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Ein Durchbruch in der Elektronenmikroskopie**

John Meurig Thomas*

I n einer jiingst publizierten Veroffent-
lichung[l] wurde iiber ,,vierdimensionale
ultraschnelle Elektronenmikroskopie®
berichtet, und die Ergebnisse sind von
immenser Bedeutung fiir die Physik,
Biologie und Materialwissenschaften.
Zewail et al. beschrieben hierbei, wie
man durch Verkniipfung von Zeit und
Raum zu Echtzeit- und Echtraum-Ver-
fahren gelangt. Die Kombination der
drei Dimensionen des Raums, die durch
hochauflosende Elektronenmikrosko-
pie zuginglich sind, mit der vierten
Dimension der Zeit erdffnet neue An-
wendungsperspektiven durch zeitlich
gesteuerten Einsatz von Einzelelektro-
nenpaketen.

Die Methode beruht auf der Ent-
wicklung von kohérenten Elektronen-
paketen, die nur wenige oder gar nur ein
Elektron pro Puls enthalten. Sie werden
mit Femtosekunden-Laserpulsen aus ei-
ner Photokathode freigesetzt und auf
eine Energie von 120 keV beschleunigt.
Eine Ladungsausbreitung des Elektro-
nenstrahls im Raum findet unter diesen
Bedingungen nicht statt, und die Tra-
jektorien der Elektronen konnen scharf
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gebiindelt werden. Die Energie der La-
serpulse, mit denen die Photokathode
bestrahlt wird, ist sehr niedrig (ca.
500 pJ), und die Pulsfolge ist hochfre-
quent (Pulsabstand ca. 12.5 ns), sodass
die Pulse mit einem ultraschnellen Elek-
tronenmikroskop (UEM) zeitaufgelost
registriert werden konnen. Bei einer
periodisch aufgebauten Probe konnte
man somit jeden Puls auf eine andere,
aber dquivalente Stelle einwirken las-
sen. Bei hinreichend verlidngerten Inter-
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vallen konnen reversible Verdnderun-
gen durch den Elektronenpuls bei Pro-
ben aus Metallen oder anderen anorga-
nischen Stoffen (z.B. Si, Ge, GaAs)
ausheilen, sodass Wiederholungsmes-
sungen moglich sind. Durch Anwen-
dung dieses Verfahrens erhielten Zewail
et al.! Beugungsmuster mit atomarer
Auflosung und mikroskopische Bilder
mit einer Auflosung im Nanometerbe-
reich.

Abbildung 1. Aufbauprinzip eines UEM mit Femtosekundenoptik und hoch auflésendem Elektro-
nenmikroskop (OPO = optisch-parametrischer Oszillator).!" Der Einschub zeigt ein UEM-Bild ei-
ner Rattendarmzelle. Die Abbildung wurde freundlicherweise von V. A. Lobastov zur Verfiigung

gestellt.
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Das Prinzip eines UEM mit Femto-
sekundenoptik und hoch auflosendem
Elektronenmikroskop ist in Abbil-
dung 1 wiedergegeben. Der Laser ist
ein diodengepumpter, modengekoppel-
ter Ti:Saphir-Laser, der bei einer Wel-
lenldnge von 800 nm und einer Pulsfre-
quenz von 80 MHz Pulse von weniger
als 100 fs Dauer mit einer mittleren
Leistung von 1 W liefert. Ein Teil des
Laserstrahls kann zum Aufheizen oder
Anregen der Probe und als Zeitmarkie-
rung eingesetzt werden, die Frequenz
des Reststrahls wird in einem nichtli-
nearen Kristall auf 400 nm verdoppelt —
diese Femtosekundenpulse liefern dann
die Elektronenpulsfolge. Einzelne Elek-
tronen konnen mit einem Phosphorszin-
tillator und einer CCD-Kamera nachge-
wiesen werden. Gepulste Strahlen aus
Photoelektronen stehen seit 1990 im
Arbeitskreis Zewail im Zentrum der
Entwicklung ultraschneller Gasphasen-
Beugungsverfahren und der ultraschnel-
len Kristallographie.

Der Ansatz kniipft an das durch
Bostanjoglo et al.>* entwickelte Ver-
fahren mit einzelnen intensiven Photo-
elektronenpulsen von einigen Nanose-
kunden Dauer an, mit dem die Textur
diinner metallischer Filme untersucht
wurde. Jeder Puls enthélt dabei ca. 10
Elektronen, und durch die Coulomb-
AbstofBung ist nur eine relativ geringe
Zeitauflosung moglich. Auch die raum-
liche Auflosung ist auf den Mikrometer-
bereich begrenzt; das Verfahren be-
schriankt sich daher auf die Untersu-
chung z.B. von Schmelz- und Abtrag-
vorgéingen. Der Ansatz von Zewail et al.
unterscheidet sich auch von den grund-
legenden Arbeiten von Gai und Boyes,"!
die kontinuierliche Strahlen in einem
Spezialmikroskop einsetzten. Dieses
kann in einer Reaktionszelle bei erhoh-
ten Temperaturen mit Millisekunden-
auflosung hoch aufgeloste Bilder von
der Wanderung metallischer Katalysa-
toren auf oxidischen Trigermaterialien
aufnehmen. Zewail et al.l'l wiesen die
Vielseitigkeit ihres 4D-UEM-Verfah-
rens durch die Aufnahme von Bildern
und Beugungsmustern von amorphem
Kohlenstoff, polykristallinem Alumini-
um und Gold-Einkristallen nach. Ferner
gelangen Aufnahmen eingefiarbter le-
bender Zellen bei einer Elektronendosis
von einigen wenigen Elektronen pro A2
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Dieser methodische Fortschritt —
und speziell die Einbeziehung einer
vierten Dimension — erweitert die Per-
spektiven dynamischer Strukturuntersu-
chungen von anorganischen, organi-
schen und biologischen Materialien. In
der Vergangenheit wurde die Rontgen-
beugung weit haufiger eingesetzt als
Elektronenbeugung und -mikroskopie,
insbesondere von Biochemikern und
Biophysikern zur Strukturbestimmung
von Makromolekiilen. Obwohl die da-
mit erhaltenen Strukturen nicht dyna-
misch sind, vermitteln sie gelegentlich
weitreichende Erkenntnisse iiber Reak-
tionsmechanismen und Wirkungswei-
sen. Zwei herausragende Beispiele sind
die Strukturen von DNA und des pro-
teolytischen Enzyms Lysozym. Aus der
statischen Struktur des Lysozyms leitete
David Phillips einen plausiblen — und
grofitenteils immer noch giiltigen -
Wirkmechanismus ab.’!! Zugleich gibt
es zahlreiche Fille, in denen zwar de-
taillierte kristallographische Strukturen
vorliegen, sich daraus aber kein Hinweis
auf den Wirkmechanismus ergibt. Ein
Beispiel hierfiir ist Hamoglobin: Als
Max Perutz nach aufwindigen Arbeiten
die Struktur des Proteins gelost hatte,
konnte er keinen Hinweis auf die Wir-
kungsweise erkennen, und selbst gut
gesinnte Freunde, denen er sein Modell
vorfiihrte, wendeten ein, es konne sich
um eine belanglose Verunreinigung
handeln. Mithilfe der ultraschnellen
Beugungs- und Mikroskopietechniken
von Zewail kann die dynamische Ent-
wicklung von Strukturen analysiert und
die gleichzeitige Verdnderung der Ener-
giehyperflachen direkt aufgezeichnet
werden. Es ist zu erwarten, dass die
Anwendung des 4D-UEM-Verfahrens
zu einem tieferen Verstidndnis biologi-
scher Abléufe fiihrt.

Hinsichtlich der Empfindlichkeit
sind Rontgenstrahlen den Elektronen-
strahlen unterlegen. Die Streuquer-
schnitte an Molekiilen sind bei der
Elektronenbeugung etwa fiinf bis sechs
GroBenordnungen groBer als bei der
Rontgenbeugung. Ferner schidigen
Elektronen, bezogen auf die Zahl aus-
wertbarer Streuereignisse, die Proben
weniger als Rontgenstrahlen.” Bei Syn-
chrotronuntersuchungen mit intensiven
Rontgenstrahlen sind diese Strahlen-
schiden hiufig problematisch (wenn-
gleich es mit Synchrotronstrahlung im
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Prinzip moglich ist, Beugungsdaten
nach dem Laue-Verfahren aufzuzeich-
nen). Einschrinkend kommt hinzu, dass
bislang nur sehr wenige Synchrotrons
iiber eine Zeitauflosung verfiigen, die es
zuldsst, den Bruch und die Bildung von
chemischen Bindungen zu untersuchen
oder Torsions- und Schwingungsampli-
tuden zu messen. Ebenso selten findet
man die Moglichkeit einer direkten
Echtraum-Bildgebung. Mit einem laser-
induzierten Plasma, das auf ein kleines
Metalltarget einwirkt und so einen
Rontgenschauer liefert, konnen Ront-
genpulse von 1 ps Dauer erhalten wer-
den. Diese wurden kiirzlich mit so gu-
tem Erfolg zur Untersuchung multipler
Potentialtopfe eingesetzt,® dass sich
hier die Mboglichkeit zur Aufnahme
von ,,Rontgenfilmen wackelnder Kris-
talle* eroffnet.”’) Simulationen deuten
darauf hin, dass Strahlenschiaden auf
atomarer Ebene in einem typischen
Protein etwa 10-20 fs nach dem Beu-
gungsvorgang entstehen. Zur Gewin-
nung von Rontgenbeugungsmustern
schlugen Neutze et al.'! daher vor, ei-
nen Strom statistisch orientierter Prote-
inmolekiile mit einem Rontgenstrahl zu
kreuzen, wobei beide Pulse synchroni-
siert sind. Dieses schwierige Experiment
ist noch nicht durchgefiihrt worden.
Seit den bahnbrechenden Befunden
von Klug" der aufzeigte, wie durch
Transmissionselektronenmikroskopie
die Strukturen biologischer Makromo-
lekiile abgeleiten werden konnen, ist
dieses Verfahren, vor allem von Hen-
derson,” Unwin™ und anderen, zur
Strukturaufkldrung von Membranen
und é&hnlichen Materialien eingesetzt
worden. Kiirzlich wurde so die Struktur
des Nicotinacetylcholinrezeptors mit
4A  Auflosung aufgeklart.”  Von
Spence et al.l'*®! stammt der geniale
Vorschlag, anhand der Elektronenbeu-
gungsmuster gerichteter Molekular-
strahlen die Strukturen von Proteinen,
besonders von schwer kristallisierenden,
zu losen. Dieser Versuchsaufbau nutzt
kontinuierliche, orthogonale, sich kreu-
zende Elektronen-, Molekular- und La-
serstrahlen. Die Datensammlung ist
hierbei viel einfacher als beim dhnlichen
Verfahren von Neutze etall'” mit
Femtosekunden-Rontgenpulsen.  Fiir
die hinreichend genaue Bestimmung
auch der Sekundérstruktur eines En-
zyms wie Lysozym sind vermutlich ein
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Nabhinfrarot-Dauerstrichlaser mit einer
Leistung von bis zu 1kW und eine
Kiihlung mit fliissigem Stickstoff erfor-
derlich.™

Es ist davon auszugehen, dass die
Schédden durch Elektronenbeschuss mit
der oben beschriebenen Einzelpulsak-
kumulationsmethode vermindert wer-
den, sodass hohere Dosisleistungen zur
Aufnahme von Beugungsdaten moglich
sind. Falls dies zutrifft, wird das 4D-
UEM-Verfahren von Zewail ohne
Zweifel neue Erkenntnisse {iber die
Dynamik biophysikalisch wichtiger Pro-
zesse liefern und Strukturbestimmungen
mit noch hoherer Auflosung als mit
jlingst beschriebenen Kryoverfahren er-
moglichen. %17

Schon vor der Entwicklung des 4D-
UEM-Verfahrens hatten Zewail und
Mitarbeiter in ultraschnellen Elektro-
nenbeugungsexperimenten atomare
Auflésung in Raum und Zeit erreicht,
die sie zur Untersuchung ganz unter-
schiedlicher Phasen, von Gasen iiber
Kristalle bis hin zu Grenzflichen, an-
wendeten.* 1 Zum Beispiel wurde
die dynamische Struktur einer Fettsiu-
redoppelschicht kiirzlich mithilfe der
ultraschnellen Elektronenkristallogra-
phie in atomarer Auflosung analysiert.
Neben der Struktur der zweidimensio-
nalen Anordnung wurde die strukturelle
Dynamik durch Aufnahme der Beu-
gungsmuster im Pikosekundenrhythmus
nach einem extrem schnellen Tempera-
tursprung im Femtosekundenbereich
bestimmt, und es wurde eine kohirente,
anisotrope Expansion entlang der ali-
phatischen Ketten der Doppelschicht
(eines 50 A dicken zweidimensionalen
Kristalls) festgestellt.

Anders als Rontgen- konnen Elek-
tronenstrahlen einfach fokussiert wer-
den. Zusammen mit der hohen Emp-
findlichkeit und Auflésung macht dies
die 4D-UEM-Technik zu einer einzigar-
tigen Untersuchungsmethode. In Fillen,
in denen Einkristall-Rontgenbeugungs-
experimente nicht moglich waren, konn-
ten durch Elektronenmikroskopie oft
Strukturdetails von groer chemischer
Bedeutung nachgewiesen werden. Bei-
spielsweise wurde die Nanoporositét des
wichtigen zeolithischen Katalysators
und Molekularsiebs ZSM-5, eines Alu-
minosilicats, elektronenmikroskopisch
genau bestimmt,*!! lange bevor eine
Kiristallstrukturanalyse an Einkristallen
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moglich wurde. Ferner wird in der Kris-
tallographie der rdumliche Mittelwert
iiber etwa 10" Elementarzellen gebil-
det, weshalb bestimmte strukturelle
Feinheiten unerkannt bleiben - sie wer-
den bei der Mittelwertbildung einfach
verwischt. Mit hochauflosender Elek-
tronenmikroskopie werden meist nur
10° Elementarzellen oder weit weniger
untersucht, sodass ein Echtraumabbild
der lokalen Struktur gewonnen wird.
Auf diese Weise wurden zuerst periodi-
sche Verwachsungen von ZSM-5 und
seinem symmetrieverwandten Analo-
gon ZSM-117% und anschlieBend zahl-
reiche weitere neuartige Strukturen ent-
deckt, unter anderem so exotische Pro-
ben wie unbegrenzt adaptive Struktu-
ren, bei denen vollstindig geordnete
Mischoxidstrukturen beliebiger nicht-
stochiometrischer =~ Zusammensetzung
entstehen konnen.™ Rontgenstrahlen
sind fiir diese Phdnomene nahezu
,.blind““. Weiterhin konnen die Struktu-
ren hochgeordneter, mesopordser Ma-
terialien nicht allein mit Rontgenbeu-
gungsmustern gelost werden, weil die
Reflexe breit sind und ihre Zahl gering
ist. Die Elektronenmikroskopie ist da-
her das einzige verléssliche Verfahren
zur Losung solcher Strukturen.!
Prinzipiell sollte das nun verfiigbare
4D-UEM-Verfahren bei der Untersu-
chung anorganischer, organischer und
biologischer Materialien eine Fiille an
Details liefern. Beispielsweise kann man
Femtosekundenpulse zum Aufheizen
und zur photochemischen Anregung ei-
ner Probe nutzen und anschlieend die
vielfiltigen Phaseniibergéinge untersu-
chen, einschlieBlich solcher Phinomene
wie martensitische Phaseniibergénge,
deren Dynamik mit anderen experimen-
tellen Methoden bislang nur sehr
schwierig zu bestimmen war. Fiir Fest-
korperchemiker und Materialwissen-
schaftler bieten sich Untersuchungen
diffusionsloser ~Reaktionen®?!  wie
Photodimerisierungen und -polymerisa-
tionen in organischen Molekiilkristallen
an. Aus solchen Studien lassen sich
wertvolle Erkenntnisse fiir das Kristall-
design gewinnen. Mit der dynamischen
Elektronenmikroskopie kénnen auch
Elektronenenergieverlustspektren auf-
gezeichnet werden,””! aus denen sich
die Oxidationsstufen von Metallionen in
aktiven Zentren von Biomolekiilen ab-
leiten lassen (obwohl die Messungen
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durch die reduzierende Wirkung der
Sekundérelektronen erschwert werden
konnen). 4D-UEM sollte daher in der
Lage sein, neue FErkenntnisse iiber
Redox-Metalloenzyme  wie  Cyto-
chrom P450, die Manganoxidase, Hy-
drogenasen und zahlreiche andere En-
zyme zu liefern. Weiterhin sollte sich bei
offenporigen heterogenen Einzentren-
katalysatoren®?! das ,, Atmen*“ der Na-
noporen und -kéfige und die Amplitude
der Atombewegung in den aktiven Zen-
tren — entscheidende Parameter fiir die
katalytische Wirkung — direkt messen
lassen. Wegen der hohen Empfindlich-
keit des 4D-UEM-Verfahrens sind auch
neue Befunde iiber die ritselhafte kata-
Iytische Aktivitdt von Goldnanoparti-
keln (auf bestimmten Triageroxiden) zu
erwarten. Massives Gold ist katalytisch
inaktiv, Nanopartikel von etwa 5nm
Durchmesser auf TiO, katalysieren aber
die Oxidation von Kohlenstoffmonoxid
in Luft schon unterhalb Raumtempera-
tur.’” Die strukturelle Dynamik der
Terrassen, Stufen und Vorspriinge ver-
langt ebenso nach Aufklirung wie die
strukturelle Charakteristik von makro-

molekularen Aggregaten, Nano-Ver-
bundwerkstoffen, Korngrenzen und
Quantenpunkten.

Die am Caltech entwickelten vierdi-
mensionalen Beugungs-, Kristallogra-
phie- und Mikroskopieverfahren sind
wahrlich revolutiondr, und unzéhlige
Fragen in der Physik und Biologie war-
ten nur darauf, mit diesen Techniken
gelost zu werden!
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