsaufnahme fluoreszierender Kiigelchen

(10 pmx 8 pm).

a) Topographie (Héhe: ca. 35nm) und simultan gemessenes b) Fluoreszenzbild

(Kugeldurchmesser ca. 30nm,).

Abb.7.7 zeigt eine Ubersichtsaufnahme fluoreszierender Kiigelchen auf einem Deck-
gliaschen. Die Probe ist sehr dicht mit Kiigelchen belegt, die sich teilweise zu Clustern
mit einem Durchmesser bis zu 400 nm zusammengeschlossen haben. Im Topographiebild
lassen sich viel feinere Strukturen erkennen, als im optischen Bild.

Das optische Bild wird deutlich durch die Topographie beeinflusst. Die hellen Flecken im
optischen Bild haben die gleichen Koordinaten wie die grossen Kugelcluster im Topogra-
phiebild. Dies Kluster verhindern zudem, dass die tieferliegenden einzelnen Kiigelchen
mit dem Nahfeld angeregt werden, da die Spitze dafiir zu weit entfernt war. Desweite-
ren erkennt man in Abb.7.7b, dass die Fluoreszenzsignale der Kiigelchen in horizontaler
Richtung langgezogen sind. Dieses Artefakt wurde vermutlich durch eine schlitzformige
Apertur verursacht.

Eine Bestimmung der Auflésung macht bei dieser Sonde und Probe aufgrund der in
Kap.2.1.4 beschriebenen Bedingungen keinen Sinn, da das optische Bild zu stark durch
die Topographie beeinflusst wird.
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7.1 Sondencharakterisierung

Abbildung 7.8: Fluoreszierende Kiigelchen (10 pmx10 pm).

a) Topographie (Héhe: ca. 35nm) und simultan gemessenes b) Fluoreszenzbild.

Abb.7.8 zeigt eine andere Aufnahme der Kiigelchen. Sie haben sich zum Teil zu noch
grofleren Clustern zusammengeschlossen. Dadurch bedingt ist in Abb.7.8b ein ldstiges
Artefakt zu sehen. In den Bereichen hoher Fluoreszenz sind dunkle Flecken in der Mitte
zu erkennen. Diese werden durch die Zihlelektronik der APD hervorgerufen, die hier
an ihre Z&hlgrenze (100000 ¢/s) gestossen ist. Die Intensitédt wird an diesen Stellen des
Bildes invertiert.
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7 Resultate und Diskussion

7.2 Biologische Proben

7.2.1 Fluoreszenzmarkierte DNA

Abbildung 7.9: Einzelne Farbstoffmolekiile entlang eines DNA-Strangs.

Fluoreszenzbild. Durch die gestrichelte Linie in ist ein DNA-Strang markiert,
dem die korrespondierenden Finzelmolekiilmuster zugeordnet werden kénnen.
FEinige typische Finzelmolekiilmuster sind aus dem Fluoreszenzbild herausge-
sucht und vergréBert dargestellt. An den mit den Pfeilen gekennzeichneten

Stellen ist auflerdem jeweils das Bleichen eines FEinzelmolekiils zu erkennen.
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7.2 Biologische Proben

Abb.7.9 zeigt eine SNOM-Aufnahme der mit POPO-3 interkalierten A-DNA| bei der
die gleichen Einzelmolekiilmuster wie bei der RG6-Probe zu erkennen sind. Die Her-
stellung dieser Probe wurde in Kap.6.3.3 beschrieben. Einzelne Muster lassen sich gut
mit der Topographie eines DNA-Stranges korrelieren, was durch die gestrichelte Li-
nie im Fluoreszenzbild angedeutet wird. Weitere typische durch Blinken hervorgerufe-
ne Einzelmolekiilmuster wurden aus dem Fluoreszenzbild herausgesucht und vergrofiert
dargestellt (1 bis 4). Die Muster haben unterschiedliche Orientierungen, so dass ein Spit-
zenartefakt ausgeschlossen werden kann. Auch das plotzliche Bleichen einzelner Farb-
stoffmolekiile ist bei dieser Messung zu beobachten und fiir zwei Molekiile mit Pfeilen
gekennzeichnet.

Diese Aufnahme wurde mit derselben Nahfeldsonde, die bei der Messung der R6G-Probe
(Abb.7.4) verwendet wurde, durchgefiihrt. Die beste Auflosung einzelner Molekiile ist
bei beiden Proben mit ca. 40 nm ungefihr gleich gut. Die hellsten Molekiile haben in
Abb.7.4 eine Intensitit von 20000 ¢/ s, durchschnittliche Helligkeiten liegen bei 12500 ¢/ s.
Die Hintergrundfluoreszenz liegt bei dieser Messung bei 8000 ¢/s und wird vermutlich
durch tiefer liegende interkalierte Farbstoffmolekiile verursacht. Nicht an DNA gebunde-
ne POPO-3 Molekiile fluoreszieren ca. 1000-fach schwicher als im gebundenen Zustand
und tragen damit nur unwesentlich zum Hintergrund bei. Damit betréigt das Signal-zu-
Hintergrund Verhiltnis 2.5 : 1 fiir die hellsten Peaks und 1.5 : 1 fiir Peaks mittlerer
Helligkeit. Das ist zwar etwas schlechter als bei der R6G-Probe (hier waren die Verhilt-
nisse 5 : 1 fiir die hellsten Peaks und 3.5 : 1 fiir Peaks mittlerer Helligkeit), ist aber
immer noch gut genug um einzelne Molekiile identifizieren zu kénnen.

In Abb.7.10 ist eine neue Aufnahme der DNA-Probe mit einer anderen Sonde zu sehen.
Die Probe ist zum Teil sehr dicht mit DNA-Molekiilen belegt. Manche der hellen Flecken
im Topographiebild (a) haben eine Hohe von ca. 40 nm, was auf stark verkniulte DNA-
Molekiile hindeutet. Nur vereinzelt sind einzelne Stringe zu erkennen. Entsprechend
hoch ist die Fluoreszenz (b) in den dicht belegten Bereichen.

Ein interessanter Effekt ist bei der nidchsten Aufnahme (Abb.7.10c¢) zu beobachten. Sie
wurde im Anschluss an eine Aufnahme mit einem kleineren Messbereich (3 pmx3 pum)
durchgefiihrt und zeigt einen Ausschnitt der Probe, bei der aus dem vorherigen Bereich
zentrisch wieder herausgezoomt wurde. Im Fluoreszenzbild ist in der Mitte deutlich ein
dunklerer rechteckiger Bereich zu erkennen, der dem Messbereich der vorhergehenden
Aufnahme entspricht. An dieser Stelle sind die in der DNA interkalierten POPO-3 Mo-
lekiile zum Teil gebleicht worden.

Dieses Bild zeigt sowohl Bereiche hoher als auch geringer Auflésung. Die unterschiedliche

Auflésung innerhalb einer Messung ldsst sich durch die verschiedene Orientierung der
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Abbildung 7.10: Selektives Ausbleichen von Farbstoffmolekiilen.

a) Topographie und das korrespondierende Fluoreszenzbild b) (6 ymx 6 pum). In der
Mitte des Fluoreszenzbildes ist deutlich ein dunkles Rechteck zu sehen, das dem

Messbereich (3 umx3pum) einer vorhergehenden Aufnahme entspricht.

Einzelmolekiile erkldren. Je nachdem wie die Dipolmomente der Molekiile relativ zum
Dipolmoment der Sonde orientiert waren, verdndert sich die Anregungseffizienz und da-
mit die Auflésung. Das Molekiil wird am stéirksten angeregt, wenn sein Dipolmoment
parallel zur Polarisationsrichtung der Spitze liegt und am schwéchsten fiir die Richtung
senkrecht dazu.

Die Auflésung kann durch Bestimmen der Halbwertsbreite einer einzelnen Struktur
bestimmt werden. Dazu wird ein Profil durch die in Abb.7.10b mit Pfeilen gekenn-
zeichnete Struktur gelegt. Das entsprechende Profil ist in Abb.7.11 (oben) zu sehen.
Die optische Auflésung betriigt hier 22 nm (Halbwertsbreite). Gleichzeitig wurde an der
analogen Stelle im Topographiebild ebenfalls ein Profil entnommen (Abb.7.11 (unten)).
Der Peak entspricht vermutlich einem DNA-Strangfragment, in dem das fluoreszierende
Molekiil interkaliert ist und ist um ca. 50 nm gegeniiber dem optischen Peak verschoben.
Die topographische Auflésung (Halbwertsbreite) betrdgt 32 nm. Die wirkliche Breite der
DNA-Strénge (ca. 3nm) wird also nur unzureichend wiedergegeben. Das liegt daran,
dass das gemessene Bild einer Faltung aus Spitze und Probe entspricht. Die tatséichliche
Hohe der A-DNA von = 2.37nm wird dagegen mit gemessenen ca. 3nm gut reprodu-
ziert. Die Bestimmung der Auflésung (optisch und topographisch) ist hier sinnvoll und

zuldissig, da die korrespondierenden Strukturen rdumlich gegeneinander verschoben sind
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Abbildung 7.11: Halbwertsbreite eines einzelnen POPO-3 Molekiils.

Optisches Profil durch den in Abb.7.10b mit Pfeilen gekennzeichneten Bereich
(oben). Die Halbwertsbreite des hohen Peaks betrégt 22nm. Das untere Profil
wurde an der gleichen Stelle des Topographiebildes entnommen. Hier hat der
hohe Peak eine Halbwertsbreite von 32nm und ist um ca. 50 nm gegeniiber
dem optischen verschoben.

und eine unterschiedlich hohe Auflésung zeigen.

Zur Bestimmung der Auflésung weiterer Strukturen wurde ein Ausschnitt aus Abb.7.10b
vergroflert, der in Abb.7.12 gezeigt ist. Entlang der durch die Pfeile gekennzeichneten
Linie wurde das gezeigte Profil gelegt. Die Peaks zeigen Halbwertsbreiten von 20 nm bis
42nm. Zusitzlich ldsst sich der Abstand der gut separierbaren Peaks (1) und (2) zu
45nm bestimmen. An der entsprechenden Stelle im Topographie-Bild (Abb.7.10a) ist

ein DNA-Strang erkennbar, dem die Einzelmolekiilpeaks zugeordnet werden kénnen.
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Abbildung 7.12: Einzelmolekiilauflsung.

Ausschnitt aus Abb.7.10. Das Profil wurde entlang einer Linie genommen, die
durch die Pfeile angedeutet ist. Die Auflosung der vier gezeigten Peaks kann
mittels der Halbwertsbreite bestimmt werden: 26 nm (1), 20nm (2), 42nm (3)

und 22nm (4). Der Abstand der beiden gut separierbaren Peaks (1) und (2)
betrigt 45 nm.
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Abbildung 7.13: Abhéngigkeit der Auflésung von der Rasterrichtung.

Neue Aufnahme der DNA Probe. Verglichen wird das optische (a) Hin- und
(b) Riickbild der gleichen Zeile (schnelle Rasterrichtung von links nach rechts).
Die gezeigten Profile ¢) wurden entlang der durch die Pfeile gekennzeichneten

Linie gelegt (durchgezogen: hin, gestrichelt: zuriick).
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In Abb.7.13 ist eine weitere Aufnahme der DNA Probe gezeigt. Bei dieser Aufnahme
wurde das a) Hin- und b) Riickbild der schnellen Rasterrichtung (von links nach rechts)
getrennt aufgezeichnet. Vergleicht man die beiden Bilder, kann man verschiedene Effekte
beobachten. Dazu wurde ein Profil entlang der durch die Pfeile gekennzeichneten Linie
gelegt (durchgezogen: hin, gestrichelt: zuriick). Verschiedene Peaks tauchen in beiden
Bildern auf, sie sind allerdings gegeneinander verschoben. Peak 1 (Riickbild) ist um ca.
300 nm gegeniiber dem entsprechenden Peak 2 des Hinbildes nach links verschoben und
die Fluoreszenzintensitét hat um ca. 0.2 a.u. abgenommen. Der gleiche Effekt ist bei Peak
5 (Riickbild) und seinem analogen Peak 6 aus dem Hinbild zu beobachten. Der Inten-
sitdtsunterschied betrédgt hier sogar 0.34 a.u.. Die Verschiebung der Peaks beziiglich der
schnellen Rasterrichtung ist auf die Hysterese des Rasterpiezos zuriickzufiihren. Die In-
tensitdtsabnahme der Peaks kann aus einer unterschiedlichen Neigung der Nahfeldsonde
beim Hin- und Riickrastern resultieren. Durch einen damit verbundenen Abstandsunter-
schied wiirde das gleiche Molekiil verschieden effizient angeregt. Peak 3 aus dem Hinbild
ist im Riickbild nicht wiederzufinden, dieses Molekiil wurde vermutlich vollstindig ge-
bleicht. Peak 4 hingegen war auf dem Hinbild nicht zu erkennen, hierbei kénnte es sich
um ein blinkendes Molekiil handeln, das erst beim Zuriickrastern “an* war. Alle diese

Effekte sind aus der Literatur [107] bekannte Einzelmolekiilphdnomene.

Abbildung 7.14: Topographieartefakt.

a) Topographie und b) Fluoreszenzbild (schnelle Rasterrichtung: von links
nach rechts). Das optische Bild wird deutlich durch eine grosse topographi-

sche Struktur beeinflusst.
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7.2 Biologische Proben

Wie stark das optische Bild durch Topographieartefakte beeinflusst werden kann, ist
in Abb.7.14 zu beobachten. Es handelt sich um dieselbe DNA-Probe wie bei den vor-
hergehenden Messungen, nur Probenort und Sonde sind neu. Auf der rechten Seite des
Topographiebildes ist eine grosse Struktur mit einer Linge von ca. 3.5 um zu erkennen.
Diese Struktur beeinflusst die optische Aufnahme erheblich. An der entsprechenden Stel-
le erkennt man gut die Umrisse der topographischen Storung. An der linken Seite der
Struktur ist die Sonde ndher an der Probe dran und diese wird stérker beleuchtet als
auf der rechten Seite (schnelle Rasterrichtung: von links nach rechts). D.h. durch den
kleineren Arbeitsabstand wird die Probe vom Nahfeld beleuchtet, was zu hellern und
schérferen Einzelmolekiilflecken fiihrt. Die Abstandsregelung der Spitze ist hier zu lang-
sam, um der Topographie folgen zu konnen. Betrachtet man nur das optische Bild, so
konnte der Eindruck einer langen, stark fluoreszierenden Struktur entstehen. Tatséchlich
wird diese Intensitdtserhohung aber nur durch die verdnderte Topographie hervorgeru-

fen.
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7 Resultate und Diskussion

7.2.2 Fluoreszenzmarkierte Antikorper

Abbildung 7.15:  Ubersichtsaufnahme (10 zzmx10 pm) einer Monolage ge-
stempelter IgGs (fluoreszent markiert mit Alexa 532), immo-

bilisiert auf einer silanisierten Glasoberflache.

a) Topographie und simultan gemessenes b) Fluoreszenzbild. Die Linienbreite
der gestempelten Strukuren betrdgt 1.6 uym, die Hohe ca. 10nm.

Abb.7.15 zeigt eine Ubersichtsaufnahme einer gestempelten IgG-Probe (fluoreszent
markiert mit Alexa 532), die auf einer silanisierten Glasoberfliche immobilisiert wur-
den. Die Herstellung der Probe wurde in Kap.6.3.4 erldutert. Das in Abb.7.15a gezeigte
Topographiebild wurde simultan mit dem SNOM-Fluoreszenzbild b) aufgenommen. Die
gestempelten Bereiche sind auf beiden Bildern deutlich zu erkennen. An manchen Stellen
im Topographiebild sind hohere Strukturen zu erkennen, die auf mehrere {ibereinander-
liegende IgG-Lagen zuriickzufiihren sind. Die topographische Auflésung ist wesentlich
besser als die optische.

Allgemein lassen sich Topographie und Fluoreszenzbild gut korrelieren, auch wenn das
optische Bild um ca. 180 nm gegeniiber dem topographischen verschoben ist. Dies ist
ein hiufig auftretender Effekt bei SNOM-Messungen. Er kann durch eine kleine her-
vorstehende Spitze auf der SNOM-Sonde erklart werden, die gegen die Apertur leicht
verschoben ist und das topographische Bild erzeugt. Diese Spitze ist vermutlich auch
fiir die bessere Qualitit des Topographiebildes verantwortlich. Zugleich verhindert sie,
dass die Apertur nah genug an die Probe herankommt, um eine gute nahfeldoptische

Auflésung zu erzeugen.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein optisches Rasternahfeldmikroskop (SNOM) aufgebaut, des-
sen Raster- und Annéherungseinheit in ein konventionelles inverses optisches Mikroskop
integriert wurde. Durch diesen Aufbau kénnen Proben mittels der Fernfeldoptik cha-
rakterisiert und die zu untersuchenden Probenorte lokalisiert werden. Mit dem SNOM
ist dann ein “Zoomen“auf eine interessante Stelle méglich und nicht-beugungsbegrenzte
optische Messungen kénnen ohne einen Wechsel des Mikroskops durchgefiihrt werden.
Das SNOM wird im Beleuchtungsmodus betrieben, bei dem die Probe lokal mittels einer
Glasfaser beleuchtet wird. Um ein moglichst hohes Signal-zu-Hintergrund Verhéltnis zu
erhalten hat der Aufbau einen konfokalen Strahlengang. Die Abstandsregelung zwischen
Sonde und Probe erfolgt {iber die Scherkraftregelung mit einer Quarzgabel. Zu den opti-
schen Wechselwirkungen, die als Kontrastmechanismen eingesetzt werden kénnen, zihlt
neben der einfachen Absorption auch die Fluoreszenz.

Einer der wichtigsten Bestandteile eines SNOM ist die optische Nahfeldsonde. Die feh-
lende Reproduzierbarkeit bei deren Herstellung stellt immer noch ein grosses techno-
logisches Problem dar. Daher lag ein Hauptaugenmerk in dieser Arbeit auf der Ent-
wicklung einer Methode zur Herstellung qualitativ hochwertiger optischer Apertur-
Nahfeldsensoren fiir Einzelmolekiilmessungen an fluoreszenzmarkierten biologischen Pro-
ben. Es wurde ein eigenstdndiger Aufbau realisiert, mit dem die kontrollierte Apertur-
herstellung mittels Festkorperelektrolyse gelang. Es konnten dabei Aperturdurchmesser
im Bereich von 50-100 nm hergestellt werden. Dies gelang durch die Kontrolle des Ionen-
stroms und damit der Demetallisierungsrate mittels eines Regelkreises. Die Beobachtung
des abgestrahlten Lichts wihrend des Offnungsprozesses erméoglicht die Abschiitzung des
Aperturdurchmessers.

Bei der Apertursonde im Beleuchtungsmodus wird das Objekt nur lokal beleuchtet, so
dass aufgrund des geringen Hintergrundsignals die Detektion einzelner fluoreszierender
Molekiile moglich ist. Zudem werden Umgebungsmolekiile weniger stark gebleicht als

bei der Fernfeldmikroskopie. Die guten Abbildungseigenschaften dieser Sonden wurden
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8 Zusammenfassung und Ausblick

durch Messungen verschiedener Proben demonstriert. Transmissions-Messungen an ei-
ner periodischen Aluminium-Nanostruktur zeigten bereits eine optische Auflésung von
90 nm.

Die Abbildung einzelner, in eine Polymermatrix eingebettete R6G-Molekiile mit einer
optischen Auflésung von 40 nm war ein wesentlicher Schritt hin zum eigentlichen Ziel,
namlich die elektrolytisch hergestellten Nahfeldsonden auf oberflichenimmobilisierte,
fluoreszenzmarkierte Biomolekiile anzuwenden. Dies konnte durch Messung von einzel-
nen mit POPO-3 fluoreszenzmarkiereten DNA-Molekiilen, die auf einer silanisierten
Glasoberfliche immobilisiert waren, realisiert werden. Dabei wurden typische Einzel-
molekiileffekte wie Bleichen und Blinken beobachtet. Bei diesen Messungen wurde eine
laterale Auflosung von topographisch 32nm und optisch 22 nm demonstriert. Hierbei
konnte die Beeinflussung des optischen Signals durch die Topographie ausgeschlossen
werden. Das Hintergrundsignal ist bei den Fluoreszenzmessungen ausreichend gering,
um klar einzelne Farbstoffmolekiile abzubilden. Diese zeigen typische Einzelmolekiilmu-
ster, die vermutlich von der Orientierung des Dipolmomentes des jeweiligen Molekiils
abhingen.

Mittels eines optischen Nahfeldmikroskops gelingen optische Abbildungen mit einer
rdumlichen Auflésung deutlich unterhalb der Beugungsgrenze. Zusétzlich ist jedes op-
tische Bild mit einem korrespondierenden Topographiebild verbunden. Daher kann ein
SNOM als eine Art spezielles AFM angesehen werden, dass zur gleichen Zeit zwei vollig
verschiedene, aber komplementire Kontrastmechanismen liefert. Dies ist zum einen
der optische Kontrast (z.B. Fluoreszenzanregung) und zum anderen ein rein mecha-
nischer Kontrast (z.B. Scherkraft). Der optische Kontrast eréffnet die Moglichkeit fiir
substanzspezifische Mehrfarbenabbildung, lokale optische Spektroskopie und fiir Einzel-
molekiildetektion.

Allerdings gibt es auch Nachteile dieser Technik, die beriicksichtigt werden sollten. Wie
jede Rastersondentechnik ist das SNOM intrinsisch oberflichensensitiv, was wichtige
Konsequenzen hat: 1) Eine hohe Auflosung kann nur in unmittelbarer Nihe der Ober-
fliche erreicht werden. 2) Merkmale im optischen Bild, die ebenfalls in der Topographie
erscheinen, miissen mit besonderer Vorsicht interpretiert werden, da sie sehr wahrschein-
lich durch die Topographie hervorgerufen werden. 3) Zum einen war die Herstellung von
Aperturspitzen z.B. durch das Schattenbedampfen bisher wenig reproduzierbar. Die-
ses Problem wird durch die in dieser Arbeit beschriebene Herstellungsmethode wesent-
lich verbessert. 4) Zum anderen reagiert die Apertur sehr empfindlich auf mechanische
Beschidigung.

Die einfache und reproduzierbare Herstellung der Apertur-Nahfeldsensoren mittels Fest-
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korperelektrolyse erdffnet viele Moglichkeiten fiir eine Weiterentwicklung der SNOM-
Sonden. Aufgrund ihrerer flachen Endflichen und kontrollierten Aperturgréfie bilden sie
eine ideale Basis fiir neue Sondentypen, etwa die von H.Frey et al. [108, 109] entwickelte
sogenannte “tip-on-aperture“-Sonde (TOA-Sonde). Diese Sonde vereint die Vorteile der
Apertursonde mit denen der Streusonde, indem eine scharfe Metallspitze am Rand einer
Apertur iiber deren Nahfeld beleuchtet wird. Dies ermoglicht eine hohe Topographie-
auflésung kombiniert mit optischer Einzelmolekiildetektion.

Die in dieser Arbeit hergestellten Sonden sind auch fiir Messungen an Biomolekiilen
unter physiologischen Bedingungen (wissrige Losung) geeignet. Zu diesem Zweck ist die
Entwicklung eines dafiir geeigneten SNOM-Messkopfes geplant, der an die Messbedin-
gungen in Fliissigkeit angepasst wird.

Das Prinzip der elektrolytischen Aperturerzeugung lésst sich auch auf andere SNOM-
Konfigurationen anwenden. So lassen sich auf diese Weise ebenfalls die in Kap.2.5
beschriebenen Apertur-Cantilever herstellen. Durch die Verbindung eines Cantilever-
SNOM mit der Kraftspektroskopie wéren dann kiinftig Experimente méoglich, die die
Einzelmolekiilmanipulation mit Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopietechniken, wie
z.B. FRET (fluoreszenter resonanter Energietransfer) verbinden. So liefen sich etwa
durch eine Kombination Kraftspektroskopie/FRET Fragestellungen zu Konformations-
dnderungen von DNA bei der sequenzspezifischen Bindung von Proteinen (z.B. Tran-
skriptionsregulatoren) adressieren. Dazu wiirde man nahe der Bindestelle Donor- und
Akzeptormolekiile anbringen und den Abstand optisch iiber FRET kontrollieren wihrend
man das DNA-Molekiil durch eine externe Kraft auseinander zieht. Eine andere in-
teressante Fragestellung wire z.B. die mechanische Entfaltung eines an beiden Enden
markierten Proteins. Auch Bindungsstudien mittels FRET-Spektroskopie zwischen am
Cantilever gebundenen DNA-Molekiilen und oberflichenimmobilisierten Proteinen, die
mit geeigneten Donor- bzw. Akzeptormolekiilen markiert wurden, sind eine mogliche

Anwendung.
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AFM
AgPO;-Agl
APD
APTES
BSA

CCD

DMF
DNA

DSC
FWHM

FRET

HE
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Atomic Force Microscope (Rasterkraftmikroskop)
Silberiodid-Silbermetaphosphat
Avalanche-Photodiode
3-Aminopropyltriethoxysilan

Bovine Serum Albumin (Rinderserum-Albumin)
Charge-coupled-device-Kamera

Wairmekapazitit bei konstantem Druck
Dimethylformamid

Deoxy-NucleicAcid (DNS: Desoxyribonucleinséure)
Differential Scanning Calorimetry (Kalorimetrie)
Extinktionskoeffizient

full width at half maximum (Halbwertsbreite)
fluoreszenter resonanter Energietransfer
Hydrofluoric acid (Flussséiure)

Entropie

Immunglobulin (Antikérper)

Immunglobulin der Klasse "G’

Boltzmann-Konstante: & = 1.380658 - 10724 .J/ K



Glossar

A—DNA

Ao

MCP

NA

PDMS

PMT
PVA
R6G

SEM

SNOM
SPM

STM

TEM

TOA

Genom des A-Bakteriophagen

Wellenlédnge

Vakuum-Wellenlénge

Micro Contact Printing (Mikro-Stempeltechnik)

Brechungsindex

Numerische Apertur: NA = n - sinf

Poly-Dimethyl-Siloxan

Quantenausbeute (engl. quantum yield)

Photomultipliertube

Polyvinylalkohol

Rhodamin 6G

Scanning electron microscope (Rasterelektronenmikroskop)
Offnungswinkel

Scanning Near-Field Optical Microscope (optisches Nahfeldmikroskop)
Scanning Probe Microscope (Rastersondenmikroskop)

Scanning Tunneling Microscope (Rastertunnelmikroskop)
Temperatur

Transmission electron microscope (Transmissionselektronenmikroskop)

“tip-on-aperture“-Sonde
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