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Detektion und Abbildung einzelner Molekiile mit optischer Nahfeldmikroskopie

Thomas Basche *

,o . WE Hever experiment with just one electron or atom or
molecule. In thought experiments we sometimes assume
we do; this invariably entails ridiculous consequences.”

Erwin Schridinger, 1952

Die erfolgreiche Speicherung und spektroskopische Charak-
terisierung einzelner Atome in elektromagnetischen Fallen oder
die Entwicklung von Mikroskopietechniken mit atomarer Auf-
I6sung wie der Rastertunnel-(STM) und Rasterkraftmikrosko-
pie (AFM) sind nur zwei Beispiele dafiir, dal} diese Aussage
Schrodingers inzwischen von der Realitit {iberholt worden ist.
Man sollte jedoch nicht vergessen, daf} die Beobachtung einzel-
ner Teilchen, die heutzutage schon fast selbstverstindlich
scheint, unabhingig von der jeweiligen Methode erst seit ca.
1015 Jahren moglich ist. Dieses Highlight befaBt sich mit neu-
en Entwicklungen bei der optischen Detektion einzelner Mole-
kiile, andere Verfahren zur Detektion einzelner Teilchen miissen
daher unberiicksichtigt blciben. Die optische Detektion eines
einzelnen Molekiils in der kondensierten Phase gelang erstmals
1989, als ein einzelnes Pentacenmolekill in einem organischen
Mischkristall bei tiefen Temperaturen (7" =1.5 K} spektrosko-
pisch nachgewiesen werden konnte!!). Kurz darauf und vollig
unabhingig von den Arbeiten mit Festkorpern fithrten auch
Bemithungen, einzelne Farbstoffmolekiile in einer Fliissigkeit
nachzuweisen, zum Erfolg!?). Wihrend bei tiefen Temperaturen
im Festkdrper das einzelne Molekiil wegen der extrem schmalen
optischen Linienbreite eine auBerst empfindliche spektroskopi-
sche Sonde fiir die Eigenschaften seiner lokalen Umgebung ist,
stehen bei der Einzelmolekiildetektion (Single Molecule Detec-
tion, SMD) in Fliissigkeiten oder generell bei allen Techniken,
die bei Raumtemperatur durchgefithrt werden kdnnen, neben
spektroskopischen primir analytische Fragestellungen im Vor-
dergrund. SMD ist das Limit in der chemischen Spurenanalyse
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und wurde als realistische Methode vorgeschlagen, um die DNA
des menschlichen Genoms in vertretbarer Zeit zu sequenzieren.
Es ist abzusehen, daB in der Molekularbiologie die Detektion
einzelner, mit Fluoreszenzfarbstoffen markierter Partikel (Pro-
teine, Viren) immer grofere Bedeutung erlangen wird.

Die optische Spektroskopie einzelner Molekiile hat bereits
eine Fiille neuvartiger experimenteller Resultate hervorgebracht.
Dazu gehort auch die Entwicklung von Techniken, um einzelne
Molekiile mit immer hoherer Empfindlichkeit optisch charakte-
risieren zu kdnnen. Die sehr empfindliche Fluoreszenzdetektion
ist ideal geeignet zur optischen Beobachtung einzelner Molekii-
le. Die experimentelle Herausforderung besteht dabei darin, das
schwache Fluoreszenzlicht eines einzelnen Molekiils noch vom
Streulichtuntergrund der Matrix (Rayleigh- und Raman-Streu-
ung, Matrixlumineszenz) unterscheiden zu kdnnen. Da das Si-
gnal proportional zur Bestrahlungsintensitit (Leistung/Fliche)
ist und das Untergrundlicht und der damit verbundene Rausch-
pegel mit zunehmender Leistung ansteigen, ist die Empfindlich-
keit um so groBer, je kleiner die beleuchtete Fliache ist. Das
Laseranregungslicht muf} demzufolge so gut wie moglich fokus-
siert werden. Bei der Fokussierung mit Linsen tritt jedoch das
fundamentale Abbesche Beugungslimit auf, d.h. es konnen
keine Lichtfoki kleiner als die Lichtwellenldnge erzeugt werden.
Mit der optischen Raster-Nahfeldmikroskopie (Near Field
Scanning Optical Microscopy, NSOM) wurde jedoch in den.
letzten Jahren eine Methode entwickelt, deren Basis die Uber-
windung dieses Limits ist und die sich deshalb ideal zur Fluores-
zenzdetektion einzelner Molekiile eignet. Kiirzlich ist nun unab-
hingig voneinander E. Betzig et al.l® und W.P. Ambrose
et al.™! gelungen, mit dieser neuen Mikroskopietechnik einzelne
Farbstoffmolekiile auf der Oberfliche eines Substrats bei
Raumtemperatur abzubilden. Bevor im folgenden diese Experi-
mente beschrieben werden, sollen das Prinzip und potentielle
Anwendungsmoglichkeiten der optischen Nahfeldmikroskopie
dargestelit werden.

Konventionelle optische Mikroskopie ist in ithrer Auflosung
limitiert auf ca. 2/2 der verwendeten Lichtwellenldnge 4. Dieses
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theoretische Auflosungsvermogen, das eine Folge von Beu-
gungseffekten wegen der Wellennatur des Lichts ist, kann in
guten optischen Mikroskopen tatsichlich erreicht werden und
liegt fiir griines Licht unter idealen Bedingungen bei ca. 0.3 pm.
(Es soll an dieser Stelle nicht unerwihnt bleiben, dall durch
besondere ,, Tricks* auch in der konfokalen Mikroskopie eine
Auflosung < 4/2 erreicht werden kann.) Wird Licht durch eine
Apertur geschickt, deren Durchmesser kleiner als die Lichtwel-
lenlidnge ist, so existiert ein Bereich in unmittelbarer Nihe der
Apertur, in dem der Lichtstrahl ungefdhr deren Dimensionen
beibehilt. Diesen Bereich bezeichnet man als optisches Nahfeld.
Eine solche Apertur kann iiber die Oberfliche eines nahe-
gelegenen Objekts gerastert werden. Aus vielen solchen Punkt-
aufnahmen kann dann ein Bild der Oberfliche zusammen-
gesetzt werden. Die Aufldsung dieser Mikroskopie ist nicht
durch die Wellenldnge des Lichts begrenzt, sondern nur
durch die Abmessungen der Apertur und ihren Abstand vom
Objekt.

Im Bereich des sichtbaren Lichts wurde die Nahfeldmikro-
skopie erstmals unabhingig voneinander von Pohl ¢t al."! und
Lewis et al.'! demonstriert. Seit dieser Zeit wurde eine Reihe
optischer Nahfeldsonden entwickelt. In den meisten Fillen wird
das Licht von einer Quelle iiber eine Wellenleiterstruktur zur
Apertur gefiihrt. Dabei ist es vor allem wichtig, moglichst viel
Licht durch die kleine Apertur zu schicken, um schnell und mit
gutem Signal-Rausch-Verhiltnis Bilder aufnehmen zu kénnen.
Als ideale Aperturen mit Dimensionen im Bereich von einigen
zehn Nanometern erwiesen sich die Spitzen verjiingter optischer
Fasern oder Mikropipetten. Jedoch auch andere Aperturgeo-
metrien, z.B. eine partiell metallbeschichtete, tetraedrische Spit-
ze wurden vorgeschlagen und kiirzlich erfolgreich eingesetzt'".,
Die Apertur kann auch verwendet werden, um Licht vom Ob-
jekt einzusammeln oder evaneszente Wellen im optischen Nah-
feld in propagierende Moden des optischen Wellenleiters zu
streuen. Im folgenden soll beispiclhaft der Aufbau eines Nah-
feldmikroskops im Beleuchtungs- oder Transmissionsmodus be-
schrieben werden (Abb. 1), bei dem die Spitze einer verjlingten
optischen Faser als Apertur liber das abzubildende Objekt gera-
stert wird.

Detektor

Fernfeld

Piezover-
stelleinheit

Al-Beschichtung optische
Faser
Laser l;,———
Objektiv

Abb. 1. Schematischer Aufbau eines Raster-Nahfeldmikroskops. Der vergroBerte
Ausschnitt links zeigt die Faserspitze mit den Bereichen des Nah- und Fernfeldes.
Zu einer detaillicrten Beschreibung siehe Text.
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Das Licht wird mit einem Objektiv in die Faser eingekoppelt.
Die Faser verjlingt sich vom urspriinglichen Faserdurchmesser
zu einer Spitze, deren flaches Ende senkrecht zur Faserachse
steht. Zur Herstellung der Spitze wird die Faser mit einem CO,-
Laser aufgeheizt und gleichzeitig auseinandergezogen. Dieser
Prozel3 fithrt sehr reproduzierbar zu Aperturen zwischen 20 und
500 nm. Die Spitze der Faser wird abschlieBend mit einem Me-
tallfilm (Al) bedampft, um das seitliche Austreten des Lichts zu
verhindern. Die Probe wird in einen Abstand von ca. 10 nm zur
Faserspitze gebracht und in x,y-Richtung mit einer Piezover-
stelleinheit bewegt. An jedem Punkt wird dann das transmit-
tierte Lichtsignal detektiert, und die Abbildung wird pixelweise
zusammengesetzt. Bei der Aufnahme des Bildes muB der Ab-
stand zwischen Faserspitze und Objekt durch einen aktiven
Rickkopplungsmechanismus konstant gehalten werden. Eine
elegante Moglichkeit, dies zu realisieren, bietet die Scherkraft-
detektion (nicht eingezeichnet in Abb. 1), bei der die Faserspitze
bei einer ihrer mechanischen Resonanzfrequenzen angeregt
wird und die Dampfung dieser Schwingung bei Anndherung des
Objekts an die Faser als abstandsabhiingiges Signal aufgenom-
men wird. Mit einem Aufbau dhnlich dem in Abbildung 1 konn-
te eine laterale Auflosung (x,y) von ca. 12 nm (ca. 4/43) demon-
striert werden!®1,

Vergleicht man die derzeit erzielbare Auflésung von NSOM
mit der anderer Rastermikroskopien wie STM oder AFM, so ist
sie um ein bis zwei GroBenordnungen schlechter. Jedoch bietet
NSOM ceine Reihe hochst interessanter Méglichkeiten: 1) Es
konnen alle Kontrastmechanismen, die aus der konventionellen
optischen Mikroskopie (Fernfeld) bekannt sind, z.B. Polarisa-
tion, Brechungsindex oder Fluoreszenz, eingesetzt werden.
2) NSOM kann unter Umgebungsbedingungen durchgefiihrt
werden, und Licht beeinflut das zu untersuchende Objekt nur
wenig — eine wichtige Voraussetzung fiir Messungen an Biomo-
lekiilen. 3) Spezifische Wechselwirkungen im optischen Nahfeld
(evaneszente Moden) konnen z.B. zu einer lokalen Verstirkung
der Fluoreszenz fithren. 4) Ein weiteres, sehr attraktives Merk-
mal von NSOM ist die Moglichkeit der Kombination mit ande-
ren optischen Spektroskopietechniken bei gleichzeitig hoher lo-
kaler Aufldsung. Eine gute Ubersicht iiber neue, teilweise
spektakuldre nahfeldmikroskopische Arbeiten, vielfach an bio-
logischen Systemen, bietet der Konferenzband!® zur Second-
Near-Field Optics Conference in Raleigh, NC, USA, 1993. Er
enthilt neben NSOM-Bildern von Blutzellen oder DNS auch
z.B. solche von Quantenschichien. Erste Untersuchungen zur
magnetooptischen Datenspeicherung mit NSOM erguben Spei-
cherdichten von 7 Gbitcm ™2, wobei die lokale Auflésung 30—
60 nm betrug!'©,

In Abbildung 2 ist ein NSOM-Bild (Betzig et al.) eines diin-
nen Polymethylmethacrylat(tPMMA)-Films zu sehen, auf den
lipophile Cyaninmolekiile in hoher Verdiinnung (ca. 23 Mole-
kiile pro um?) aufgebracht wurden®. Die hohe Verdiinnung
gewihrleistet einen mittleren Abstand zwischen den Molekiilen,
der gréBer ist als der Aperturdurchmesser; dies ist Vorausset-
zung dafiir, dafB} einzelne Molekiile aufgeldst werden kénnen.
Die Funktionsweise des Nahfeldmikroskops war die in Abbil-
dung 1 dargestellte. Die zur Fluoreszenz angeregten individuel-
len Molekiile erscheinen als mikroskopische Lichtquellen, die
lateral innerhalb 50 nm und vertikal innerhalb 5 nm aufgelost
werden konnten. DaB es sich wirklich um die Emission einzelner

0044-8249/94/1717-1806 § 10.00+.25/0 Angew. Chem. 1994, 106, Nr. 17



HIGHLIGHTS

Abb. 2. Nahfeldmikroskopische Abbildung der I'luoreszenz individueller Cyanin-
molekiile auf der Oberfliche eines PMMA-Films (aus Lit. [3]).

Molekiile handelt, ist durch vielfiltige Argumente belegt. Am
meisten iberzeugt die Tatsache, daB das photoinduzierte Aus-
bleichen, das bei einigen der Molekiilc nach ldngerer Belich-
tungszeit auftritt, nicht zu einer kontinuierlichen Schwichung
der Signale fihrt, sondern zu einer diskreten und vollstindigen
Ausloschung einzelner Emissionen. Das sehr gute Signal-
Rausch-Verhiltnis in Abbildung 2 ist — wie bereits eingangs aus-
gefithrt — vor allem auf das geringe Untergrundsignal der
NSOM-Technik zuriickzufiihren, bei der nur ein sehr kleines
Probenvolumen mit hoher Intensitit beleuchtet wird. Noch
nicht geklirt ist, ob eine Verstdrkung der Fluoreszenz durch
evaneszente Felder im optischen Nahfeld zum Signal beitragt.
Bei genauerer Inspektion erkennt man unterschiedliche geome-
trische Formen der Strukturen in Abbildung 2. Sie sind eine
Folge der unterschiedlichen Orientierung der molekularen
Ubergangsdipolmomente, und aus einer Analyse dieser Formen
konnten die Autoren auf die Lagen der individuellen molekula-
ren Dipole, d. h. der individuellen Molekiile, auf der Oberfléche
schlieBen. Darliber hinaus konnten Betzig etal. auch ,,den

SpieB umkehren* und den molekularen Punktdipol dazu
nutzen, das optischc Nahfeld ihrer Faserspitze auszumessen.

Ambrose etal. gelang es mit einem im Prinzip gleichen
NSOM-Aufbau, die Fluoreszenz einzelner Rhodamin-6G-Mo-
lekiile auf einer Quarzoberfiache abzubilden™!. Ein interessan-
tes Ergebnis dieser Arbeit ist die Beobachtung eines reversiblen
Ausbleichens einzelncr molekularer Chromophore. Die Auto-
ren fiihrten dies auf Hiipfbewegungen zuriick, die die molekula-
re Orientierung und damit die Anrcgungswahrscheinlichkeit
verdndern. In gewissem Sinne ist damit eine photoinduzierte
Reaktion eines Einzelmolekiils bei Raumtemperatur beobachtet
worden.

Es ist zu erwarten, dal die Nahfeldmikroskopie in naher Zu-
kunft eine Reihe faszinierender Experimente mit einzelnen Mo-
lekiilen ermdglichen wird. Dazu gehdren die Untersuchung der
Bedingungen des lichtinduzierien Ausbleichens einzelner Chro-
mophore, ein storender Effekt, der alle empfindlichen Fluores-
zenzmessungen bei Raumtemperatur limitiert. Auch zeitaufge-
16stc Messungen nach Anregung mit Pikosekundenpulsen oder
durch Analyse der Fluoreszenz-Autokorrelationsfunktion wer-
den bereits in Angriff genommen*!!. Eine besonders interessan-
te Perspektive bietet die Untersuchung einzelner Molekiile mit
einer Kombination von NSOM und optischer Spektroskopie bei
tiefen Temperaturen, bei der neben der hohen lokalen Auflo-
sung zusitzlich die extreme spektrale Aufldsung genutzt werden
kann.
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