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l n der Materialchemie werden in Losung geziichtete Nanostrukturen
oft mithilfe der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) unter-
sucht. Hiufig werden die TEM-Proben bei der Probenvorbereitung
getrocknet und kontrastiert, und bei der Bildaufnahme selbst kommt
es zur Wechselwirkung zwischen der Probe und dem Elektronenstrahl.
Beide Prozesse rufen zur Vorsicht bei der Interpretation der erhaltenen
elektronenmikroskopischen Aufnahmen auf. Alternativ dazu kann
durch kryogene Probenpriparation und anschliefsende Abbildung mit
kryogener Niederdosis-TEM ein beinahe nativer solvatisierter Zu-
stand konserviert werden. In unserem Kurzaufsatz geben wir eine
kritische Analyse der Probenvorbereitung und, noch wichtiger, der
Datenaufnahme und Interpretation von elektronenmikroskopischen
Aufnahmen. Die Ubersicht soll auch Leitlinien fiir die Anwendung
von (Kryo-)TEM als leistungsstarkes und zuverlissiges Hilfsmittel fiir

die Analyse kolloidaler und selbstorganisierter Strukturen mit Ab-

messungen im Nanometerbereich bieten.

1. Einleitung

Auf den schnell wachsenden Gebieten der Nanotechno-
logie und der (makro)molekularen Selbstorganisation gibt es
einen starken und anhaltenden Bedarf an ,,nanoskopischen
Abbildungsmethoden, die erhaltene Materialien bis zu De-
tails im Nanometerbereich wiedergeben konnen. Wihrend
sich Rastersondenverfahren wie Rastertunnel- (STM) und
Rasterkraftmikroskopie (AFM) als wichtigste Verfahren zum
Abbilden von Strukturen an Oberfldchen etabliert haben, ist
bei selbstorganisierten Strukturen und Nanostrukturen in
Losung die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) das
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Verfahren der Wahl, um Struktur und Morphologie im Na-
nometerbereich zu untersuchen. Die Verbreitung der TEM
als Charakterisierungsmethode wird in Abbildung 1 ver-
deutlicht, in der zu sehen ist, dass allein im ersten Vierteljahr
2010 iiber 2500 Arbeiten mit TEM veroffentlicht wurden.!

Die aktuellen Fortschritte bei der TEM-Methodik und
-Instrumentierung haben erstaunliche Moglichkeiten fiir die
Analyse weicher Materie und selbstorganisierter Nanostruk-
turen eroffnet. Die zunehmende Verbreitung dieser Metho-
den in verschiedensten Bereichen der Forschung hat unser
Verstdndnis der physikalischen und chemischen Kontrolle der
Organisation von Materie iiber mehrere Gréfenordnungen
der Lingenskala wesentlich vertieft.”! Allerdings fiihrte die
leichte Verfiigbarkeit der TEM dhnlich wie bei der AFM
dazu, dass immer mehr Nichtexperten an der Interpretation
elektronenmikroskopischer Aufnahmen von Nanostrukturen
beteiligt sind. Zusammen mit dem Umstand, dass ein GroB3-
teil der verfiigbharen TEM-Methodik urspriinglich aus der
biologischen Forschung oder den (anorganischen) Material-
wissenschaften stammt, fiihrt dies oft zu einer suboptimalen
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Abbildung 1. Daten aus dem ISI| Web of Science, die die Bedeutung
der TEM auf verschiedenen Forschungsgebieten illustrieren: Zahl der
Arbeiten im ersten Vierteljahr 2010, bei denen TEM zur Charakterisie-
rung verwendet wurde.

Probenvorbereitung und -behandlung sowie zu einer fehler-
haften Interpretation der erhaltenen Abbildungen. Wir hof-
fen, mit unserem Kurzaufsatz, der sich auf unsere Erfahrung
mit TEM in der anorganischen (H.F.), biologischen (PM.F.),
materialwissenschaftlichen (G.d.W.) und supramolekularen
Chemie (N.A.J.M.S.) stiitzt, Leitlinien fiir die Vorbereitung
von TEM-Proben und die Interpretation der erhaltenen
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zu bieten, aber ohne
den Leser zur Verwendung kostspieliger und schwer zu-
ginglicher anspruchsvoller Ausriistung zu dridngen. Ferner
versuchen wir, Liicken zwischen verschiedenen wissen-
schaftlichen Disziplinen zu schlieen, indem wir anregen,
TEM-Methoden aus scheinbar nicht verwandten Gebieten
miteinander zu kombinieren.

2. Probenvorbereitung

Fiir die Analyse durch herkommliche TEM, wie seit den
1940er Jahren verwendet, werden Proben aus einer Suspen-
sion durch Trocknung auf ein Substrat aufgebracht. Das
Substrat ist im Allgemeinen ein 10-30 nm diinner, von einem
Metallgitter getragener Kohlenstoff- oder Polymerfilm. Bei
organischen Materialien, die fiir den Elektronenstrahl ver-
gleichsweise durchlédssig sind, wird das Trocknen oft mit
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fessor fiir Material- und Grenzflichenchemie
an der Eindhoven University of Technology.
Er promovierte 1995 an der Universitit Nij-
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Kontrastieren kombiniert, um die Struktur und Form des
untersuchten Materials besser sichtbar zu machen.

2.1. Kontrastieren

Bei dieser Priparationsmethode® wird zu der Probe, die
getrocknet werden soll, eine Salzlosung einer stark elektro-
nenstreuenden Schwermetallverbindung zugegeben, bei-
spielsweise Uranylacetat, um eine Art von Abguss der Probe
zu erhalten (Abbildung 2a,c).””! Die Sichtbarkeit von Grenz-

Abbildung 2. TEM-Aufnahmen von Aggregaten zweier Doppelkamm-
Diblock-Copolymere auf Peptidbasis (aus Lit. [4]): a,c) Kontrastiert mit
Uranylacetat; b,d) die entsprechenden kryogenen Priparate (siehe
auch Abbildung 8). Nach dem Kontrastieren wird die Dichteverteilung
im Bild vom Kontrastmittel dominiert. Das Kontrastmittel dringt auf
unterschiedliche Weise in die Probe ein oder reagiert mit ihr; daher ist
der entstandene Abguss nicht notwendigerweise mit dem Objekt iden-
tisch. Die Kryo-TEM-Bilder stellen die Dichteverteilung innerhalb der
Probe dar. Obwohl der Dichteunterschied zwischen dem Kontrastmit-
tel und der Probe grofRer ist als der Dichteunterschied zwischen glas-
artigem Wasser und der Probe, ist Kontrastierung wegen der Variatio-
nen und Unsicherheiten beim Eindringen/bei der Reaktionsfihigkeit in
Bezug auf die Auflésung von Strukturdetails unterlegen. Mafistabsbal-
ken: 100 nm.

flichen sowie Unterschiede in der Zusammensetzung konnen
durch selektive Wechselwirkungen mit der Salzlosung oder
beispielsweise mit OsO,-Dampfen verstirkt werden.! Diese
Art der Probenvorbereitung, insbesondere die Korngrofie des
Kontrastmittels, schlieft aber im Allgemeinen eine Subna-
nometer-Auflosung aus, wie sie hédufig bei robusten anorga-
nischen Proben gewiinscht wird. Dennoch kann unter opti-
malen Bedingungen und abhéngig von den experimentellen
Details eine Auflésung von 2 nm erzielt werden.[®

Die Trocknungs- und Kontrastierungsprozesse konnen
Struktur und Morphologie der Probe beeinflussen, weshalb
die elektronenmikroskopischen Aufnahmen mit grofter
Vorsicht zu interpretieren sind.[" So wird durch das Trocknen
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der Losungen die Materialkonzentration drastisch verdndert
und in manchen Fillen die Selbstorganisation geloster Stoffe
und die Zusammenlagerung bestehender Aggregate auf
Nichtgleichgewichts-Reaktionswegen vorangetrieben. Ge-
nauer gesagt werden suspendierte Strukturen durch das
Trocknen der Oberflichenspannung des Losungsmittels aus-
gesetzt, und die sich zuriickziehende Fliissigkeitsoberfldche
wird sie schlieBlich zu Clustern zusammenschieben. Am Ende
des Trocknens wird das Material konzentriert und zusam-
mengedriickt, was zur Entstehung von (un)geordneten An-
sammlungen (Abbildung2a,), zum Zusammenbruch von
Aggregatstrukturen und in manchen Féllen zur schrittweisen
(Schicht-fiir-Schicht-)Zunahme der Probendicke fiithren
kann.®

Bei wissrigen Proben kann man diesen Effekten durch
Zugabe von Tensiden oder organischen Losungsmitteln wie
Methanol oder Ethanol entgegenwirken;” dadurch konnen
aber die untersuchten Strukturen auch selbst verédndert wer-
den. Gefriertrocknen ermdéglicht es, die Auswirkungen der
Oberflichenspannung beim Trocknen aus einer Losung zu
verringern und das Zusammenbrechen der Struktur, zu dem
es beim Entfernen des Losungsmittels kommen konnte, ' zu
verhindern, was letztlich zur Abscheidung des Materials, das
urspriinglich in Losung war, fiihrt. Ferner kann die Wechsel-
wirkung mit Kontrastmitteln sowohl die Nanostruktur als
auch die Morphologie der untersuchten Objekte verin-
dern."!

2.2. Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie

Bei der Gefrierbruch(,,freeze fracture*)-Elektronenmi-
kroskopie (EM) werden obige Artefakte vermieden.!'”l Bei
diesem Verfahren wird die Probe durch schnelles Eintauchen
in flussiges Ethan oder Propan abgekiihlt. Die Temperatur
wird bei etwa —160°C gehalten, wihrend das gefrorene
Tropfchen mit einem kalten ,,Messer* gebrochen wird. Der
Bruch folgt dem Weg des geringsten Widerstandes, also im
Allgemeinen den Konturen der in der Bruchebene vorhan-
denen Nanostrukturen. Diese Konturen konnen durch Sub-
limieren einer diinnen Eisschicht weiter akzentuiert werden;
die Merkmale der eingebetteten Objekte treten dann klarer
hervor.® Durch Aufdampfen einer diinnen Kohlenstoff-
schicht auf die Bruchebene wird eine elektronentransparente
Kopie hergestellt. Der Kontrast, der zum Sichtbarmachen der
Reliefstruktur der Oberfliche notwendig ist, wird durch
Aufdampfen eines Metalls, beispielsweise Platin, auf den
Kohlenstofffilm in einem Winkel von etwa 45° erhalten
(,,Beschattung). Dieses Verfahren ist zwar aufwindig, re-
produziert aber amphiphile Nanostrukturen wie Vesikel und
andere Doppelschichtaggregate sehr erfolgreich.™ Der Er-
folg hingt weitgehend davon ab, wie stark die Bruchebene
dazu neigt, die beiden Hilften der Lipid-Doppelschicht zu
trennen und so Informationen iiber die innere Struktur der
Objekte freizulegen. Ohne diesen Effekt konnen die Kopien
nur die duleren Konturen der in Eis eingebetteten Objekte
reproduzieren.
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2.3. Eintauchgefrieren

Mit der Einfiihrung der kryogenen TEM (Kryo-TEM) ist
es moglich geworden, suspendiertes organisches Material
abzubilden (Abbildung 2b,d)."”) Beim Eintauchgefrieren von
etwa 100 nm dicken Filmen einer (im Allgemeinen wissrigen)
Losung in einem geeigneten Kiihlmittel wie fliissigem Ethan
bei —183°C werden die Nanostrukturen sehr schnell in einem
elektronentransparenten Film von glasartigem, amorphem
Eis eingebettet."” Durch Phasenkontrast-Abbildung, die in
Abschnitt 4 genauer diskutiert werden soll, wird die Not-
wendigkeit des Kontrastierens vermieden, sodass wéssrige
Proben in einem beinahe nativen hydratisierten Zustand
untersucht werden konnen. Mit modernster Ausriistung kann
Nanometer-Auflosung erzielt werden. Die Kryo-TEM er-
moglicht auch die Abbildung in nichtwissrigen Losungsmit-
teln;!'""! dabei sind allerdings die Bedingungen fiir die Pro-
benvorbereitung und Bildaufnahme noch kritischer zu beur-
teilen als bei wissrigen Proben. Wihrend des schnellen
Kiihlens verbleiben die untersuchten Objekte im Suspendie-
rungsmedium, und ihre zeitliche und rdumliche Anordnung
zueinander bleibt erhalten. Anschlieend kann die glasartige
Probe bei Temperaturen untersucht werden, die tief genug
sind, um Rekristallisation des amorphen Films zu verhindern.
Dennoch konnen bei mehreren Schritten der Kryo-TEM-
Probenvorbereitung Artefakte entstehen. Die kritischen
Punkte bei diesen Schritten und die damit verbundenen
Probleme bei der Interpretation der elektronenmikroskopi-
schen Aufnahmen werden in diesem und in den nichsten
Abschnitten genauer diskutiert.

Bei der Probenvorbereitung wird ein Mikroliter-Tropfen
der Probe auf ein Trégergitter aufgetragen und anschlieSend
durch Abtupfen mit Filterpapier auf ca. 1/5000 seines Ur-
sprungsvolumens verringert, um einen typischerweise etwa
100 nm diinnen Film zu erhalten. Das Oberfldche/Volumen-
Verhiltnis des diinnen Films ist sehr hoch, sodass ein
schneller Wiarmeaustausch und eine wirkungsvolle Glasbil-
dung gewdhrleistet werden. Unter Umgebungsbedingungen
fithrt dieses hohe Verhiltnis allerdings zum schnellen Ab-
dunsten des Losungsmittels und damit zu einer starken Zu-
nahme der Probenkonzentration, Absenkung der Temperatur
und moglicherweise zum Zusammenbrechen der eingebette-
ten Nanostrukturen (Abbildung 3)."®! So ist unter typischen
Laborbedingungen (Raumtemperatur, 40% relative Luft-
feuchtigkeit) eine Verdunstungsgeschwindigkeit eines wiss-
rigen Films von 40 nms™' zu erwarten — bei einem 100 nm
dicken Film ein enormer Wert. Das Verdunsten kann nur
durch Arbeiten bei nahezu 100 % Luftfeuchtigkeit verhindert
werden. Bei der Probenvorbereitung fiir die Kryo-TEM sind
also Losungsmittelsédttigung der Umgebung und Tempera-
turkontrolle notwendig, und es wurden eigene Apparate
entwickelt, die diese Bedingungen erfiillen. Am hé&ufigsten
werden das ,,Controlled Environment Vitrification System
(CEVS)“ (Talmon etal™) und der neuere ,Vitrobot“
(Frederik et al/FEI Company®) verwendet.

Andere wichtige Punkte bei der Vorbereitung diinner,
wissriger Filme betreffen den Probentrigerfilm. Fir die
Herstellung eines diinnen, kontinuierlichen Losungsmittel-
films durch Abtupfen mit Filterpapier muss der Triger gut
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Abbildung 3. a) Verdunstungsgeschwindigkeit eines diinnen Films bei
verschiedenen Temperaturen und Luftfeuchtigkeiten. b) Osmotischer
Zusammenbruch sphirischer Liposomen zu ,vasenartigen“ Strukturen
(aus Lit. [18]). Bei der Probenvorbereitung bei 25°C und 40% relativer
Luftfeuchtigkeit gingen etwa 50% des Innenvolumens der Liposomen
verloren.

benetzbar sein. Fiir wissrige/polare Losungsmittel wird gute
Benetzbarkeit durch Behandlung mit einem Sauerstoffplas-
ma (Glimmentladung) erzielt.? Im Allgemeinen werden
Triager aus amorphem Kohlenstoff mit (kreisférmigen) Lo-
chern verwendet. Wenn Fliissigkeit auf den benetzbaren
Trager aufgetragen wird, breitet sie sich iiber die gesamte
Oberfliache aus. An den Stellen, an denen sie die Locher
iberspannt, ist ihre Oberfliche leicht bikonkav; der Lo-
sungsmittelfilm ist also in der Mitte der Locher diinner als an
den Rindern. Dieser Effekt kann zu einer Groflensortierung
der eingebetteten Nanostrukturen fithren, bei der die klei-
neren Nanostrukturen in der Mitte der Locher und die gro-
Beren an den Rindern angeordnet werden.®

Das zum Abtupfen verwendete Filterpapier sollte inert
sein, keine Materialien freisetzen und keine Probenkompo-
nenten selektiv entfernen. Nach unserer Erfahrung verdient
gerade die letzte (schlecht dokumentierte) Bedingung Be-
achtung, besonders bei Verwendung von wissrigen Disper-
sionen amphiphiler Blockcopolymere. Ferner kann die Fliis-
sigkeitsstromung, die beim Abtupfen mit dem Filterpapier
entsteht, zu Scherkréften in der Flussigkeit und damit zu einer
Ausrichtung der dispergierten Objekte in der Stromung — und
in manchen Fillen sogar zu einer morphologischen Umord-
nung der selbstorganisierten Strukturen — fithren.”” In diesen
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Fillen sollte zwischen dem Abtupfen und dem Verglasen eine
Wartezeit (Sekunden bis Minuten) eingeschoben werden, in
der sich der Film beruhigen und die urspriingliche Organi-
sation wiederherstellen kann.

Das eigentliche Verglasen des diinnen Films erfolgt, in-
dem er mit einer Geschwindigkeit von typischerweise 1.5-
2ms! in ein Kiihimedium mit guten Wirmeaustausch-
eigenschaften geschossen wird, beispielsweise fliissiges
Ethan.” Wenn bei wissrigen Proben die Abkiihlgeschwin-
digkeit zu gering ist, bildet sich hexagonales Eis (Abbildun-
gen 4a und 5a), das die Interpretation der aufgenommenen

Abbildung 4. Kryo-TEM-Aufnahmen und Diffraktogramme von a) hexa-
gonalem Eis, b) kubischem Eis und c) glasférmigem Eis und Polysty-
rolkiigelchen (aus Lit. [16c]).

Bilder erschwert. Nach dem Verglasen sollte die Probe bei
unter 133 K gehalten werden, um die Entglasung des Films
und die Umwandlung in kubisches Eis (Abbildungen 4b und
5b), das fiir eingebettete kontrastreiche Probenobjekte ge-
halten werden konnte, zu verhindern. Durch schnelles Ab-
kiithlen von fliissigem Wasser oder langsames Abscheiden von
Wasserdampf auf einer kalten Oberflache entsteht amorphes/
glasartiges Eis (Abbildungen 4c¢ und 5¢,d).

Ein weiterer wichtiger Punkt nach der Verglasung ist das
Schiitzen der Probe bei der Uberfithrung von der Vorberei-
tungskammer zum Kryo-TEM-Probenhalter und anschlie-
Bend in das Mikroskop. Bei diesen Schritten kann sich Wasser
aus der Raumluft auf dem Tragerfilm als Partikel abscheiden,
im Allgemeinen als hexagonales Eis (Abbildung 5c¢,d). Auch
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Abbildung 5. Kryo-TEM-Aufnahmen von a) einem Polymeraggregat in
hexagonalem Eis; b) Lipidvesikeln in kubischem Eis; c) einem Poly-
meraggregat (Mitte) in glasartigem Eis mit Eispartikeln; d) einem he-
xagonalen Eiskristall auf glasartigem Eis; e-h) Eiskontamination als
Folge eines hohen Partialdrucks von Wasserdampf in der Mikroskop-
siule, vor Bestrahlung (e) und nach Bestrahlung (f-h). f) Die gestri-
chelte Linie zeigt den Rand des bestrahlten Bereichs. g) Lipidvesikel
mit kreisférmiger Aushohlung als Folge von Strahlenschidigung.

h) Abbildung mit niedriger Auflésung; der bestrahlte Bereich erscheint
als helle Scheibe. Die kleinen, dunklen Flecke sind Goldpartikel, die fiir
die Elektronentomographie verwendet werden. Schwarze Mafstabsbal-
ken entsprechen 100 nm, weifle 500 nm.

dies kann die Interpretation der Aufnahmen erschweren.
Ahnlich kann sich eine porése Schicht von glasartigem Eis auf
der kalten Probe abscheiden, wenn der Wasserdampf-Parti-
aldruck im Hochvakuum der Mikroskopsdule zu hoch ist
(Abbildung 5¢). Diese Schicht kann durch vorsichtige Be-
strahlung mit einem Elektronenstrahl geringer Intensitét
nachgewiesen und entfernt werden (Abbildung Se-h); dabei
ist darauf zu achten, dass die Integritdt der darunter liegenden
Probe nicht beschédigt wird.
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3. Niederdosis-TEM und Kryo-TEM

Eine der wichtigsten Ursachen von Artefakten in TEM-
Aufnahmen und manchmal Fehlinterpretationen davon ist
die Strahlenschéddigung durch Elektronenstrahlen. Alle or-
ganischen Proben, und bei hoher Auflosung auch die meisten
anorganischen Proben, werden durch den Aufprall der
hochenergetischen Elektronen des fokussierten Elektronen-
strahls zersetzt. Die damit einhergehende Ausbreitung von
Energie bewirkt chemische Reaktionen und Umordnungs-
vorginge, die zum Verlust von Strukturdetails wihrend der
Datenaufnahme fiihren. Bei organischen Materialien kann
dies auch zur Schrumpfung und sogar zur Entstehung kreis-
formiger Hohlrdume fithren (Abbildung 5g), die leicht und
héufig als Innenrdume von ,,Vesikelstrukturen“ fehlinter-
pretiert werden. Eine messbare Grofle dieser zerstorenden
Strahl-Probe-Wechselwirkungen ist das Verwaschen und
Verschwinden von Beugungsreflexen in Abhingigkeit von
der Dosis.**

Die schédigende Wirkung von Elektronenstrahlen kann
durch Absenken der Probentemperatur verringert werden,
beispielsweise um einen Faktor von 3-6 zwischen Raum-
temperatur und der Temperatur fliissigen Stickstoffs.”
Dennoch sind auch bei Kryo-TEM-Proben sowohl die ein-
gebetteten Nanostrukturen als auch die glasartige Matrix
(besonders bei organischen Losungsmitteln) empfindlich ge-
gen FElektronenstrahl-induzierte Verdnderungen. Die Emp-
findlichkeit héngt von der Zusammensetzung der Probe und
auch von der Abkiihlgeschwindigkeit bei der Probenvergla-
sung ab.”] Aus diesem Grund sollten Niederdosis-Verfahren
angewendet werden, bei denen fiir jede Aufnahme eine ,,si-
chere®, vorbestimmte Anzahl von Elektronen pro Quadrat-
nanometer verwendet wird. Auf diese Weise konnen die be-
notigten Informationen erhalten werden, bevor die Probe
geschadigt wird.

4. Bildkontrast bei der (Kryo-)TEM

Bei der TEM tragen zwei Kontrastmechanismen zur
Bildentstehung bei, Amplitudenkontrast und Phasenkontrast.
Amplitudenkontrast (d.h. Dichte- und Ordnungszahl-ab-
hingiger Streu-/Absorptionskontrast) entsteht dadurch, dass
manche Bereiche der Probe Elektronen wirkungsvoller
streuen als andere, sodass im entsprechenden Bereich der
Abbildung weniger Elektronen nachgewiesen werden.”
Phasenkontrast entsteht durch kohidrente Interferenz der
gestreuten und ungestreuten Elektronenwelle. Durch Defo-
kussieren der Abbildung wird die Phasenkontrast-Transfer-
funktion (CTF) eingestellt, um ein gegebenes Strukturdetail
der Probe zu verstirken oder abzuschwichen (Abbil-
dung 6a).”! Abbildung 6 zeigt auch, wie sich die Sichtbarkeit
und das Raumfrequenzspektrum von kolloidalen Gold- und
Siliciumoxidteilchen auf einem Kohlenstofffilm verdndern,
wenn die Fokuseinstellungen variiert werden. Gewdohnlich
werden Bilder mit einem unterhalb der Probenebene fokus-
sierten Elektronenstrahl aufgenommen (negative Fokuswer-
te), um Kontrastumkehr zu vermeiden (helle Probe auf
dunklem Tréiger, wie in Abbildung 6b). Die direkt interpre-
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Abbildung 6. a) CTF (des cryoTITAN-Mikroskops an der TU Eindhoven), berechnet fiir Defokuswerte von +2 pum (rot), —150 nm (lila), —1 um
(grtin) und —3 um (blau). Die roten, griinen und blauen Kurven sind der besseren Ubersichtlichkeit wegen bei 1 nm™' abgeschnitten. b—e) TEM-
Aufnahmen und f—i) Raumfrequenzspektren von kolloidalen 10-nm-Goldpartikeln und 5-nm-Siliciumoxidpartikeln auf einem Kohlenstoff-Trigerfilm
mit Defokuswerten von +2 pm (b,f), =150 nm (c,g), —1 um (d,h) und —3 pm (e,f). Die Mastabsbalken entsprechen 10 nm. Die Siliciumoxid-

partikel bildeten beim Trocknen auf dem Triger Agglomerate.

tierbare Auflosung in einer elektronenmikroskopischen
Aufnahme entspricht dem ersten Nulldurchgang der CTF und
nimmt mit zunehmendem Defokuswert ab, wie am besten
durch die Verschiebung zu tieferen Raumfrequenzen zu se-
hen ist (Pfeile in Abbildung 6a). Bei organischen Proben, d. h.
Proben, die hauptsdchlich aus Elementen mit niedrigen
Ordnungszahlen bestehen, ist der Beitrag des Amplituden-
kontrasts (der mit der Dichte und der Ordnungszahl in Be-
ziehung steht) so klein, dass die Bildentstehung bis zu Ab-
messungen von mehreren zehn Nanometern ausschlieBlich
auf Phasenkontrast beruht.”® Es ist daher iiblich, bei der
Kryo-TEM fiir einen besseren Kontrast eine schlechtere
Auflosung in Kauf zu nehmen und groSe Defokuseinstellun-
gen zu verwenden. Der Bildkontrast kann auch durch Ener-
giefilterung verbessert werden, die das Verschwimmen der
Aufnahme durch inelastisch gestreute Elektronen verringert,
beispielsweise bei dicken oder gekippten Proben wie in To-
mographie (sieche Abschnitt5), aber auch bei (kryogenen)
Niederdosis-Proben.*’!

Im Prinzip sollte der Phasenkontrastmechanismus der
Rontgen- und Neutronenbeugung®? und der Dunkelfeld-
Raster-TEMP! hinsichtlich der Auflosung bei einer gegebe-
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nen Dosis iiberlegen sein; der experimentell beobachtete
Bildkontrast ist allerdings viel geringer, als durch die Physik
der Elektronenstreuung vorausgesagt wird.*

In seltenen Féllen kommt es zu einer beinahe perfekten
Ubereinstimmung der glasartigen Matrix mit den untersuch-
ten Objekten, sodass auch bei extremen Defokuseinstellun-
gen kein Kontrast beobachtet wird. In diesen Fillen konnen
die Objekte durch sorgfiltige Bestrahlung, die zu selektiver
Strahlenschédigung fiihrt, sichtbar gemacht werden (Abbil-
dung 7). Bei wissrigen Proben kann der Kontrast auch
durch Erhohen oder Verringern der Dichte der glasartigen
Matrix moduliert werden, beispielsweise durch Versetzen der
Losung mit Glycerol oder Methanol.”! Trotz der Verinde-
rungen, die Additive bei den untersuchten Proben hervorru-
fen konnen,"! hat sich Kryo-Kontrastierung als Erfolg ver-
sprechend erwiesen, um die Struktur mancher Proben bis in
Nanometerdetails zu konservieren.**! Beim Kryo-Kontras-
tieren wird die Probe in einen glasartigen Film eingebettet,
der ein Kontrastmittel enthilt (beispielsweise Ammonium-
molybdat). Dabei wird der Bildkontrast gegeniiber jenem,
der bei nativen, wéssrigen, kryogenen Praparaten beobachtet
wird, wesentlich verstidrkt, sodass bei der Datenaufnahme
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Abbildung 7. Kryo-TEM-Aufnahmen von fadenartigen Micellen des am-
phiphilen Dreiblock-Copolymers Pluronic 123 in einem Gemisch von
Wasser und Dimethylformamid. a,f) Aufnahmen mit niedriger Aufls-
sung (—40 um Defokuswert) vor (a) und nach der Kontrastierung (f)
durch selektive Strahlenschidigung. b—e) Aufnahmen, die die Kontrast-
verbesserung mit zunehmender Elektronendosis zeigen (Zunahme von
3 e A% pro Bild bei —5 um Defokuswert). WeiRe MafRstabsbalken ent-
sprechen 500 nm, schwarze 100 nm.P"!

niedrigere Defokuseinstellungen verwendet werden konnen;
auch die Stabilitdt der kryogenen Probe im Strahl wird dabei
deutlich verbessert.*!

5. Dreidimensionale (Kryo-)TEM

Die durch (Kryo-)TEM erhaltenen Projektionsbilder lie-
fern Informationen iiber die Form und innere Struktur der
untersuchten Nanostrukturen. Dabei ist aber der Uberlap-
pungseffekt in der Projektion zu beachten, dhnlich dem
Schattenspiel einer Hand an der Wand. Durch Kombinieren
mehrerer Projektionen aus unterschiedlichen Richtungen
kann die TEM-Abbildung in die dritte Dimension erweitert
werden.”! Gegenwirtig stehen dafiir zwei Methoden zur
Verfiigung; die passende Methode wird nach dem Grad der
sstrukturellen Einzigartigkeit“ der Probe ausgewihlt.”>!
Beide Methoden werden zur Analyse selbstorganisierter
Strukturen in kryogenen Proben verwendet. Wenn viele
strukturell identische Objekte vorhanden sind, konnen In-
formationen aus vielen ,, Kopien“ in vielen Orientierungen
durch geeignete Mittelungsmethoden (die als ,,Einzelparti-
kel“-Methode bezeichnet werden) zu einer einzigen, dreidi-
mensionalen (3D-)Rekonstruktion kombiniert werden. Be-
kannte Beispiele sind die 3D-Abbildung von gestapelten
Doppelschichthelices aus amphiphilen Molekiilen und von
strukturell unflexiblen Micellen.® Bei einer aktuellen Un-
tersuchung der micellenartigen Anordnung von amphiphilen
[3:3]-Hexakisaddukten von C4 konnte durch eine Einzel-
partikel-Methode die innere Organisation von nur 5nm
gro3en Molekiilaggregaten aufgelost werden, den kleinsten
unflexiblen Micellen, die bisher nachgewiesen wurden.?*

Fiir pleomorphe (einzigartige) Strukturen, wie sie in
synthetischen Proben im Allgemeinen vorliegen, ist die
Elektronen(kryo)tomographie (ET) die Methode der
Wahl.®>%" Bei der (Kryo-)ET werden von einem einzelnen
Objekt viele 2D-Projektionen aus verschiedenen Winkeln

www.angewandte.de

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

N. A. ). M. Sommerdijk et al.

aufgenommen und zu einem 3D-Bild kombiniert. Unsere
Arbeitsgruppe!*®! und auch andere™) fiihrten kiirzlich die
Verwendung der Kryo-ET an synthetischen, hydratisierten
Proben ein, um die 3D-Organisation selbstorganisierter
Strukturen mit Nanometerdetails aufzukldren. Bei diesen
Untersuchungen wird ein gegebener Probenbereich aus vie-
len verschiedenen Kippwinkeln abgebildet, sodass die Ver-
wendung von Niederdosis-Methoden zur Vermeidung von
Strahlenschidden besonders wichtig ist. Wegen der niedrigen
Dosis ist bei der Verarbeitung der Kryo-ET-Daten von der
Bildausrichtung bis zur Bildauswertung besondere Sorgfalt
erforderlich. In Abbildung 8 ist eine Reihe von 3D-Bildern

Abbildung 8. Bikontinuierliches Aggregat eines Doppelkamm-Diblock-
Copolymers auf Peptidbasis, sichtbar gemacht durch drei senkrecht zu
einander stehende Querschnitte von Rekonstruktionen durch: a) ge-
wichtete Riickprojektion;*®! b) gewichtete Riickprojektion und Rausch-
unterdriickung;* ¢) das algebraische Rekonstruktionsverfahren
(ART)¥9 mit drei Iterationen; d) das sequenzielle iterative Rekonstruk-
tionsverfahren (SIRT)¥'¥ mit 20 Iterationen (Daten aus Lit. [4]).

gezeigt, die fiir die gleiche Probe durch verschiedene Re-
konstruktions- und Rauschunterdriickungsalgorithmen er-
halten wurden. Géngig ist momentan die Rekonstruktion
durch gewichtete Riickprojektion, gefolgt von Rauschunter-
driickung,*! allerdings gewinnen auch iterative*! und dis-
kretel*! Ansiitze an Bedeutung,

6. Schlussfolgerungen und Ausblick

Die aktuellen Fortschritte bei der TEM-Methodik und
-Instrumentierung und — was vielleicht noch wichtiger ist — die
Verbreitung und gute Annahme dieses Verfahrens in ver-
schiedenen Wissenschaftsbereichen haben vielfiltige Analy-
semoglichkeiten fiir selbstorganisierte Nanostrukturen eroff-
net. Die Verwendung dieser Analysetechnik hat unser Ver-
standnis der physikalischen und chemischen Kontrolle der
Organisation von Materie iiber mehrere Groflenordnungen
der Lingenskala wesentlich vertieft.>*” Ein aktuelles und
sehr schones Beispiel ™ zeigt, wie weit sich die TEM in den
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letzten Jahren entwickelt hat: Durch aberrationskorrigierte
TEMM™ mit eine Beschleunigungsspannung von nur 80 kV
wurden atomare Abbildungen von Metallatom-induzierter
Koaleszenz von Fullerenen und von Rissen in Nanorohren
erhalten (Abbildung 9).**! Diese und verwandte Entwick-

a)

1 nm

Abbildung 9. a) Modell eines im Inneren eines Cg,-Fullerens einge-
schlossenen Dysprosiumatoms. b) Modell von Fullerenen, aufgereiht
in einer Kohlenstoff-Nanorshre. c) Aberrationskorrigierte TEM-Aufnah-
me von Dysprosiumatomen im Inneren von Cg,-Kifigen, die sich ihrer-
seits im Inneren einer Nanordhre befinden (aus Lit. [43]).

lungen bringen uns immer ndher an die Charakterisierung
chemischer Stoffe und Reaktionen allein dadurch, dass man
,,nachsieht, wo sich die Atome befinden*.[*’!

Fiir die Analyse von Nanostrukturen in Losungen, ins-
besondere von selbstorganisierten Systemen, gewinnt die
Kryo-TEM immer mehr an Bedeutung.'"'®! Wihrend sich
die Elektronenkryotomographie (Kryo-ET, auch als 3D-
Kryo-TEM bezeichnet) aktuell zu einem wichtigen Verfahren
in den Biowissenschaften entwickelt,*”! ist ihre Anwendung
bei der Untersuchung nichtbiologischer Materialien weitaus
weniger fortgeschritten. AuBler Kryo-ET-Untersuchungen
synthetischer, hydratisierter Proben" ist unserer Arbeits-
gruppe kiirzlich auch die zeitaufgeloste Kryo-TEM-Analyse
von Selbstorganisation und von biomimetischen Mineralisie-
rungsvorgingen gelungen.”***! Bei diesem Ansatz wurde
durch Tauchgefrieren der Proben zu verschiedenen Zeit-
punkten eine detaillierte Analyse aller Stufen des unter-
suchten Vorgangs erhalten, sowohl durch 2D- und 3D-Ab-
bildung als auch durch Beugungsmethoden.

Wir mochten betonen, dass die Qualitdt der TEM-Auf-
nahmen zwar von der verfiigbaren Ausriistung abhéngen
kann - viel starker aber von der Probenvorbereitung und den
Aufnahmebedingungen. Insbesondere hingt die Zuverlés-
sigkeit der aus den Experimenten gezogenen Schlussfolge-
rungen von der sorgfiltigen Interpretation der Daten ab.
Komplizierte Probenvorbereitung und fortgeschrittene Ab-
bildungsverfahren miissen nicht unbedingt erforderlich sein,
wenn sicher gestellt werden kann, dass die beobachteten
Merkmale tatsichlich das Resultat der Chemie in Losung sind
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und nicht des Verfahrens, das zum Erzeugen der Abbildungen
verwendet wurde.

Der groBte Vorzug der TEM ist wohl jedoch ihr Vermo-
gen, detaillierte Informationen iiber einzelne Spezies inner-
halb einer Population zu liefern. Zugleich bedingt dies aber
auch ihre groBte Schwiche: Die TEM kann Forscher zu
Schliissen auf der Grundlage von Beobachtungen an einer
beschriankten Anzahl von Objekten verleiten. Die Schluss-
folgerungen sollten daher idealerweise durch Informationen
aus der Gesamtpopulation ergidnzt werden, die durch kol-
lektive Ansdtze wie Streu- und spektroskopische Methoden
erhalten wurden.*” In jedem Fall fiihren die aktuellen Ent-
wicklungen auf dem TEM-Gebiet zu hohen Erwartungen,
besonders da nun 2D- und 3D-Kryo-TEM-Methoden mit
Methoden wie der Rastertransmissions-Elektronenmikro-
skopie (STEM), Elektronenenergieverlust-Spektroskopie
(EELS) und energiedispersiven Rontgenspektroskopie
(EDX) kombiniert werden konnen. Damit konnen Ansitze,
die aus dem biologischen Gebiet stammen, wirkungsvoll mit
solchen aus den Materialwissenschaften kombiniert wer-
den.P

Wir danken P. H. H. Bomans fiir seine Unterstiitzung bei der
Durchfithrung der Kryo-TEM. Die beschriebenen For-
schungsarbeiten werden vom Dutch Polymer Institute (DPI)
(Fordernummer 688) unterstiitzt.
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