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Mikroskopie mit Doughnut-Moden Chemie

Lasermoden mit ringformigem Strahlprofil, die zumeist als  Aus dem Inhalt

Doughnut-Moden (DMs) bezeichnet werden, finden An-

wendung in unterschiedlichen Forschungsbereichen wie den ™ Einleitung 3385
Bl'O- und Z\/.Iaterlalwzssenschafte'n oder der Elnzelmolekii.l- 2. Erzeugung von Doughnut-Moden und ihre
mikroskopie und -spektroskopie. Der Hauptgrund fiir die optischen Eigenschaften 5386
wachsende Bedeutung der DMs liegt darin, dass in letzter
Zeit die Techniken zur Herstellung dieser Moden mit hoher 3 ‘E/)e’ be;se’ ”’5 ‘Ze" "_Pt’:I‘heL"_ '2”ﬂ‘_’;”"i mit 539
Prizision verfeinert oder wiederentdeckt wurden. Obwohl oughnut-Moden in der Lichtmikroskopie
ihr Potential bisher noch nicht vollkommen ausgeschopft 4 Mikroskopietechniken zur Bestimmung der
wird, ermoglichen die speziellen Polarisationseigenschaften Orienierung einzelner Molekiile 5392
der DMs eine Vielzahl von Anwendungen. So tragen sie
dazu bei, unser grundlegendes Verstindnis der optischen 5 Doughnut-Moden und einzelne Metallna-
. . . . . nopartikel 5395
Eigenschaften einzelner emittierender Spezies wie Mole-
kiile, Nanopartikel oder Quantenpunkte zu vervollstindi- 6. Doughnut-Moden und SiO,-Nanopartikel ~ 5396
gen und erlauben Einblick in die dreidimensionale Dipol-
oder Partikelorientierung im Raum. Durch ihre vollstindig 7 Mikroresonatoren 5397
v.erscf.tw.zndende Intensitat im .Zentr'um des Fo.kus efgnen 8. Optische Fallen und Pinzetten 5398
sich einige DMs auch fiir die stimulierte Emissionsloschung
in der Fluoreszenzmikroskopie. Aus demselben Grund hat 9. Nahfeldmikroskopie 5399
man sie auch fiir die Verwendung in optischen Fallen und
Pinzetten vorgeschlagen. 10. Oberflichenplasmonenresonanzabbildung 5400
11. Nichtlineare optische Mikroskopie 5400
12. Mikromechanische Anwendungen 5401
1. Einleitung
13. Zusammenfassung und Ausblick 5402

Die Einzelmolekiilmikroskopie und -spektroskopie ist zu
einer wichtigen Sdule der Forschung in vielen Bereichen der
Wissenschaft geworden. Zusammen mit anderen innovativen
Techniken zur Detektion einzelner Nanopartikel, Quanten-
punkte oder Zellkompartimente oder zur Untersuchung ihrer
gegenseitigen Wechselwirkungen bildet sie die Grundlage
eines weiten interdisziplindren Forschungsbereichs: der Na-
notechnologie.

Bahnbrechende Techniken wie die stimulierte Emissions-
16schung in der Fluoreszenzmikroskopie (stimulated emission
depletion, STED microscopy),!!! die photoaktivierbare Lo-
kalisationsmikroskopie (PALM), die stochastische optische
Rekonstruktionsmikroskopie (STORM)®? und die optische
Nahfeldmikroskopie (near-field scanning optical microscopy,
NSOM)F! ermoglichen heutzutage, eine optische Auflosung
weit unterhalb der Beugungsgrenze zu erreichen. Diese op-
tischen Ansitze sind notwendige Untersuchungswerkzeuge,
weil sie die hochauflosende 3D-Mikroskopie biologischer
Proben ermoglichen, oder wie im Fall von NSOM die Mog-
lichkeit bieten, neben der hohen Auflosung auch chemische
Strukturinformationen zu erhalten, die mit hochstauflosen-
den nicht-optischen Techniken unzugénglich sind. Beispiels-
weise konnen mit NSOM gleichzeitig hochauflosende Bilder
und die Raman-Spektren einer Probe aufgenommen werden,
was z. B. mit der Kraftmikroskopie (AFM) nicht moglich ist.
Obwohl diese Methoden jetzt und auch in Zukunft duBerst
wichtig und niitzlich sind und bleiben werden, konnen in ei-
nigen Féllen auch mit beugungsbegrenzten Techniken Infor-
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mationen erhalten werden, die unterhalb der Auflosungs-
grenze liegen. Zum Beispiel wurden verschiedene Methoden
entwickelt, um die Dipolorientierung einzelner Molekiile zu
bestimmen. In vielen Fillen beinhaltet dies die Manipulation
oder Bestimmung der Polarisation von Licht. Hauptséchlich
war dabei bisher linear polarisiertes Licht von Interesse. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass komplexere Polarisati-
onsarten, wie radiale und azimutale Polarisation, hiufig
besser geeignet sind.

In diesem Aufsatz konzentrieren wir uns auf eine spezielle
Familie von Lasermoden hoherer Ordnung mit einem typi-
schen ringformigen Intensitétsprofil, den sogenannten Dou-
ghnut-Moden (DMs) mit z.B. linearer, azimutaler oder ra-
dialer Polarisation. In den letzten Jahren wurden DMs un-
terschiedlicher Polarisationseigenschaften sowohl theoretisch
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als auch experimentell eingehend untersucht. Zuerst zeigen
wir, dass viele verschiedene Methoden entwickelt wurden, um
diese Moden in hoher Qualitét herzustellen. Zusitzlich wird
ein kurzer Uberblick iiber ihre physikalischen und optischen
Eigenschaften gegeben, wobei besonderer Wert auf ihre FEi-
genschaften beim scharfen Fokussieren gelegt wird.
Zweitens beschreiben wir, wie die Feldverteilung von
DMs genutzt wurde, um die GroBe sowohl eines beugungs-
begrenzten Punkts in der konventionellen Mikroskopiel® wie
auch die eines nicht beugungsbegrenzten Punkts in der
STED-Mikroskopie!"! zu verkleinern. AnschlieBend stellen
wir die Kombination von DMs und konfokaler Mikroskopie
als leistungsstarke und vielseitige Technik fiir die Einzelmo-
lekiilmikroskopie und -spektroskopie vor. Neben einer au-
Berordentlichen Prizision bietet dies auch Zugang zu ergén-
zenden Informationen, so kann etwa die molekulare Orien-
tierung!® bestimmt oder die Tautomerisierung einzelner
Molekiile!” verfolgt werden. Um die Moglichkeiten, die DMs
bei der Bildgebung in der konfokalen Mikroskopie bieten,
weiter zu verdeutlichen, geben wir zum Vergleich einen
Uberblick iiber andere Mikroskopiemethoden, die es erlau-
ben, die Orientierung einzelner Molekiile zu bestimmen, wie
z.B. die defokussierte Abbildung,® die polarisationsemp-
findliche Mikroskopie! und die annulare Beleuchtung."”!
Wir fithren unsere Untersuchungen der Abbildungsmég-
lichkeiten von DMs weiter und beschiftigen uns mit metal-
lischen Nanopartikeln, wobei wir zeigen, dass nicht nur Ori-
entierungsinformationen zugénglich sind, sondern gleichzei-
tig auch die Partikelform erkannt werden kann.'!! Dariiber
hinaus beschreiben wir die Bedeutung von azimutal und
radial polarisiertem Licht in verschiedenen Bereichen der
Wissenschaft. Beispielsweise haben DMs eine entscheidende
Rolle bei der Charakterisierung einzelner Siliciumnanopar-
tikel’ und in Einzelmolekiilstudien in optischen Mikrore-
sonatoren!"® gespielt. Dariiber hinaus wurden diese Moden
wegen ihrer herausragenden Eigenschaften beim scharfen
Fokussieren auch fiir Experimente mit optischen Fallen und
Pinzetten verwendet.' Wir geben einen Uberblick iiber
jungste erfolgreiche Experimente mit Partikeln, die mit den
herkémmlich verwendeten Gauf3-Strahlen optisch nicht ge-
fangen werden konnten.*13 Auch die Bedeutung der DMs
in anderen Bereichen der Nanotechnologie wie den Materi-
alwissenschaften, der Oberflichenoptik, der Nahfeldoptik,
der Frequenzverdopplung (second harmonic generation,
SHG) und der Zweiphotonenmikroskopie wird angespro-
chen. Beispielsweise erwédhnen wir die Verwendung von
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radial polarisiertem Licht in der spitzenverstiarkten Nahfeld-
mikroskopie (tip-enhanced near-field optical microscopy,
TENOM) und stellen interessante Ergebnisse vor, die durch
die Kombination von radial polarisiertem Licht mit der
Oberflachenplasmonenresonanzabbildung (surface plasmon
resonance, SPR imaging)!'® oder der SHG-Mikroskopie!'”
entstanden sind. SchlieBlich zeigen wir, wie DMs in der In-
dustrie Verwendung finden und z.B. das Schneiden und
Bohren von Metallen mit fokussierten Laserstrahlen verbes-
sern konnen. ¥

Obwohl die Anwendungen von DMs, wie in diesem
Aufsatz gezeigt wird, noch mehr oder weniger gestreut sind,
bieten sie dennoch schon eine Verbindung zwischen den un-
terschiedlichsten Wissenschaftsbereichen, angefangen von
der reinen Optik und theoretischen Optik zu biomedizini-
schen Anwendungen oder dem Schneiden von Metallen. In
den letzten Jahren haben sich die Herstellungstechniken fiir
DMs sehr lebhaft entwickelt. In dhnlicher Weise wird ihre
Einfiihrung in die Mikroskopie sicherlich zu einer regel-
rechten Lawine faszinierender neuer Anwendungen fiihren.
Wir sind zuversichtlich, dass die herausragenden Eigen-
schaften dieser Moden ein vielseitiges Werkzeug bieten, das
ein neues Tor zum Nanokosmos aufsto3en kann.

2. Erzeugung von Doughnut-Moden und ihre
optischen Eigenschaften

2.1. Formale Beschreibung einer Doughnut-Mode

In diesem Abschnitt stellen wir eine einfache theoretische
Beschreibung von Doughnut-Moden (DMs) vor. Haupt-
séchlich wollen wir dabei zeigen, was DMs sind und warum
sie so genannt werden. Wie bereits erwéhnt, wurden DMs von
Wissenschaftlern aus vollig unterschiedlichen Bereichen ver-
wendet, weshalb die Definitionen und Abkiirzungen in der
Literatur oftmals nicht iibereinstimmen. Diese Unterschiede
sind jedoch nur formal, nicht konzeptionell.

Diese Moden und jede Linearkombination von ihnen
kann in einer Laserkavitit oszillieren, weshalb sie auch La-
sermoden hoherer Ordnung (higher order laser modes,
HOLMs) genannt werden konnen.

Da sich HOLMs jedoch auch auflerhalb einer Laserka-
vitdt ausbreiten konnen, werden sie auch Laserstrahlen ge-
nannt. Sie lassen sich auch in Ringform herstellen: mit einem
kreisformigen Intensitédtsprofil und einer zentralen dunklen
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Zone. Daher werden diese Strahlen Doughnut-Moden
(DMs),Pa 121811 Douohnut-Strahlen  (doughnut beams,
DBs),[13+18020 HOLMSs?! oder (zylindrische oder optische)
Vektorstrahlen® genannt. Der Einfachheit halber werden
wir sie im Folgenden als DMs bezeichnen.

DMs sind elektromagnetische Felder und miissen daher,
wie alle elektromagnetischen Felder, die Maxwell-Gleichun-
gen erfiillen. Genauer gesagt muss die rdumliche Beschrei-
bung fiir jedes elektromagnetische Feld, das sich in einem
homogenen Medium ohne den Einfluss einer Feldquelle (wie
elektrischer Ladungen oder Strome) ausbreitet, eine Losung
der Helmholtz-Gleichungen sein:

(g + K2> E(x,y,2) =0
<%+KZ>E(x,y,z) =0 1)

()2
(dz + KZ) E(x,y,z) =0,

wobei E das elektrische Feld und K die Wellenzahl ist.

Die Losung E, der Helmholtz-Gleichung stellt die allge-
meinere rdumliche Feldverteilung, die in einer Laserkavitat
generiert wird, dar:

2442 . KP4V

sy on{ L) o ).
2)
wobei w(z) = wy, /1 +j—f der Strahlquerschnitt,

R(z) = z<1 +§—§) der Strahlradius, 7(z) = arctan;- die Pha-

senkorrektur und E, die Feldamplitude bei z = z, ist.

Diese Losung wird GauB-Mode genannt wegen ihres
Profils oder fundamentale Mode wegen ihrer rdumlichen
Ableitung. Es lassen sich zwei voneinander unabhédngige
Losungsfamilien erhalten, die Hermite-GauB(HG)-Moden

a" o
o doem

B (x,,2) = wy™

mn

Ey(x,y,2) 3)

und die Laguerre-GauB(LG)-Moden E~S:
1mnlzan 0 'am —ikz
B0 =k et (i) [Bleye®) @
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DMs konnen generell als Linearkombination von HG-
oder LG-Moden ausgedriickt werden:
Epu = Efy +

B = Bl &

=

Sie konnen alle konventionellen Polarisationszustédnde
annehmen, z. B. linear, zirkular oder elliptisch, jedoch konnen
sie wegen ihrer Doughnutform auch in komplexeren Polari-
sationszustdnden wie radialer oder azimutaler Polarisation
vorliegen. Die Polarisationsvektoren der radial polarisierten
DM (RPDM) sind wie die Speichen eines Rads angeordnet.
Im Fall der azimutal polarisierten DM (APDM) folgen die
Vektoren dem Rand des Rades (Abbildung 1, rechts). Das
gleichzeitige Auftreten von verschiedenen Ausrichtungen der
Polarisation macht diese DMs besonders attraktiv fiir mi-
kroskopische Anwendungen, wie in diesem Aufsatz gezeigt
werden soll.

2o
1HE 0

Abbildung 1. a) Addition einer radial polarisierten Doughnut-Mode
(RPDM) Egpon = Efe’n, + Egyn, und b) einer azimutal polarisierten
Doughnut-Mode (APDM) Enppy = —EfiCn, + Efin, aus zwei entspre-
chenden Hermite-GauR(HG)-Moden. Die radiale und azimutale Polari-
sationsverteilung ist rechts angegeben.

Die Felder einer RPDM oder APDM (Egppm/Espom)
konnen auch in Form von HG-Moden ausgedriickt werden:

_ pHG HG
Erpom = Eyg'ne + Eg'ny,

—
)
=

Exppom =

HG HG
—Eyn, + Egny,

wobei n,, die Polarisationsvektoren entlang der x- und y-
Achse sind.

Abbildung 1 zeigt die Intensitdtsverteilungen fiir die
RPDM bzw. APDM, die sich aus der Addition der entspre-
chenden HG-Moden erster Ordnung ergeben.

2.2. Erzeugung einer Doughnut-Mode: die Modenumwandlung

Doughnut-Moden werden durch Addition von HG-
Moden erster Ordnung generiert (Abbildung 1). Diese
Moden konnen in einer Laserkavitiit oszillieren, weshalb eine
DM auch direkt in einem Laser erzeugt werden kann.
Besondere Aufmerksamkeit wurde der Erzeugung von
RPDMs und APDMs in der Kavitit geschenkt.'%23424 Ays
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Griinden der experimentellen Flexibilitdt wurden aber auch
verschiedene Methoden entwickelt, um DMs auBerhalb der
Laserkavitdt herzustellen, da in vielen Experimenten DMs
zusammen mit normalen Gauf3-Strahlen verwendet werden.
Das optische Element, mit dem eine DM erzeugt wird, wird
Modenumwandler (mode converter, MC) genannt, da es die
GauB- oder HG-Mode erster Ordnung, die ihn durchléuft, in
eine DM umwandelt. Haufig fithrt der MC nicht nur zu einer
DM, sondern bestimmt auch ihren Polarisationszustand. In
den letzten 20 Jahren wurde eine Vielzahl von MCs entwi-
ckelt.

In Abbildung 2 a-g, sind einige MCs schematisch darge-
stellt. Abbildung 2a, zeigt einen MC, der linear polarisierte
DMs erzeugt. Er besteht einfach aus einer kreisformigen
Strahlblende auf der optischen Achse, die den zentralen Teil
eines kollimierten GaulB3-Strahls ausblendet, bevor er das
Mikroskopobijektiv erreicht.'® Alternativ wurde eine opti-
sche Phasenplatte verwendet, bei der auf die zentrale kreis-
formige Region eines planaren Glassubstrats ein diinner Film
aus MgF, aufgedampft wird.” Diese Schicht verursacht eine
A2-Verzogerung und kehrt das Vorzeichen der Wellenam-
plitude im Vergleich zur umgebenden ringformigen Region
um.

RPDMs und APDMs konnen z. B. auch interferometrisch
erhalten werden (Abbildung 2b). In einem der Arme wird die
Polarisation um 90° gedreht und vor der Rekombination wird
ein geeigneter Phasensprung hinzugefiigt. Auf diese Weise
konnen monochromatische Strahlen von hoher Qualitit her-
gestellt werden, wobei haufig ein Fabri-Perot(FP)-Interfero-
meter zur Modenreinigung verwendet wird. Die Technik
eignet sich sowohl um eine HGy,-Mode®" als auch um zir-
kular®! oder linear®” polarisierte GauB-Moden in eine
RPDM umzuwandeln. Eine APDM kann auch in eine RPDM
umgewandelt werden (oder umgekehrt).!'* Ebenso kann
eine linear polarisierte DM interferometrisch erhalten
werden.”*!

Abbildung 2 ¢ zeigt die Verwendung von Verzégerungs-
platten zur Umwandlung eines Gauf3-Strahls in DMs unter-
schiedlicher Polarisation, z.B. mit radialer oder azimutaler
Polarisation. Es werden verschiedene Arten von Verzoge-
rungsplatten verwendet, die aus mehreren Segmenten beste-
hen. Der einfallende linear polarisierte Strahl durchlduft die
segmentierte Verzogerungsplatte, wodurch die Polarisation
lokal gedreht wird. Die Umstellung zwischen einer RPDM
und einer APDM erfolgt durch Drehen der Verzogerungs-
platte um 90°. Der einfachste dieser MCs besteht aus einem A/
2-Wellenplittchen mit vier Quadranten.”™'® Andere, dhnli-
che Systeme verwenden z.B. segmentierte Wellenpléttchen
aus photonischen Kristallen,” A/2-Plittchen mit acht Seg-
menten® oder spiralartige Verzogerungsplatten.’!! Die
Strahlqualitidt kann durch anschlieBende Verwendung eines
FP-Interferometers oder eines Raumfilters!"'? verbessert
werden. Alle bisher vorgestellten MC sind mehr oder weniger
monochromatisch, d.h. fiir jede Wellenldnge muss eine
andere Verzogerungsplatte verwendet werden.

Um dieses Problem zu umgehen und z. B. mit einem MC
bei mehreren Wellenlédngen zu arbeiten oder eine polychro-
matische DM herzustellen, werden Fliissigkristallzellen (LC)
oder optische Fasern (OF) verwendet. LCMCs konnen auf
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Abbildung 2. Schematische Beschreibung von fiinf Modenumwandlern
(MCs): a) Zur Erzeugung einer linear polarisierten Doughnut-Mode
wird eine Strahlblende verwendet, um den zentralen Teil eines linear
polarisierten Gauf-Strahls auszublenden. Der Strahl wird durch einen
Raumfilter (SF) geleitet, um die Strahlqualitat zu erhéhen. Der SF be-
steht aus einer Lochblende (PH) zwischen zwei Linsen (L). b) Inter-
ferometrischer Aufbau zur Erzeugung einer RPDM. Ein linear polari-
sierter Gauf3-Strahl wird von einem Strahlteiler (BS) gleichmiRig auf
die beiden Arme eines Interferometers geteilt. In jedem Arm wird der
GauR-Strahl in eine HG-Mode erster Ordnung umgewandelt, indem er
eine Phasenplatte (PP) durchliuft. In einem der beiden Arme durch-
lguft der Strahl ein Halbwellenplittchen (WP), um die Polarisation um
90° zu drehen. SchlieRlich werden die Strahlen durch einen zweiten BS
rekombiniert, und es ergibt sich eine RPDM. c) Ein Halbwellenplatt-
chen (WP) mit vier geeignet ausgerichteten Quadranten kann einen
GauR-Strahl in eine RPDM umwandeln. Durch Drehen des WP um 90°
kann eine APDM erzeugt werden (hier nicht gezeigt). d) Eine Flussig-
kristallplatte (LCP) nutzt den ,twisted nematic effect” aus, um einen
linear polarisierten Gauf3-Strahl entweder in eine RPDM oder eine
APDM umzuwandeln. Die schwarzen Linien geben die Orientierung
der LC-Doménen an. e) Herstellung einer RPDM/APDM (iber eine op-
tische Multimode-Faser (OF). Ein linear polarisierter Gauf3-Strahl wird
in eine HG-Mode erster Ordnung umgewandelt und mit einer Linse
(L) in die OF fokussiert. Der Polarisationskonverter (PolC), ein Ele-
ment, das die OF verdreht und driickt, generiert am Ende der OF ent-
weder eine RPDM oder eine APDM. Der resultierende Strahl wird von
einer Linse kollimiert. Es gilt zu beachten, dass die OF mehr als eine
RPDM/APDM gleichzeitig bei mehreren Wellenlingen erzeugen kann.

verschiedene Wellenldngen eingestellt werden. Ein LCMC
kann aus einer zweilagigen LC-Zelle bestehen. In einer Lage
sind die LC-Molekiile alle in einer vorgegebenen Richtung
orientiert, wiahrend die Molekiile in der zweiten Lage in
verschiedenen Sektoren unterschiedliche Orientierungen

Angew. Chem. 2011, 123, 5384 —5405


http://www.angewandte.de

Mikroskopie mit Doughnut-Moden

haben, die alle zusammen einen Ring ergeben.” Eine sche-
matische Darstellung eines LCMC zeigt Abbildung 2d. Ein
LCMC nutzt den ,twisted nematic effect in Kombination
mit dem A/2-Wellenplatteneffekt in LC-Bauteilen aus, die
rdumlich variable Anpassungsschichten haben. Der LCMC
kann als rdumlicher Lichtmodulator (spatial light modulator,
SLM) angesehen werden. Es ist wichtig zu erwihnen, dass
diese Art von MCs, und generell SLMs, kommerziell erhélt-
lich sind. LC-Elemente wurden auch verwendet, um holo-
grammbasierte MCsP*! herzustellen, wobei eine vorher be-
kannte Technik weiterentwickelt wurde, die es erlaubt,
komplexe Felder unterschiedlicher Geometrien zu produ-
zieren.”!

Potentiell interessanter zur Herstellung von wellenldn-
genunabhingigen oder polychromatischen DMs in einem
kommerziellen Mikroskop sind MCs, die auf Multimode-
Fasern basieren.??>?:3! I einer solchen Faser kann sich eine
ganze Reihe unterschiedlich polarisierter Moden frei aus-
breiten. Die MC-Strategie kann in zwei Stufen zusammen-
gefasst werden. Im ersten Schritt wird die Zahl der sich in der
Faser fortpflanzenden Moden begrenzt, indem ein passender
Cut-Off gewihlt wird und der Strahl auf entsprechende Weise
in die Faser eingekoppelt wird, z. B. durch Fokussierung des
Strahls nachdem er eine 1/2-Verzogerungsplatte mit zwei
Segmenten durchlaufen hat. Im zweiten Schritt wird die ge-
eignete Mode ausgewdhlt, z.B. durch Verdrehen und Drii-
cken der Faser an einem bestimmten Punkt.”**¢! Eine sche-
matische Darstellung eines solchen MC gibt Abbildung 2e.
Natiirlich ist es nicht moglich, in diesem Aufsatz alle MCs
vorzustellen, die zur Herstellung einer DM entworfen
wurden; sieche dazu z.B. Lit. [37].

2.3. Fokussieren von Doughnut-Moden unterschiedlicher
Polarisation

Die experimentelle Anwendung von DMs in der Mikro-
skopie ist einfach und unkompliziert. Als praktisches Beispiel
dafiir, wie die Erzeugung und Verwendung von DMs kom-
biniert werden kann, zeigt Abbildung 3a ein herkommliches
konfokales Mikroskop. Sowohl der Fluoreszenz- als auch der
Reflexionsstrahlengang sind schematisch dargestellt. Die MC
ist dabei das einzige Element, das benotigt wird, um DMs in
ein normales konfokales Mikroskop einzukoppeln. Mehrere
MCs erfordern nur wenig Platz, insbesondere, wenn sie auf
Flussigkristallen oder auf Verzogerungsplatten mit mehreren
Bereichen basieren. Die Anwendung von DMs erfordert
jedoch auch Kenntnis ihrer optischen Eigenschaften im Fokus
einer Linse mit hoher numerischer Apertur (NA). Die elek-
tromagnetischen Felder, die beim Fokussieren von DMs mit
Linsen hoher NA erhalten werden, wurden sowohl theore-
tisch als auch experimentell (z.B. Lit. [5a,22a,23c,38]) un-
tersucht. Daraus resultiert eine Reihe experimenteller und
theoretischer Studien, die sich gegenseitig zu immer ausge-
feilteren theoretischen™* und ausgekliigelteren experi-
mentellen®“ Arbeiten inspirieren.

Der allgemeine Ansatz zur Berechnung der Feldvertei-
lung in der Néhe des fokalen Punktes eines kollimierten
Strahls, der von einer aplanatischen Linse fokussiert wird, ist
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Abbildung 3. a) Schematische Darstellung eines konfokalen Mikroskops: Das
Licht eines Lasers durchlduft einen Modenumwandler (MC) und einen
Raumfilter (SF) und wird auf die Probe fokussiert. Das vollstindige Signal,
das von der Probe kommt, wird von derselben Optik gesammelt und durch
einen Strahlteiler (BS) in den Detektionsstrahlengang gefiihrt. Durch Kombi-
nation eines BS mit geeigneten Filtern kann das elastisch gestreute Licht
(griiner Strahl) vom Fluoreszenz-/Lumineszenz- und nicht-elastisch gestreu-
ten Licht (roter Strahl) getrennt werden. Schlielich kann das Signal der
Probe in Form von Spektren oder optischen Bildern durch jegliche Detektor-
kombination von CCD-Kamera, Avalanche-Photodiode (APD) und Photonen-
detektor (PMT) aufgenommen werden. b,d) XY-Projektion der berechneten
fokalen Intensititsverteilung einer RPDM bzw. einer APDM. Die Bildgréfe ist
jeweils 2x2 um?. c,e) ZX-Projektion der berechneten fokalen Intensititsvertei-
lung einer RPDM bzw. einer APDM. Die BildgroRe ist jeweils 4.5x2 pm?.

f) Normalisierte Querschnitte der Intensitétsverteilung einer RPDM mit der
Gesamtintensitit (schwarze durchgezogene Linie), der longitudinal polari-
sierten Komponente (rote gestrichelte Linie) und der transversal polarisierten
Komponente (blaue gepunktete Linie). Alle in dieser Abbildung gezeigten Si-
mulationen wurden fiir NA=1.4 berechnet.
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in Lit. [41] beschrieben. Richards und Wolf gingen von der
allgemeinen Annahme aus,*? dass die elektrische (und
ebenso die magnetische) Feldverteilung eines kollimierten
Strahls, der von einer allgemeinen aplanatischen Linse fo-
kussiert wird, als gewichtete Integralsumme ebener Wellen
beschrieben werden kann, die unter einem gegebenen Winkel
aus auf den Fokus zulaufen.

Eine genaue Beschreibung dieser Berechnungen geht
tiber das Ziel dieses Aufsatzes hinaus und ist z.B. in
Lit. [41,42] zu finden. Der spezielle Fall der Fokussierung von
DMs durch ein Objektiv mit hoher NA kann ebenso in der
Literatur gefunden werden.®"* 41 Die quantitativen Er-
gebnisse, die wir hier zur Fokussierung von RPDMs und
APDMs vorstellen, wurden durch kritische Auseinanderset-
zung mit der Theorie nach Lit. [19a] erhalten.

Die berechneten Intensitédtsprofile einer RPDM und einer
APDM nach Fokussierung mit einem Objektiv hoher NA
(NA =1.4) sind in Abbildung 3b-e gezeigt. Bei der Fokus-
sierung einer RPDM mit einer Linse hoher NA &dndert sich
die Intensitétsverteilung in der Fokusebene, wobei die klas-
sische doughnutformige Intensitétsverteilung (siche Abbil-
dung 1a) zu einer ,,GauB3-artigen* wird, wie in Abbildung 3b
dargestellt. Dieses Profil ist schirfer als das eines konven-
tionellen GauB-Strahls, wodurch eine kleine Verbesserung
der optischen Auflosung erreicht wird (siehe Abbildung 3 f
und Abschnitt 3).°**l Dieser Forminderung liegt eine Auf-
spaltung in zwei Polarisationskomponenten zugrunde. Die
erste Komponente ist entlang der optischen Achse polarisiert
(longitudinale Komponente), wihrend die zweite in der
Bildebene polarisiert ist (laterale Komponente). Die relative
Intensitdt der beiden Komponenten zueinander héngt stark
von der NA der fokussierenden Linse ab, wobei gilt, je grofler
die NA, desto stirker ist die longitudinale Komponente. Ein
weiterer Parameter ist die Gré8e der zentralen dunklen Zone
der DM vor der Fokussierung, die z.B. durch eine kreisfor-
mige Strahlblende beeinflusst werden kann.

Die Kombination einer gro3en zentralen dunklen Zone
mit einer hohen NA fiihrt zu besonders starken longitudinal
polarisierten Feldern, weshalb die RPDM fiir Anwendungen
wie die aperturlose Nahfeldmikroskopie besonders geeignet
ist, wo ein starkes Anregungsfeld parallel zur optischen Achse
benotigt wird. Bei einer hohen NA wird die laterale Kom-
ponente einer RPDM von der longitudinalen zwar dominiert,
aber nicht vollstdandig unterdriickt, weshalb eine RPDM auch
zur Untersuchung von 3D-Strukturen im Lichtmikroskop
eingesetzt werden kann.

Die APDM erscheint weniger flexibel in ihrer Form zu
sein, und ihre Feldverteilung dndert sich beim Fokussieren
nicht dramatisch. IThr Feld bleibt parallel zur Fokusebene, und
das Intensitétsprofil behilt die Ringform stets bei, unabhéin-
gig von der NA der Linse oder der Grof3e der zentralen
dunklen Zone des kollimierten Strahls. Eine APDM eignet
sich auch nicht so gut wie eine RPDM zur Abbildung von 3D-
Strukturen, weil ihr eine longitudinale Komponente fehlt. Sie
ist aber hervorragend dazu geeignet, Vorgidnge an speziellen
planaren Grenzflachen, wie z.B. zwischen zwei Dielektrika,
zu untersuchen.™!
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3. Verbesserung der optischen Auflosung mit
Doughnut-Moden in der Lichtmikroskopie

Die Lichtmikroskopie und -spektroskopie ist ein einzig-
artiges Werkzeug, um die physikalischen, chemischen und
biologischen Eigenschaften einer Probe zu untersuchen.
Dariiber hinaus ist es eine der am wenigsten invasiven Ab-
bildungsmethoden und die einzige, die fiir die Abbildung le-
bender Zellen geeignet ist. Trotz all dieser Vorteile bietet die
Lichtmikroskopie jedoch ein geringeres Auflosungsvermégen
als z.B. die Kraftmikroskopie (AFM) oder die Elektronen-
mikroskopie (EM). Daher wurden verschiedene Ansitze
entwickelt, um die optische Auflosung der Lichtmikroskopie
mithilfe von DMs zu verbessern.

In der Lichtmikroskopie wird die optische Auflosung
teilweise durch die GroéBe des Anregungsstrahls im Fokus
bestimmt, d.h. seine Punktbildfunktion (point spread func-
tion, PSF). Der wichtige Einfluss des Detektionssystems auf
die Auflosung wiirde den Rahmen dieses Aufsatzes iiber-
steigen und wird darum hier vernachléssigt. Die GroBe o,
des fokalen Punkts, der fiir einen GauB3-Strahl mit einer Linse
hoher NA erhalten wird, ist beugungsbegrenzt und kann
durch das Gesetz von Abbe beschrieben werden:

A 2nl

A S 7
INA O T Na @

0,,90,
wobei A die Wellenldnge des Anregungsstrahls, NA die nu-
merische Apertur der fokussierenden Linse und n der Bre-
chungsindex des umgebenden Mediums ist. 6,,. sind pro-
portional zu den Halbwertsbreiten (full widths at half maxi-
mum, FWHMs) der Intensitétsprofile des Strahls entlang der
lateralen und longitudinalen Richtung, die ein direktes Maf}
fir die optische Auflosung sind. Fiir Anwendungen mit 3D-
Bildstapeln ist die longitudinale Auflosung O, besonders
wichtig. Fiir die meisten hier diskutierten Anwendungen ist
jedoch hauptséchlich die laterale Auflésung d,,, von Interesse.
Um einen Vergleich unabhéngig von der Wellenlédnge zu er-
moglichen, kann alternativ auch die Fliche des fokalen
Punkts A in Einheiten des willkiirlichen Faktors f der qua-
drierten Wellenlinge A% angegeben werden, wie es teilweise in
der hier zitierten Literatur iiblich ist:*

A= 7(FW3M)Z“ =22, (8)

Zum besseren Vergleich geben wir im Folgenden sowohl
den Wert fiir die FWHMs als auch fiir die Flache in Einheiten
von A% an. DMs in verschiedenen Polarisationszustinden
tragen zur Verbesserung der lateralen Auflosung in der
Lichtmikroskopie bei. Linear polarisierte DMs wurden in der
STED-Mikroskopie verwendet. Diese nicht beugungsbe-
grenzte Lichtmikroskopietechnik nutzt die physikalisch-che-
mischen Eigenschaften von Farbstoffen (z.B. fluoreszieren-
den Proteinen), mit denen eine Probe markiert wurde, und
kann nur in der Punktrastermikroskopie (Strahl- oder Pro-
benscanning) eingesetzt werden. Mit STED kann eine Auf-
16sung von etwa 20 nm (8x10™* A* bei 633 nm) sogar fiir
biologische Proben erreicht werden.*!! Das Prinzip der Me-
thode soll hier kurz beschrieben werden, wobei wir fiir wei-
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tere Details auf die Literatur verweisen.**! Zuerst wird ein
GauB-formiger Anregungsstrahl auf die Probe fokussiert, und
alle Farbstoffmolekiile werden in den angeregten Zustand
uberfiihrt. Kurz darauf wird ein zweiter gepulster Strahl, der
STED-Puls, auf denselben Punkt fokussiert. Die Wellenlidnge
dieses zweiten Strahls ist so gewihlt, dass er ein Feld erzeugt,
das genau der Energiedifferenz zwischen einem Schwin-
gungsniveau im angeregten Zustand und einem im Grund-
zustand entspricht. In der Folge kommt es zu stimulierter
Emission, und die Besetzungsdichte im angeregten Zustand
nimmt ab. Im Detektionsstrahlengang wird das Licht, das bei
der Frequenz des STED-Pulses emittiert wird, herausgefil-
tert, sodass nur das Fluoreszenzlicht detektiert wird. Mit an-
deren Worten wird ein nicht-lineares System erzeugt, bei dem
eine kleine Anzahl von Molekiilen in der limitierten (kleinen)
Region des beugungsbegrenzten fokalen Punkts hell (aktiv)
bleibt, wihrend alle anderen dunkel (inaktiv) sind.?

Die Intensitit, die Form,* die Pulsfrequenz und die
Dauer des STED-Pulses sind Parameter, die in Betracht ge-
zogen und angepasst werden miissen. Die Form des STED-
Pulses wird so gewdhlt, dass er mit dem Anregungsstrahl,
abgesehen von einer kleinen Region in seinem Zentrum,
vollstéandig tiberlappt. Hierfiir sind insbesondere linear pola-
risierte DMs geeignet™! und wurden auch tatsichlich als
STED-Puls verwendet, z.B. in Lit. [46].) Eine hohere In-
tensitdt des STED-Pulses fiihrt zu einer effektiveren Ent-
volkerung des angeregten Zustands iiber stimulierte Emission
und verkleinert gleichzeitig die zentrale dunkle Zone der
fokussierten DM. Damit ldsst sich iiber die Intensitdt des
STED-Pulses prinzipiell die Auflosung einstellen, da Fluo-
reszenz nur im zentralen Punkt der DM auftritt, der auf eine
GroBe von wenigen Nanometern reduziert werden kann.
Solange praktische Probleme wie molekulares Photoblei-
chen, das durch die hohe Intensitit des STED-Pulses verur-
sacht werden kann, sowie die Detektionsempfindlichkeit
keine Rolle spielen, ist der Nachweis einzelner Molekiile mit
Nanometergenauigkeit im Prinzip moglich. Um die Beu-
gungsgrenze auch entlang der optischen Achse zu umgehen,
wurde vorgeschlagen, eine zirkular polarisierte DM als
STED-Puls®! zu verwenden oder STED und die 4pi-Mikro-
skopie!”*l zu kombinieren. In einem besonderen Fall wurde
eine mit einem paraboloiden Spiegel fokussierte RPDM als
STED-Puls vorgeschlagen, da so ein scharfer und fast ku-
gelformiger zentraler dunkler Bereich im Fokus generiert
werden kann.*! Auf dhnliche Weise wurden DM in Lit. [50]
angewendet. In diesem Fall regt der STED-Puls zeitweise ein
photoschaltbares Protein in ein nicht-fluoreszierendes Ener-
gieniveau an.”

Fiir Anwendungen in der konventionellen Lichtmikro-
skopie ist radial polarisiertes Licht von besonderem Interesse.
Fir NA>1 ist die longitudinale Komponente einer fokus-
sierten RPDM intensiver als die transversale. Darum spre-
chen wir hier bei >1 von einer hohen NA, unterhalb dieses
Wertes dagegen von einer niedrigen NA, obwohl dies nicht als
generelle Definition missverstanden werden sollte. Das
scharfe Fokussieren einer RPDM mit einem fokussierenden
Element hoher NA erzeugt einen kleineren fokalen Punkt®*
als im Fall von linear polarisiertem Licht® (0.3114? vgl. mit
0.264? oder 400 vgl. mit 360 nm bei 633 nm und NA =1.0).
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Die longitudinale Komponente wird dabei sogar auf eine
noch kleinere Fliche von 0.164% (290 nm bei 633 nm und
NA =1.0) fokussiert, wie sowohl theoretisch als auch expe-
rimentell gezeigt werden konnte.’*® Die grofte Verbesse-
rung in der Auflosung wird mit einer Ringblende in der hin-
teren Fokalebene der Linse erreicht (0.114%210 nm bei
633 nm und NA = 1.0).°*! Verglichen mit der Auflosung, die
bei konventioneller Beleuchtung erreicht werden kann, ent-
sprechen diese Werte einer Verbesserung um einen Faktor 2.
Wird ein Parabolspiegel als fokussierendes Element ver-
wendet (mit einer besonders hohen NA =1 fiir ein an Luft
fokussierendes Element), findet man eine etwas andere
Feldverteilung im Fokus. Es wurde gezeigt, dass der fokale
Punkt 0.13442 (260 nm bei 633 nm) misst.’! Unseres Wissens
nach ist dies der kleinste Fokus, der bisher mit einem an Luft
fokussierenden Element erreicht werden konnte. Ein weite-
rer Vorteil des Parabolspiegels ist, dass nach Berechnungen
die longitudinale Komponente etwa 14-mal stérker ist als die
transversale,'® wihrend fiir ein Objektiv hoher NA lediglich
ein Faktor von 2-3 erreicht wird.">®! Es konnte gezeigt
werden, dass eine kreisférmige symmetrische plasmonische
Linse als fokussierendes Element die Auflsung weiter ver-
bessert.”*<! Obwohl die experimentellen Werte die theore-
tisch vorhergesagte Grenze noch nicht erreicht haben, sind
die Ergebnisse sehr vielversprechend.

Das schirfere Fokussieren von Licht radialer Polarisation
hat in letzter Zeit einige Anwendungen zur Verbesserung der
lateralen Auflésung in verschiedenen Bereichen der Mikro-
skopie gefunden. In der Fluoreszenzmikroskopie mit interner
Totalreflexion (total internal reflection, TIRF microscopy)
spielt nur die longitudinale Komponente des fokussierten
Feldes eine Rolle. Darum sind die kleinere fokale Fliche, die
hohere Feldstarke und die Punktférmigkeit der longitudina-
len Komponente der RPDM von Vorteil, im Vergleich zu der
relativ schwachen und zweifliigeligen z-Komponente eines
linear polarisierten Strahls. Diese Vorteile wurden sowohl in
der Theorie als auch im Experiment fiir die TIRF-Mikro-
skopie untersucht.”! Auch in der kohirenten Anti-Stokes-
Raman-Streuung (coherent anti Stokes Raman scattering,
CARS) wurde eine erhohte laterale Auflésung zusammen mit
einer Sensitivitit fiir unterschiedliche Molekiilorientierungen
festgestellt.”? Daher sollte die Kombination von linearer und
radialer Polarisation ermdglichen, die 3D-Orientierung von
Molekiilen mit CARS vollstindig zu bestimmen.

Wie oben bereits diskutiert, kann die optische Auflosung
mit radial polarisiertem Licht verbessert werden, wenn ein
fokussierendes Element hoher NA verwendet wird. Erstaun-
licherweise haben Tang et al. gezeigt, dass dies auch mit einer
niedrigeren NA von 0.9 méglich ist.” In diesem Fall ist die
PSF der RPDM im Fokus doughnutférmig und sogar grof3er
als die eines Gauf3-Strahls. Folglich wire die optische Auflo-
sung bei konventioneller Detektion sogar geringer. Die Au-
toren fithrten jedoch im Detektionsstrahlengang eine Mo-
denumwandlung zu linearer Polarisation durch, was ihnen die
Verwendung einer sehr viel kleineren Lochblende ermog-
lichte. Damit wurde sowohl die Konfokalitidt des Systems als
auch die laterale Auflosung erhoht, letztere sogar soweit, dass
sie die einer rein linearen Polarisation iibertraf.”!
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Weiter unten stellen wir in diesem Aufsatz einige An-
wendungen von DMs vor, die es ermdglichen, Informationen
zu erhalten, die mit herkommlichen Mikroskopiemethoden
nicht zugénglich sind, weil sie unterhalb der Beugungsgrenze
liegen. Dabei ist es nicht einmal nétig, die klassische Beu-
gungsgrenze zu brechen oder zu verbessern (siche Abschnit-
te 5-7).

4. Mikroskopietechniken zur Bestimmung der
Orienierung einzelner Molekiile

In den letzten Jahrzehnten hat die Einzelmolekiilmikro-
skopie und -spektroskopie eine Vielzahl von Anwendungen
in der (physikalischen) Chemie, Physik und Biologie gefun-
den. Eine wichtige Rolle spielt dabei die Bestimmung der
Orientierung des molekularen Dipols und damit des Mole-
kiils selbst. Die Kenntnis hiervon ist wichtig z.B. fiir exakte
Abstandsmessungen iiber die Effizienz des resonanten Fors-
ter-Energietransfers (FRET). Dariiber hinaus verdndern sich
die Lebenszeit und die Emissionsintensitidt mit der Molekiil-
orientierung z.B. an einer Grenzfliche.” Bei Molekiilen, die
in Polymere eingebettet sind, lassen Orientierungsverdnde-
rungen Dynamiken der Umgebungsmatrix erkennen. Die
Ausrichtung von Markierungsfarbstoffen kann Verianderun-
gen in Proteinen und Peptiden abbilden und so Einsicht in die
biologische Funktionsweise molekularer Maschinen gewéh-
ren. Natiirlich kann die Orientierung nur auf der Ebene ein-
zelner Molekiile bestimmt werden oder wenn eine Gruppe
von Molekiilen nicht willkiirlich orientiert ist (entgegenge-
setzte Ubergangsdipolmomente wiirden sich gegenseitig
aufheben). Darum ist fiir die meisten Anwendungen hochste
Sensitivitdt notig.

In den letzten Jahrzehnten wurden verschiedene Techni-
ken zur Orientierungsbestimmung einzelner Dipole entwi-
ckelt. Wir sind iiberzeugt, dass DMs grofle Verbesserungs-
moglichkeiten fiir die Einzelmolekiilmikroskopie und -spek-
troskopie bieten. Um dies zu betonen, geben wir einen all-
gemeinen Uberblick iiber alternative Methoden zur Orien-
tierungsbestimmung, mit ihren Vor- und Nachteilen, sowie
ihren Grenzen. Zuerst fassen wir die etablierten Techniken
wie die defokussierte Abbildung und polarisationsempfind-
liche Techniken zusammen. An-
schlieBend beschéftigen wir uns mit
dem Einfluss der DMs.

Um die Diskussion tiiber die
Orientierung eines Dipolmoments
zu erleichtern, sollen die fiir die
genaue Bestimmung der Orientie-
rung notwendigen Winkel einge-
fiihrt werden. Generell muss man
zwel Winkel unterscheiden, wenn
man die 3D-Orientierung eines
Nanoobjekts definieren will. Zum
einen tritt die Komponente ¢ in der
Probenebene auf, zum anderen der
Winkel 6 zwischen dem Objekt und
der optischen Achse (Abbildung 4).
Auf diese Weise lassen sich sowohl

Abbildung 4. Schemati-
sche Darstellung fur die
Bestimmung der 3D-Ori-
entierung eine Dipols
mit dem Winkel ¢ in der
Ebene und 6 senkrecht

dazu.
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die Orientierung des Absorptions- als auch des Emissionsdi-
polmoments beschreiben, die beide als Maf3 fiir die moleku-
lare Orientierung dienen konnen. Es sollte an dieser Stelle
vielleicht noch darauf hingewiesen werden, dass fiir die Ab-
sorption von Licht die Polarisationsrichtung mit der Orien-
tierung des Absorptionsdipolmoments iibereinstimmen muss.
In dhnlicher Weise ist das emittierte Licht in der Richtung der
Emissionsdipolorientierung polarisiert.

4.1. Defokussierte Abbildung

Die Aufnahme leicht defokussierter Bilder erméglicht es
in vielen Fillen, zusitzliche Informationen zu erhalten, die
unter scharfer Fokussierung nicht direkt zugénglich sind, wie
z.B. die Orientierung einzelner Dipole. Vor der Einfithrung in
die Weitfeldmikroskopie wurde das Konzept mit Spiegelob-
jektiven in der TIRF-Mikroskopie verwendet. Ein genereller
Nachteil von defokussierten Methoden ist jedoch das
schlechtere Signal-Rausch-Verhiltnis, das generell zu einer
geringeren Empfindlichkeit fithrt. Hinzu kommt, dass durch
die Defokussierung groBere Muster als bei fokussierten
Techniken entstehen und darum die einzelnen Objekte fiir
eine saubere Abbildung weiter voneinander entfernt sein
miissen. Trotzdem kann, solange das Signal intensiv genug ist,
die Lokalisierung deutlich priziser bestimmt werden als mit
fokussierten Techniken. 5

Es wurden unterschiedliche defokussierte Methoden
entwickelt. In der ersten wurde ein Spiegelobjektiv zur Un-
tersuchung der Orientierung einzelner Terrylenmolekiile bei
tiefen Temperaturen verwendet.®*! Die ersten Orientie-
rungsinformationen bei Raumtemperatur wurden mittels
TIRF-Mikroskopie erhalten, wobei leichte Aberrationen,
verursacht durch einen diinnen Wasserfilm auf der Probe,
ausgenutzt wurden. So konnte die 3D-Molekiilorientierung
mit einer groBen Genauigkeit von 1-2° auf einer Zeitskala
von 100 ms bestimmt werden.’*! Die Weiterentwicklung der
Technik fiihrte zur Kombination von fokussierter und leicht
defokussierter Abbildung und Bestimmung der 3D-Orien-
tierung.[%°!

In einer biologischen Anwendung der defokussierten
TIRF-Mikroskopie wurden Ligand-Protein-Wechselwirkun-
gen mit Video-Raten abgebildet.”®! AuBerdem weist die
Technik, trotz der geschilderten Einschridnkungen, eine er-
staunliche Empfindlichkeit auf, die sogar die Detektion der
Lumineszenz einzelner Ionen erlaubt.’”)

Spéter wurde das vorgestellte Konzept des Defokussie-
rens auch in der Epifluoreszenzmikroskopie angewendet.®'¢!
Im Zweidimensionalen bilden die erhaltenen zweifliigeligen
Muster dabei direkt die Dipolorientierung ab. Ein experi-
mentelles defokussiertes Weitfeldbild einzelner Cy5-Mole-
kiile zeigt Abbildung 5, zusammen mit den angepassten be-
rechneten Mustern. Ein Nachteil der Technik ist ihre relativ
geringe Genauigkeit von 15° fiir den Winkel in der Ebene (¢)
und von 30° fiir den Winkel senkrecht zur Ebene (8).[8%¢

Die defokussierte Weitfeldmikroskopie konnte auBerdem
zur Kldrung der Fortbewegungsart von Myosin V entlang von
Aktin beitragen.’™ Der interessierte Leser sei fiir andere
Beispiele von Orientierungsstudien mit defokussierter Weit-
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Abbildung 5. Defokussiertes (1 um) Weitfeld-Epifluoreszenzbild (Aus-
schnitt) einzelner Cy5-Molekiile. a) Experimentelles Bild, b) zusam-
mengesetztes berechnetes Bild mit der Darstellung identifizierter Mo-
lekiile und ihrer zugeordneten Muster. Die Fitprozedur erméglicht die
Bestimmung der 3D-Orientierung fiir jedes Molekiil. Abdruck nach
Lit. [8g]. Copyright 2004, mit Genehmigung der American Chemical
Society.

feldmikroskopie auf Einzelmolekiilniveau an die Literatur
verwiesen.**

4.2. Polarisationsaufgeléoste Techniken

Die Wechselwirkung von Licht und einzelnen Molekiilen
héngt von der relativen Orientierung der Anregungspolari-
sation und des molekularen Dipols ab. Die Messung der Po-
larisationsrichtung des Anregungslichts und/oder des emit-
tierten Lichts ermdglicht daher, die Orientierung des Ab-
sorptions- und/oder Emissionsdipolmoments zu bestimmen.
Zu diesem Zweck wurden unterschiedliche Methoden ent-
wickelt, die in verschiedenen Wissenschaftsbereichen weit-
verbreitete Anwendungen gefunden haben.

Unter Umgebungsbedingungen wurden einzelne Mole-
kiile zuerst mittels optischer Nahfeldmikroskopie beobach-
tet.” Durch das Angleichen der experimentellen Muster mit
theoretisch vorhergesagten® konnte, zusammen mit einer
hohen Lokalisierungsgenauigkeit von 1 nm und auf einer
Zeitskala von 1072-10° s, die 2D-Orientierung mit einer Zu-
verlissigkeit von wenigen Grad bestimmt werden.*!

Die Messung der Absorptionsdipolorientierung durch
Modulation der Anregungspolarisation ist weit verbreitet, um
die Orientierung einzelner Molekiile zu bestimmen. Die Ar-
beiten reichen von Orientierungsstudien mit einer sehr hohen
Genauigkeit von 0.2°¥ oder in Matrices bei 1.8 K’ bis zu
sich bewegenden Proteinen.® Weston und Goldner entwi-
ckelten eine Variante der Technik, bei der die Orientierung in
den erhaltenen Bildern farbkodiert wird. Rotierende Mole-
kiile weisen dabei eine Farbverdnderung auf (Abbil-
dung 6).

Um die vollstindige 3D-Orientierung zu bestimmen,
wurde die Modulation der Polarisation mit der TIRF-Mi-
kroskopie kombiniert. Ein Nachteil ist jedoch die geringe
Auflosung fiir Dipole mit Orientierungen fast parallel oder
senkrecht zur Bildebene (6 ~0, 90°).°1
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Abbildung 6. Orientierungsbild einzelner DilC,g-Molekiile in einem
diinnen PVB-Film (Bildlinge 20 um). Die Orientierung wurde aus der
Modulationsphase der Fluoreszenz abgeleitet; Bereiche mit einem
Fluoreszenzsignal unter 7 kHz wurden zur besseren Ubersicht in der
Farbskala ignoriert (erscheinen schwarz). Rotierende Molekiile zeigen
mebhr als eine Farbe. Teilweiser Abdruck aus Lit. [9¢e]. Copyright 2001,
mit Genehmigung der American Chemical Society.

Die Orientierung des Emissionsdipolmoments kann
ebenso zur Verfolgung der Rotation einzelner Molekiile ge-
nutzt werden. In den meisten Féllen werden hierzu zwei
Detektoren verwendet, die auf zuecinander senkrechte Pola-
risationsrichtungen (x und y) reagieren. Die Dipolorientie-
rung kann aus dem Intensititsverhdltnis der beiden Detek-
toren abgeleitet werden:*>&6!

1
c_oa
¢ =tan \/;, )

wobei die gemessenen Intensitéiten I,, I, der beiden Kanile
eventuell mit einem Gewichtungsfaktor korrigiert werden
miissen, wenn unterschiedliche Detektionseffizienzen auf-
treten. Die Werte fiir die Emissionsdipolorientierung liegen
zwischen 0° und 90° [siehe GI. (9), mit einer ,,Unsicherheit*
von nt]. Dabei kann linear polarisiertes Licht zur Anregung
verwendet werden. Um unterschiedliche Absorptionseffizi-
enzen zu vermeiden, ist jedoch auch die Verwendung von
zirkular polarisiertem Licht moglich.

Durch diese Technik konnte die Dipolorientierung, Ro-
tation und Adsorptionsdynamik von DNA-Fluorophorkom-
plexen bestimmt werden. Dabei wurde gezeigt, dass die Ab-
sorptions- und Emissionsdipole von Cy5-Molekiilen nicht
perfekt parallel, sondern um etwa 5° zueinander verschoben
sind.l” Rotationsstudien an einzelnen Molekiilen sind auch
auf einer ultrakurzen Zeitskala moglich und erméglichen so
Einblick in Matrix- oder Molekiildynamiken® oder eignen
sich fiir biologische Anwendungen.® In besonderen hoch-
symmetrischen Fillen kann sogar die 3D-Orientierung be-
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stimmt werden, wie fiir CdSe-Quantenpunkte gezeigt
wurde.[!

Da bei all diesen Methoden das Anregungsfeld keine
ausgepragte longitudinale Komponente besitzt, kann nur die
Projektion des Dipolmoments in die Probenebene gemessen
werden. Auflerdem ist die Bestimmung des Emissionsdipol-
moments sehr eingeschrankt. Darum wurden einige An-
strengungen unternommen, um die vollstindige 3D-Orien-
tierung von Nanoobjekten mithilfe polarisationsempfindli-
cher Methoden zu bestimmen. Beispielsweise wurde ein Mi-
kroskop mit drei Detektoren fiir jeweils drei verschiedene
Polarisationen vorgeschlagen,”® seine theoretischen Grenzen
diskutiert®™ und ein experimenteller Aufbau realisiert.®® In
einem anderen Ansatz wurde die Anregung mit verschiede-
nen Polarisationen erreicht. Damit kann die 3D-Orientierung
einzelner Absorptionsdipole mit drei aufeinanderfolgenden
Bildern und einer Genauigkeit von mindestens 10°®! oder —
in einem dhnlichen Ansatz — mit einer Genauigkeit von 2°"
bestimmt werden.

4.3. Doughnut-Moden und einzelne Molekiile
4.3.1. Linear polarisierte Doughnut-Moden

Die 3D-Orientierung einzelner Molekiile kann auch ohne
Polarisationsempfindlichkeit im Detektionsstrahlengang be-
stimmt werden. Durch annulare Beleuchtung mit einem
linear polarisierten Gauf3-Strahl kann die Absorptionsdipol-
orientierung grob iiber das Emissionsmuster bestimmt
werden. Die Stirken der elektrischen Feldkomponenten
entlang der drei Raumachsen sind unter annularer Beleuch-
tung vergleichbar, wihrend die Formen der Feldverteilungen
im Fokus stark variieren. Die einzelnen Molekiile bilden die
elektrische Feldverteilung ab, weshalb sich die Emissions-
muster als Uberlagerungen der drei ,,reinen® Intensitétsver-
teilungen ergeben (siche die drei Ecken in Abbildung 7).1%
Damit kann die Orientierung prinzipiell aus einem einzigen
Fluoreszenzmuster bestimmt werden (siche Abbildung 7).
Leider bietet diese Technik keine allzu hohe Genauigkeit.!'"!
Es wurde eine Prézision von etwa 5° berichtet, begleitet von
einer hoheren Ungenauigkeit fiir Winkel, die fast parallel
oder senkrecht zur Bildebene liegen (6 =0, 90°).I"!

Dariiber hinaus stimmt die tatsichliche Orientierung
nicht vollstédndig mit der vom Angleichalgorithmus ausgege-
benen iiberein, da z.B. niemals Winkel mit perfekt zur Bild-
ebene paralleler oder senkrechter Orientierung (d.h. f=6=
0, 90°) ausgegeben werden. Trotzdem konnte mit der Technik
noch einmal gezeigt werden, dass die Lebenszeit einzelner
Molekiile an einer Grenzflache stark von ihrer Orientierung
abhéingt.[s‘” AuBerdem konnte der Nachweis erbracht werden,
dass die Ausrichtung der Absorptionsdipole einzelner FRET-
Paare nicht immer kollinear sein muss, auch wenn die Mo-
lekiilstruktur des gekoppelten Systems dies erwarten lésst, da
die lokale Umgebung die Dipolorientierungen beeinflussen
kann. Durch eine geringe Variation der vorgestellten Technik,
bei der die Emissionsmuster direkt in der hinteren Fokal-
ebene eines Objektivs hoher NA abgebildet werden, l4sst sich
die Genauigkeit auf 1-2° erhohen.!'” Unserer Meinung nach
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Abbildung 7. Fluoreszenzmuster einzelner Molekiile 5 nm unter der
Grenzfliche, berechnet nach der Feldverteilung. Koordinatensystem:
Definition der Dipolorientierung mit den Winkeln 8 und ¢ in Bezug
auf die Anregungspolarisation (Doppelpfeil). Abdruck aus Lit. [10a],
Copyright 2000, mit Genehmigung der American Physical Society.
http://link.aps.org/abstract/PRL/v85/p4482.

opfert dieser Weg jedoch den intuitiven Ansatz gingiger
Abbildungstechniken.

Die Molekiilorientierung kann mit einer linear polari-
sierten DM auch direkt bestimmt werden, wie sowohl theo-
retisch als auch experimentell gezeigt wurde."” Die Methode
ist jedoch besonders empfindlich fiir Dipole, die parallel zur
optischen Achse oder senkrecht zur Polarisationsrichtung
ausgerichtet sind. Darum kann die Orientierung willkiirlich
ausgerichteter Molekiile nur fiir eine Teilpopulation genau
bestimmt werden. Die erhaltenen theoretischen Ergebnisse
zeigen, dass die molekulare Orientierung auch die Auflo-
sungsverbesserung in der STED-Mikroskopie beeinflusst,["!
was mit experimentellen Ergebnissen iibereinstimmt."
Wenn beide Strahlen linear polarisiert sind, ist der Effekt
besonders ausgeprigt. Eine hohere Auflosung wird dann nur
erreicht, wenn die Dipole entlang der Polarisationsrichtung
orientiert sind, wihrend die Auflosung fiir andere Orientie-
rungen sogar verringert wird. Auch im experimentell rele-
vanteren Fall von zirkular polarisiertem Licht héngt die
Auflosung immer noch von der Orientierung ab.["

4.3.2. Radial und azimutal polarisierte Doughnut-Moden

Ein sehr eleganter Ansatz zur Bestimmung der moleku-
laren Orientierung besteht in der Verwendung von radial
oder azimutal polarisierten DMs, die zu Beginn dieses Auf-
satzes vorgestellt wurden. Wie bereits erwdhnt, héngt die
Wechselwirkung von Licht und einzelnen Molekiilen von der
Orientierung der Polarisation und des Dipolmoments ab. Die
besonderen Polarisationseigenschaften der DMs bieten ver-
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schiedene Polarisationsrichtungen im Fokus. Darum kann die
Ausrichtung einzelner Dipole direkt abgebildet werden, wenn
die elektrische Feldverteilung im Fokus bekannt ist. Die rein
zweidimensionale Polarisation der APDM ermoglicht es, die
Projektion des Dipolmoments in die Probenebene abzubil-
den. Die Kombination einer longitudinalen und transversalen
Komponente, die eine RPDM bietet, ermdglicht dagegen, die
vollstdndige 3D-Orientierung einzelner Dipole und damit
einzelner Molekiile zu bestimmen.[®!

Dies wurde von Lieb et al. theoretisch fiir den Fall eines
Parabolspiegels’®™ untersucht, wihrend Novotny et al. das
Problem fiir ein Objektiv hoher NA sowohl theoretisch als
auch experimentell angegangen sind.*” Das longitudinale
Feld einer RPDM kann mit einzelnen Molekiilen abgebildet
werden.® Umgekehrt kann aus den Fluoreszenzmustern, die
mit einer RPDM aufgenommen wurden, die 3D-Orientierung
einzelner Dipole bestimmt werden (Abbildung 8).° Bei
einer lateralen Orientierung wird das Molekiil nur vom
transversalen Feld der RPDM angeregt und es entsteht ein

0=90°, p=90° 0=90°, p=67.5 0=90°, p=45°

08=90°, p=0°

"
B

500nm
—

Abbildung 8. A) a) Vergleich der longitudinalen Feldstirke EZ, der
transversalen Feldstirke E; und der gesamten Feldstirke E? als Funkti-
on der Radialkoordinate beim Fokussieren mit einem Mikroskopobjek-
tiv hoher NA (NA=1.4), 2 nm unter der Grenzfliche. b—e) Berechnete
Emissionsratenbilder [R(x,y)] fiir unterschiedliche polare Orientierun-
gen eines Molekiils in der xz-Ebene. 6 gibt den Winkel zwischen der
Dipolachse und der Strahlachse an. B) Berechnete konfokale Bilder,

| E|? fiir einen Dipolemitter unterschiedlicher Orientierung nach Anre-
gung mit einer RPDM nach Fokussierung mit einem Parabolspiegel
(NA=1.515). Die beleuchtete Apertur wird auf 1.21 verkleinert und der
Dipol in der xy-Ebene gerastert. Die Winkel der Dipolorientierung
sowie die Achsen sind in der Abbildung links unten gezeigt. Es wurde
eine logarithmische Skala mit einem Faktor 2 zwischen den Farbni-
veaus verwendet. Die Lingenskala entspricht einer Wellenlange A/n.

C) Fluoreszenzratenbilder [R(x,y)] von willkiirlich orientierten Molekii-
len nach Anregung mit einer fokussierten RPDM. Das Dipolmoment
von Molekiil a ist fast longitudinal (vgl. A,d), wihrend die Dipolmo-
mente der Molekiile ¢ und d transversal sind (vgl. A,b). Die Molekiile b
und e haben eine Orientierung von 6 ~60° (vgl. A,c). A) und C): Ab-
druck aus Lit. [6a], Copyright 2001, mit Genehmigung der American
Physical Society. http://link.aps.org/abstract/PRL/v86/p5251. B) Teil-
weiser Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [6b].
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zweifliigeliges Muster, das die Dipolorientierung wiedergibt
(Verbindungslinie zwischen den Fliigeln)."¥ Diese Muster
erinnern etwas an die, die auch durch defokussierte Abbil-
dung gefunden werden (Abbildung 5). Eine rein longitudi-
nale Ausrichtung fiihrt zu einem einzelnen Punkt, wihrend
Orientierungen mit sowohl lateraler als auch longitudinaler
Komponente zu Mustern zwischen diesen beiden Extremen
fiihren.®! Es wurde eine gute Ubereinstimmung zwischen den
experimentellen und theoretisch vorhergesagten Mustern
erreicht (Abbildung 8).1"! Wenn ein Parabolspiegel als fo-
kussierendes und sammelndes Element verwendet wird, er-
wartet man etwas andere Muster (Abbildung 8B).[*"]

Obwohl diese Ergebnisse mit einer beugungsbegrenzten
Technik erhalten wurden, sind Informationen aus dem Na-
nometerbereich zuginglich, wie z.B. die Orientierung ein-
zelner Molekiile, die mit bloBem Auge und ohne weitere
Datenbearbeitung sichtbar gemacht wird. Sogar wenn man
die Beugungsgrenze durchbricht,” erhilt man diese Infor-
mation nicht. Dariiber hinaus ermoglichen DMs in besonde-
ren Fillen sogar die Verfolgung chemischer Reaktionen auf
Einzelmolekiilniveau. Beispielsweise konnte die Tautomeri-
sierung einzelner Porphycenmolekiile mit azimutal polari-
siertem Licht abgebildet werden."*® Bei der Tautomerisie-
rung in Porphycenen werden zwei Wasserstoffatome zwischen
vier Stickstoffatomen im inneren Ring des Molekiils umge-
lagert. Schon frither wurde gezeigt, dass sich die Ubergangs-
dipolmomente der zwei chemisch identischen Isomere um 70—
80° unterscheiden.”” Da die Tautomerisierung im Vergleich
zur Zeitskala der Abbildungsmethode sehr viel schneller
ablauft, sollten fiir jedes Molekiil zwei zueinander fast senk-
rechte Dipole, und damit ein ringférmiges Muster, beobach-
tet werden. Tatsdchlich wurden experimentelle Muster von
fast perfekter Doughnutform beobachtet (Abbildung 9a).7*"!
Einige der beobachteten Molekiile fithrten aber auch zu
zweifliigeligen Mustern. Durch die Kombination von azimu-
taler und radialer Polarisation konnte gezeigt werden, dass
diese Muster zu Molekiilen gehorten, die auf den Ecken oder
Kanten standen (Abbildung 9b, c)."

5. Doughnut-Moden und einzelne Metallnano-
partikel

Edelmetallnanopartikel sind von gesteigertem wissen-
schaftlichem Interesse fiir mikroskopische Untersuchungen.
Im Vergleich zu einzelnen Molekiilen und einzelnen Quan-
tenpunkten (quantum dots, QDs) bleicht die Emission ein-
zelner Edelmetallnanopartikel nicht aus. Zusétzlich zu dieser
stabilen Lichtemission streuen diese Partikel Licht sehr stark
und ermoglichen damit die Detektion einzelner Partikel. Statt
des Dipolmoments, das von einzelnen Molekiilen bekannt ist,
kommt bei metallischen Nanopartikeln der Polarisierbar-
keitstensor ins Spiel. Wir konnten zeigen, dass es durch die
Kombination von konfokaler Interferenzstreulichtmikrosko-
pie (confocal interference scattering microscopy, CISM) mit
DMs (APDMs oder RPDMs) moglich ist, die Orientierung
metallischer Nanostédbchen an dielektrischen Grenzflichen
exakt zu bestimmen und ihre Rotation zu verfolgen.!"'*?!*74l
Dariiber hinaus lassen sich mit CISM-DM unterschiedliche
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Partikelformen iiber ihre Streumuster einfach unterscheiden
(Abbildung 10).M"® Da solche Informationen mit etablierten
Mikroskopietechniken nicht zuginglich sind, beschiftigt sich
dieser Abschnitt mit dem Thema etwas genauer.

Fiir die beschriebenen Experimente wurde ein selbstge-
bautes invertiertes konfokales Mikroskop mit einer APDM
oder RPDM als Anregungsquelle verwendet. In CISM wird
das an der Probengrenzfldche elastisch gestreute Licht de-
tektiert. Das detektierte Signal entsteht durch Interferenz
zwischen dem Anregungslicht, das an der Probengrenzfliche
reflektiert wird, und dem am Partikel elastisch gestreuten
Licht.””!

Die optischen Eigenschaften von Edelmetallnanostéb-
chen konnen iiber ihre Groe genau gesteuert werden, wes-
halb sie besonders interessant fiir mikroskopische Anwen-
dungen sind. Die Partikel zeigen eine stark anisotrope Pola-
risierbarkeit, da sich die Plasmonenresonanzen ihrer beiden
Hauptachsen voneinander unterscheiden. Normalerweise
liegt die Resonanz fiir die kurze Achse im Blauen bis Griinen,
wihrend die fiir die lange Achse rotverschoben ist und vom
Aspektverhiltnis (dem Verhiltnis der Liange zur Breite) ab-
hingt. Mit zunehmender Partikellinge wird die Bande weiter
rotverschoben. Daher werden im Fokus einer APDM oder
RPDM bei 633 nm vor allem Partikelplasmonen der langen
Achse angeregt, weshalb ein ausgeprégtes Dipolmoment in-
duziert wird, das die Partikelorientierung abbildet. Die ent-
stehenden Bilder von Partikeln, die flach auf einer Glas-
oberfldche liegen, erinnern stark an die, die man von einzel-
nen Molekiilen mit lateraler Dipolorientierung erhélt. Ver-
ursacht durch destruktive Interferenz kann jedoch der Bild-
kontrast invertiert sein.

Die experimentellen Ergebnisse sind in Abbildung 10 A
dargestellt: Die in situ gewonnenen Topographiedaten geben
die Orientierung zweier einzelner Goldnanostdbchen wieder,
daneben sind die experimentellen konfokalen Streubilder
derselben Partikel nach Anregung mit einer APDM gezeigt.
Ganz dhnliche zweifliigelige Muster erhélt man nach Anre-
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Abbildung 9. Konfokale Fluoreszenzbilder eines Porphycenderivats (2,7,12,17-tetra-tert-Butylporphycen), nach Anregung mit einer APDM (oben)
oder einer RPDM (unten), die drei unterschiedliche Orientierungen des Chromophors zeigen. a) Ein Molekiil liegt flach auf der Oberﬂache

b,c) Molekiile mit senkrechter Orientierung der molekularen Fliche zur Probenebene. In (b) stehen zwei Dipole im gleichen Winkel zur Proben-
ebene (das Molekiil steht auf der Kante), wihrend in (c) ein Dipol senkrecht auf der Oberfliche und der andere fast parallel zu ihr ist (das
Molekiil steht auf der Ecke). Links die experimentellen, rechts die simulierten Muster. Abdruck aus Lit. [7c]. Copyright 2009, mit Genehmigung der
American Chemical Society.

gung mit einer RPDM (Abbildung 10C,d). Die zweifliigeli-
gen Muster bilden die Partikelorientierung direkt in einem
einzigen konfokalen Bild ab.''¥) Durch Reproduktion der
experimentellen Muster mit einer 2D-Angleichfunktion kann
die Orientierung mit einer hohen Genauigkeit von unter 1°
bestimmt werden (Abbildung 10B)."* Bei Partikeln in Fliis-
sigkeiten konnten wir kiirzlich zeigen, dass es sogar moglich
ist, die Rotation von Nanostébchen zu verfolgen, selbst wenn
sich die Partikel dabei nicht fortbewegen.*'® Die beobachtete
spontane Bewegung eines einzelnen Goldnanostdbchens in
wiissriger Umgebung™® hitte mit der konventionellen
Lichtmikroskopie nicht beobachtet werden konnen.

Wie in Abbildung 10C gezeigt, konnen verschiedene
Partikelformen unterschieden werden: Ein isotropes Streu-
objekt, wie eine Goldnanokugel, die sich wie eine punktfor-
mige Probe verhilt, bildet die Intensitédtsverteilung des An-
regungsstrahls ab. Daher kann eine Kugel leicht von einem
Nanostdbchen oder einem Goldnanodreieck unterschieden
werden, das, im Vergleich zur Kugel, ein verzerrtes Muster
erzeugt.!'"

Es bleibt anzumerken, dass all diese Informationen aus
dem Nanometerbereich mit einer beugungsbegrenzten und
einfachen konfokalen Abbildungstechnik und ohne an-
spruchsvolle Datenanalyse zuginglich sind. Ein bemerkens-
werter Vorteil der vorgestellten Technik ist die auflerge-
wohnlich hohe Genauigkeit der Orientierungsbestimmung
fiir metallische Nanostibchen. Ahnliche Ergebnisse sind fiir
Fluoreszenzmolekiile erreichbar.

6. Doughnut-Moden und SiO,-Nanopartikel

Es wurde gezeigt, dass einzelne SiO,-Nanopartikel (NPs),
bei denen die Photolumineszenz (PL) von Fehlstellen in der
Kristallstruktur herriihrt, ein stabiles lineares Ubergangsdi-
polmoment haben.” Daher sollten sie #hnliche Bilder er-
zeugen wie einzelne Molekiile. Die 3D-Orientierung ihres
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Abbildung 10. Streubilder einzelner Metallnanopartikel, die das Potential der konfokalen Interferenzstreulichtmikroskopie mit Doughnut-Moden
zeigen. A) Topographie (180x180 nm?) und zugehérige Streubilder (2x2 pm?) zweier einzelner Goldnanostibchen (APDM bei 633 nm). Die expe-
rimentellen zweifligeligen Muster geben die Partikelorientierung direkt wieder und stimmen gut mit den Simulationen tberein. Die Maf3stabsbal-
ken entsprechen jeweils 400 nm. B) Die Orientierung kann mit einer hohen Genauigkeit von ca. 0.5° bestimmt werden. Streubilder desselben
Silbernanostibchens, wihrend die Probe von Bild zu Bild um etwa 10° gedreht wird a—c) experimentelle Daten, d—f) angeglichene Daten, g) Auf-
tragung des gemessenen Winkels o gegen den eingestellten . C) Goldnanopartikel verschiedener Form kénnen aufgrund ihrer Streumuster un-
terschieden werden. a,d) Kugel, b,e) Stidbchen, c,f) Dreieck. A) Teilweiser Abdruck aus Lit. [11a]. Copyright 2006, mit Genehmigung der American
Chemical Society. B) Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [74]. C) Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [43].

Dipolmoments wurde durch Anregung sowohl mit azimutal
als auch mit radial polarisiertem Licht abgebildet. Abbil-
dung 11 zeigt eine Reihe von experimentellen zweifliigeligen
PL-Bildern einzelner NPs nach Anregung mit einer APDM,
die nacheinander aufgenommen wurden.'” Es konnten sel-
tene dynamische Effekte wie das Blinken der PL und das
Umklappen des Ubergangsdipolmoments beobachtet
werden, obwohl die NPs in einer Polymermatrix fixiert waren.

Bei Anregung mit einer RPDM wurden, wie im Fall der
Einzelmolekiilfluoreszenz,'®” verschiedene Mustertypen be-
obachtet,'” was die Bestimmung der 3D-Dipolorientierung
ermoglichte. Auflerdem wurde Blinken des hellen NP in
Abbildung 11 ¢ beobachtet, genauso wie fiir das schwichere
NP in Abbildung 11d (eingekreist). Das Ubergangsdipolmo-
ment des schwécheren NP klappt zudem um (Abbildung 11a,
b)'[12]

Es konnte gezeigt werden, dass Absorptions- und Emis-
sionsdipolmoment parallel zueinander stehen. Dies fiihrt zu
der wichtigen Schlussfolgerung, dass das PL-Photon von
genau der Fehlstelle stammt, die angeregt wurde.
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7. Mikroresonatoren

Metallische Kavitdten, d. h. Mikroresonatoren, wurden in
der Optik, der Laserphysik, der Quantenoptik und der phy-
sikalischen Chemie eingehend untersucht.””! Obwohl ein de-
taillierter Uberblick iiber die Bedeutung von Mikroresona-
toren in der wissenschaftlichen Forschung nicht das Ziel
dieses Aufsatzes ist, haben diese Systeme sicherlich eine
wichtige Rolle bei der Untersuchung der Wechselwirkungen
zwischen elektromagnetischen Feldern und Materie gespielt,
besonders auf dem Niveau einzelner Molekiile. Auf diesem
weiten Gebiet haben Steiner et al. einen neuartigen metalli-
schen Mikroresonator entwickelt und charakterisiert, bei dem
der Abstand zwischen den Silberspiegeln der Kavitdt mit
Nanometergenauigkeit eingestellt werden kann.*? Dieses
einzigartige und leistungsstarke Instrument wurde zur Un-
tersuchung und Kontrolle der optischen Eigenschaften von
Nanoemittern verwendet. So wurden z.B. kavitédtskontrol-
lierte Spektren und Zerfallskurven einzelner Molekiile er-
zeugt, die bei Raumtemperatur an die erste longitudinale
Mode eines Fabri-Perot-Interferometers koppeln.** Ebenso
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Abbildung 11. Bilder von SiO,-Nanopartikeln (NP), eingebettet in eine
Polystyrolmatrix nach Anregung mit einer APDM (1 =488 nm). Die
Teilbilder (a—f) zeigen denselben Ausschnitt einer Serie von Bildern,
die eins nach dem anderen alle 100 s aufgenommen wurden. Jedes
Bild zeigt zwei NPs, wobei der eine ein helles zweifliigeliges Muster
und der andere ein schwicheres Muster zeigt, das durch einen gestri-
chelten Kreis markiert ist. Die folgenden dynamischen Prozesse
wurden beobachtet: in (c) tritt Blinken der Photolumineszenz (PL) des
helleren NP auf. In (d) ist dies auch fiir das schwichere NP zu beob-
achten. AuRerdem klappt das Ubergangsdipolmoment des schwiche-
ren NP plétzlich um, wie der Vergleich von (a) und (b) oder (e) und
(f) zeigt. Abdruck nach Lit. [12]. Copyright 2009, mit Genehmigung der
American Chemical Society.

wurde der Effekt der optischen Auswahl durch den Mikro-
resonator auf die optischen Eigenschaften von Nanoemittern
sowohl im Ensemble als auch individuell quantitativ unter-
sucht.””

Im gleichen System haben Khoptyar et al. die Feldver-
teilung einer RPDM und APDM in einer Mikrokavitét durch
Vergleich der Fluoreszenzmuster punktartiger Kiigelchen mit
theoretischen Berechnungen untersucht.®™ Spiter haben
Gutbrod etal. die Felder, die eine RPDM erzeugt, als
Funktion der Kavititslinge untersucht. Dabei stellte sich
heraus, dass die besondere rdumliche Feldverteilung einer
RPDM in einer Kavitidt die Lokalisierung eines Fluores-
zenzemitters mit einer Genauigkeit unterhalb der Auflosung
(1/60) ermoglicht.!> SchlieBlich zeigten Gutbrod et al., dass
eine RPDM erfolgreich dazu eingesetzt werden kann, ein-
zelne Molekiile in einer Kavitdt zu lokalisieren und ihre
Orientierung zu bestimmen.”® Obwohl die Genauigkeit in
diesem Fall nicht extrem hoch ist, konnten RPDM dennoch
dazu eingesetzt werden, FRET-Paare zu charakterisieren und
ihre Wechselwirkung zu optimieren.

8. Optische Fallen und Pinzetten

Seitdem optische Fallen 1970 zum ersten Mal von Ashkin
experimentell demonstriert wurden, haben sie weitver-
breitete Anwendungen in der Physik, Chemie und Biologie
gefunden. Dies reicht vom optischen Kiihlen und Fangen
neutraler Atome!® iiber optische Pinzetten bis hin zur Ma-
nipulation einzelner Molekiile, Nano- und Mikropartikel!

www.angewandte.de

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

A. ). Meixner et al.

und sogar biologischer Proben (lebende Bakterien und
Viren,® Zellkompartimente oder ganze Zellen!®).

Im Folgenden sollen die Vorteile, die sich aus der Ein-
fithrung von DMs fiir optische Fallen ergeben, zusammen-
gefasst werden. Zuerst erfolgt eine kurze allgemeine Dis-
kussion des Funktionsprinzips optischer Fallen, da dies nicht
immer direkt intuitiv ist. Das zu fangende Objekt hat nor-
malerweise einen hoheren Brechungsindex als die Umge-
bungsmatrix. Darum werden die Partikel in den Fokus eines
Laserstrahls — die optische Falle oder Pinzette — gezogen.
Typischerweise liegen die PartikelgroBen zwischen 200 und
500 nm, es sind aber auch Durchmesser von einigen A oder bis
hinunter zu einigen 10 nm moglich.®™ Der Laserstrahl und die
Probe konnen relativ zueinander verschoben werden, wes-
halb das eingefangene Objekt dem fokalen Punkt folgt und
nach Belieben aus der Falle entlassen werden kann.

Die Bewegung des Partikels kann gleichermaf3en mit dem
Strahlungsdruck, den es erfihrt, oder mit dem Impulsiiber-
trag der auftreffenden Photonen erklidrt werden. Diese opti-
schen Krifte sind klein und unter normalen Umstdnden
ausgeglichen. In der Nihe eines scharfen Laserfokus konnen
sie jedoch gerichtet und ausreichend grof3 werden, um die
Braunsche Bewegung, die Schwerkraft und die Auftriebskraft
zu Uberwinden. Selbstverstindlich ist es notwendig, diese
Krifte zu iibertreffen, um eine stabile Falle zu erzeugen. Aus
historischen Griinden wird die Kraft fiir gewohnlich in zwei
Komponenten aufgeteilt, die Streukraft und die Gradienten-
kraft. Die erste Komponente ergibt sich aus der Tatsache, dass
das Objekt nur von einer Seite von Photonen getroffen wird,
weshalb das Licht das Partikel in seine Ausbreitungsrichtung
schiebt und damit aus dem Fokus hinaus. Die zweite wird
durch das inhomogene elektrische Feld verursacht, das durch
das scharfe Fokussieren erhalten wird. Die Feldfluktuationen
erzeugen oszillierende Dipole im Partikel, die wiederum mit
dem elektrischen Feld wechselwirken und die Gradienten-
kraft verursachen. Darum ist diese Kraft eine Funktion der
Polarisierbarkeit des Partikels, und der Gradient der opti-
schen Intensitit zieht das Objekt in die optische Falle. Um die
Effizienz der Falle zu erh6hen, muss man also das Verhaltnis
der Gradienten- zur Streukraft optimieren.

Wenn DMs mit einer Linse mit hoher NA fokussiert
werden, tragen nur Strahlkomponenten unter grolen Win-
keln zum elektromagnetischen Feld bei. DMs wurden fiir
optische Fallen vorgeschlagen,!1*422:8125] ywei] achsenparallele
Strahlen vor allem zur Streukraft beitragen, wiahrend Strahlen
unter hoheren Winkeln besonders fiir die Gradientenkraft
verantwortlich sind. Da die Streukraft durch Reflexion ver-
ursacht wird, hiangt sie von der Polarisation des einfallenden
Lichts ab. Darum kann sie durch p-Polarisation, wie sie bei
einer fokussierten RPDM vorliegt, minimiert werden. Dar-
iiber hinaus wird die longitudinale Komponente des Strahls
starker fokussiert als ein linear polarisierter Strahl, was die
Effizienz der optischen Falle weiter erhohen sollte. Aus
diesen Griinden verspricht eine RPDM, dem optimalen
Strahl fiir optische Fallen nahezukommen. Die in Berech-
nungen vorausgesagten Effizienzen sind jedoch wider-
spriichlich und bemerkenswert unterschiedlich, je nachdem,
welche Rechentheorie verwendet wird. Fiir dielektrische
Partikel wurden hohere Krifte in der Falle vorhergesagt,®>*]
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und durch die bessere Effizienz sollte es sogar moglich sein,
metallische Rayleigh-Partikel zu fangen.® Sowohl Berech-
nungen im strahlenoptischen Regime als auch mittels exakter
elektromagnetischer Theorie kommen zu hoheren Effizien-
zen fiir eine RPDM im Vergleich zu einem GauB-Strah].[#><!
Demgegeniiber zeigen Berechnungen mit ebenen Wellen
einen grofen Einfluss der Partikelgrofe.® Nach diesen Er-
gebnissen sollte eine RPDM nur fiir groe Partikel in der
Groflenordnung der Wellenldnge bis zu mehreren pm vor-
teilhaft sein.[

Generell sollten Anwendungen mit optischen Fallen von
jeglichem doughnutférmigem Strahl profitieren. In longitu-
dinaler Richtung wurden 20 % hohere Kréfte im Vergleich zu
einem linear polarisierten GauB-Strahl berichtet.'*! In late-
raler Richtung ist dagegen keine Verbesserung durch diese
DM zu finden.® Dennoch kann die Einfiithrung von DMs
vielen Standardanwendungen zugutekommen,'** besonders
niitzlich sind sie jedoch im Fall von Partikeln, die sonst nur
schwer einzufangen sind. Dies schliet das erfolgreiche
Fangen von absorbierenden, stark reflektierenden oder Par-
tikeln mit niedrigem Brechungsindex ein.'***1%! Es konnte
auch gezeigt werden, dass Partikel mit hohem und niedrigem
Brechungsindex gleichzeitig in ein und derselben DM ge-
fangen werden konnen.['*)

Bisher steht die experimentelle Arbeit mit radial polari-
siertem Licht und optischen Fallen noch am Anfang, dennoch
konnten Calcitmikropartikel mit einer RPDM gedreht wer-
den.!"e Obwohl das Licht nicht scharf fokussiert wurde, sind
die erhaltenen Daten vielversprechend fiir optische Fallen.

Angewan

Im Unterschied zu einem anisotropen Partikel, das im Fokus
von zirkular oder elliptisch polarisiertem Licht um eine Achse
unabhingig vom Laserstrahl rotiert,® drehten sich die Par-
tikel um die Strahlachse, d.h. die optische Achse (Abbil-
dung 12).1“¢! Die Drehrichtung konnte dabei nicht vorherge-
sagt werden, was die Autoren der Partikelform, -grofle und
-ausdehnung zuschreiben.'*¢!

Es sollte noch erwidhnt werden, dass auch eine APDM fiir
optische Fallen geeignet sein kann, wie das stabile Fangen von
Wolframpartikeln zeigt.*!

9. Nahfeldmikroskopie

Nach der Entwicklung der Nahfeldmikroskopie in den
frithen 1980er Jahren! hat das Feld eine lebhafte Entwick-
lung gezeigt und bewiesen, dass die optische Mikroskopie
weit iiber die Beugungsgrenze hinausreichen kann. Die
hochsten Auflosungen werden in der spitzenverstdrkten op-
tischen Nahfeldmikroskopie (TENOM) erreicht, die — im
Unterschied zur Aperturnahfeldmikroskopie — sehr scharfe
Metallspitzen (normalerweise aus Gold oder Silber) ver-
wendet. Bringt man diese Spitzen in den Fokus einer RPDM,
so werden die Elektronen durch das longitudinale Feld in
Schwingungen entlang der optischen Achse versetzt. An
(oder nahe) der Plasmonenresonanz, werden die Elektronen
effektiv in die Spitze gepumpt. So werden hohe Feldverstar-
kungen am Ende der Spitze erreicht, und die Spitze selbst
verhilt sich als Antenne. In der Nihe einer Grenzflache kann

B)

Abbildung 12. A) Polarisationsinduziertes Drehmoment auf ein anisotropes Partikel durch eine RPDM, das es in Rotation (gegen den Uhrzeiger-
sinn) um den Strahl versetzt. B) Ein System von zwei anisotropen Mikropartikeln in einer RPDM. Partikel A dreht sich im Uhrzeigersinn, Partikel
B dreht sich gegen den Uhrzeigersinn. Abdruck aus Lit. [14g]. Copyright 2007, mit Genehmigung des American Institute of Physics.
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spitzenverstiarkte Fluoreszenz (tip-enhanced fluorescence,
TEF) oder spitzenverstiarkte Raman-Streuung (tip-enhanced
Raman scattering, TERS) beobachtet werden. Diese Ver-
starkungseffekte versprechen, die Empfindlichkeit der opti-
schen Mikroskopie und Spektroskopie weiter zu erhdhen. Die
tatsdchliche Realisierung des Mikroskopaufbaus variiert je
nach den spezifischen experimentellen Anforderungen. Die
meisten Nahfeldmikroskope basieren im Prinzip auf einem
konfokalen Aufbau und beinhalten darum ein Objektiv als
fokussierendes und sammelndes Element. Als Folge ist die
Untersuchung lichtundurchléssiger Proben schwierig. Wird
anstelle eines Objektivs ein Parabolspiegel verwendet, lassen
sich diese Einschrankungen tiberwinden. Ein weiterer Vorteil
eines solchen Aufbaus ist, dass das longitudinal polarisierte
Feld im Fokus, mit dem die Elektronen in der scharfen Me-
tallspitze angeregt werden, fiir einen Parabolspiegel sehr viel
starker ist als fiir ein Mikroskopobjektiv vergleichbarer
NA.I® Mit einem solchen Mikroskop wurden auBergewdhn-
lich starke Feldverstidrkungen in der durchstimmbaren Liicke
eines 3D-,,Bowtie-Antennensystems* erreicht, das aus einer
scharfen Metallspitze und einem Goldnanokegel besteht.*!
Man sollte jedoch bedenken, dass die Technik auf die Un-
tersuchung von Oberfliachen beschrinkt ist. Die detaillierte
Behandlung der Nahfeldoptik geht iiber das Ziel dieses
Aufsatzes hinaus. Hierzu gibt es zahlreiche Ubersichtsartikel
und Biicher.”** Die jiingsten Entwicklungen in der
TENOM sind in einem Aufsatz von Hartschuh zusammen-
gefasst.!

10. Oberflichenplasmonenresonanzabbildung

Das Phidnomen der Oberflichenplasmonenresonanzan-
regung (surface plasmon resonance, SPR) in diinnen Metall-
filmen (typischerweise 50 nm Ag) hat vielfdltige Anwendun-
gen in der optischen Sensorik gefunden.”” Rothenhiusler
et al. nutzten diesen Effekt fiir die Oberflichenplasmonen-
mikroskopie (surface plasmon microscopy, SPM).” Im Un-
terschied zu konventionellen Mikroskopietechniken mit
Lichtquellen wie Lampen und Lasern werden Oberfldachen-
plasmonenpolaritonen (surface plasmon polaritons, SPPs) fiir
die Anregung verwendet. Diese nicht-strahlenden elektro-
magnetischen Moden wandern entlang von Grenzflichen
(Metall-Dielektrikum) als oberflichengebundene Wellen.
Da die Intensitdt senkrecht zur Grenzfliche exponentiell
abnimmt, reagiert diese Methode nur auf die direkte Umge-
bung des Metallfilms empfindlich. Die Ausbreitungsldange der
SPP beschriankt dabei die laterale Auflosung jedoch auf
einige (zehn) um."* Um die Auflosung zu verbessern, wurden
scharf fokussierte Laserstrahlen benutzt, um SPP lokal in
einer Region mit etwa der Grofle des fokussierten Strahls
anzuregen. Kano et al. fithrten numerische Simulationen und
Experimente durch, um den Einfluss der Polarisation auf die
elektrische Feldverteilung zu untersuchen.'®®* Diese Er-
gebnisse konnten experimentell fiir linear polarisiertes Licht
bestdtigt werden und zeigten eine lokale Anregung auf einer
Fliche von nur 0.5 x 0.5 pm?2.1%

Da die SPPs von der longitudinalen Komponente ange-
regt werden, sollte eine RPDM sowohl in Hinblick auf die
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Lokalisierung als auch auf die Intensitét besser geeignet sein,
wie sowohl theoretisch als auch experimentell gezeigt wur-
de.®*el Obwohl eine vollige Ubereinstimmung zwischen
Theorie und Experiment noch nicht erreicht werden konnte,
wurden evaneszente, nicht-beugende Bessel-Strahlen durch
SPR-Anregung mit einer RPDM erzeugt.'®*! Solche Strah-
len konnten als virtuelle Sonden in der SPR-Abbildung ein-
gesetzt werden, wie in einem experimentellen Funktions-
nachweis im Prinzip schon gezeigt wurde.'*!! Zellen und ihre
Substratkontakte konnten erfolgreich abgebildet werden,
indem eine Karte der Brechungsindices erstellt wurde (Ab-
bildung 13).01¢1

Kiirzlich wurden auch erste experimentelle Ergebnisse
zur Zweiphotonenlumineszenz, die durch eine solche virtu-
elle Sonde ausgelost wurde, verdffentlicht.” Diese Ergeb-
nisse sind vielversprechend fiir Rastersondentechniken, da
eine materielle Sonde, die in eine abgeschlossene Umgebung
eindringt, nicht langer notig ist. Man sollte jedoch bedenken,
dass die Methode auf die Untersuchung von Regionen in der
Néhe eines Metallfilms beschridnkt ist. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass eine RPDM die laterale Auflésung in der
SPR-Abbildung und der Sensorik des Brechungsindex ver-
bessern kann und damit zuséitzliche Informationen zugénglich
sind, die andere Lichtmikroskopietechniken unterstiitzen
konnen.

11. Nichtlineare optische Mikroskopie

Wenn ein gepulster Laser hoher Intensitdt und grofler
Wellenldnge scharf auf ein nicht-amorphes Medium fokus-
siert wird, kann Frequenzverdopplung (SHG) auftreten. Bei
diesem Prozess miissen zwei Photonen simultan mit einem
Molekiil wechselwirken, dass nicht zentrosymmetrisch sein
darf. Die Photonen werden rein elastisch gestreut, und es wird
Licht der halben Wellenldnge emittiert (die Energie bleibt
dabei erhalten). Darum verindert sich mit der Anregungs-
wellenldnge auch die Farbe der emittierten Strahlung. Zu-
sdtzlich bleibt auch der Impuls erhalten, d.h., die Vektor-
summe der Polarisationsrichtung muss mit der Dipolmo-
mentorientierung iibereinstimmen. Da radial und azimutal
polarisiertes Licht hier unterschiedliche Polarisationsaus-
richtungen anbieten, sind sie aussichtsreiche Kandidaten fiir
Anwendungen mit SHG.

Biss und Brown haben gezeigt, dass SHG an glatten
Metall- und Halbleiteroberfldchen sowie an diinnen Filmen
fiir eine RPDM am stdrksten ist, im Vergleich zu linear, zir-
kular und azimutal polarisiertem Licht.”® Die Autoren er-
klaren dieses Phanomen mit der Stdrke der longitudinalen
Feldkomponente im Fokus, die in der oben genannten Rei-
henfolge abnimmt.”® Dariiber hinaus bietet die RPDM eine
hohere raumliche Auflosung als die anderen untersuchten
Strahlen.!*!

Eine RPDM wurde zur Detektion der 3D-Molekiilori-
entierung in der SHG-Mikroskopie vorgeschlagen.'"®! Ein
technischer Vorteil des vorgeschlagenen Aufbaus zur Mo-
denumwandlung in Lit. [17b] ist die Moglichkeit des schnel-
len Umschaltens zwischen den Moden, was besonders fiir
kommerzielle Mikroskope sehr vielversprechend erscheint.
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Abbildung 13. a) Lichtmikroskopiebild humaner 3T3-Fibroblastzellen, b) erhaltene Bre-
chungsindexkarte derselben Gruppe von Zellen, aufgenommen mit einer virtuellen
SPR-Sonde. Dieselbe Probenregion kann leicht wiedererkannt werden, was das Poten-
tial der vorgestellten Technik unterstreicht und Zugang zu zusitzlichen Informationen
ermdglicht, was andere Lichtmikroskopiemethoden unterstiitzt. Abdruck mit Geneh-

migung aus Lit. [16f].

Biologische Proben, die reich an Collagen mit einer bevor-
zugten molekularen Ausrichtung entlang der optischen Achse
sind, zeigten einen hoheren SHG-Kontrast nach Anregung
mit radial polarisiertem Licht als mit Licht, das in der Pro-
benebene polarisiert war.'*< Kiirzlich wurde gezeigt, dass
dies auch fiir eine selbstangeordnete Monolage auf einer
Goldoberfldache gilt, bei der die molekularen Dipole eine
bevorzugt longitudinale Orientierung zeigen.””! Yew und
Sheppard zeigten, dass sowohl die longitudinale als auch die
transversale Komponente des elektrischen Feldes im Fokus in
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Betracht gezogen werden miissen, um ihre ex-
perimentellen SHG-Daten zu erkliren.™
Obwohl unseres Wissens nach bisher nur En-
semblemessungen realisiert wurden, verspricht
die Technik generell auch eine Empfindlichkeit
auf Einzelmolekiilniveau. Dartiiber hinaus wird
das Signal einer selbstangeordneten Monolage
auf Gold durch Verwendung einer RPDM ver-
stirkt.”” Andererseits kann die SHG eines
Kristalls auch genutzt werden, um radial pola-
risiertes Licht zu erzeugen.’’ Zusitzlich lassen
theoretische Simulationen erwarten, dass sogar
Frequenzverdreifachung (third harmonic gene-
ration, THG) unter definierten Bedingungen
moglich sein sollte.” Dariiber hinaus sind
RPDMs wichtig, um die Auflosung in der
Zweiphotonenmikroskopie zu verbessern.!””!
Entsprechend ist auch in der THG-Mikroskopie
eine bessere ridumliche Auflosung zu erwar-
ten.”!

SchlieBlich kann die RPDM noch fiir eine
andere nichtlineare optische Technik, die Zwei-
photonen-Fluoreszenzkorrelationsspektrosko-
pie (two-photon fluorescence correlation spec-
troscopy, 2p-FCS) verwendet werden. Dadurch
konnen Einzelmolekiiluntersuchungen mit ho-
heren Probenkonzentrationen durchgefiihrt
werden, da die Intensitdtsgrenze fiir die Zwei-
photonenanregung das effektive fokale Volu-
men verkleinert. In der Folge tragen die Ne-
benmaxima der elektrischen Feldverteilung
nicht ldnger zur Anregung der Probe bei, und
das effektive fokale Volumen wird kleiner als bei
der konventionellen einphotonischen Anre-
gung.""

1.353

1.340
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12. Mikromechanische Anwendungen

Hochleistungslaser spielen eine wichtige
Rolle beim industriellen Schneiden und Bohren
von Metallen. Darum ist es von substantiellem
Interesse, Laserquellen und -strahlen weiter zu
entwickeln. In Bezug auf mikromechanische
Anwendungen deuten Simulationen darauf hin,
dass eine RPDM bis zu zweimal effizienter sein
sollte als ein p- oder zirkular polarisierter Strahl,
die beide in konventionellen Bohr- und Schnei-
detechniken mit Laserstrahlen verwendet wer-
den.l8192] BExperimentelle Ergebnisse an diinnen Metallfo-
lien belegten tatsdchlich eine hohere Effizienz fiir eine
RPDM. Weiterfithrende Experimente zeigten jedoch, dass
die Effizienzsteigerung mit DMs ein sehr viel komplexeres
Problem ist. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl eine
APDM als auch eine RPDM effizienter als linear und zirkular
polarisierte Strahlen sind. Abhédngig von den optischen Ei-
genschaften des Metalls und seiner Dicke kann eine APDM
in weichem Stahl bis zu viermal so effektiv sein und damit
sogar die RPDM in ihrer Effizienz iibertreffen.™! Uberra-
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schenderweise konnten Meier et al. zeigen, dass unter be-
sonderen Bedingungen die Locher, die mit einer APDM ge-
bohrt werden, sehr viel kleiner sein konnen als mit einer
RPDM derselben FokusgroBe.!'s"!

Um untereinander verbundene Mikrol6cher in Silicium
zu bohren, wurde fiir eine RPDM ein deutlich besseres Ver-
halten im Vergleich zu zirkular polarisiertem Licht beob-
achtet.!'””] Die um einen Faktor von bis zu 21 bessere Ab-
tragungsrate bestitigte genau den in Lit. [18a] vorhergesag-
ten Wert. Der Durchmesser der gebohrten Locher war um
30% verringert, wihrend die hohere Effizienz der RPDM
von der Wiederholungsrate und damit der Energie der ver-
wendeten Pulse abhing. Der Durchmesser der Mikrolocher
nahm mit der Pulsenergie (steigender Wiederholungsrate) ab.
Die Energieabhingigkeit der Abtragungsrate war fiir die
RPDM stérker als fiir andere p-polarisierte Strahlen. Das
Tiefenprofil hing ebenso stark von der Pulsenergie ab, wobei
der Neigungswinkel gemeinsam mit dieser Groe abnahm.
Gerade Seitenwinde konnten zusammen mit einer saubere-
ren Oberfliche und weniger Riickstinden erreicht werden,
was die Reinigungsprozedur nach dem Schneiden stark ver-
einfacht.['%

13. Zusammenfassung und Ausblick

In den letzten Jahren sind Doughnut-Moden (DMs) in
den Fokus des Interesses in verschiedenen Wissenschaftsbe-
reichen geriickt. Zahlreiche Techniken wurden zur Herstel-
lung ringformiger Strahlen entwickelt, von denen hier nur
einige vorgestellt werden konnten. IThre physikalischen Ei-
genschaften wurden eingehend untersucht, mit besonderem
Schwerpunkt auf ihrem Verhalten beim scharfen Fokussieren.
Diese grundlegenden Untersuchungen zeigten die auBerge-
wohnlichen Eigenschaften der DMs, die in vielféltiger Weise
ausgenutzt werden konnen. Beispielsweise erlaubt die Ein-
fithrung von DMs in die Lichtmikroskopie, Abbes beriihmte
Beugungsgrenze mithilfe der STED-Mikroskopie zu umge-
hen. In der spitzenverstirkten Nahfeldmikroskopie werden
scharfe Metallspitzen mit DMs spezieller Polarisation be-
leuchtet, sogenannten radial polarisierten DMs (RPDMs). So
konnen Plasmonenresonanzen in den Metallspitzen mit den
starken longitudinal polarisierten Feldern angeregt werden,
die durch scharfes Fokussieren dieser Moden erzeugt werden.

Im Schatten solch gut bekannter Anwendungen hat sich
eine Anzahl neuer Techniken entwickelt, die vor allem radial
und azimutal polarisiertes Licht verwenden. Diese Ansitze
werden hier vorgestellt und reichen von der Einfithrung
dieser Moden in verschiedene Methoden der Lichtmikro-
skopie und verwandte Techniken wie optische Fallen und
Pinzetten bis zu mikromechanischen Anwendungen.

In der konventionellen Lichtmikroskopie kann radial
polarisiertes Licht wegen seiner besonderen Eigenschaften
beim Fokussieren zur Verbesserung der lateralen Auflosung
eingesetzt werden. Dies ist jedoch nur ein Aspekt. Diese
Moden haben auch das Interesse von Forschern auf sich ge-
zogen, die auf dem Gebiet der Einzelmolekiilmikroskopie
und -spektroskopie aktiv sind. Aus grundlegender Sicht
konnen einzelne Molekiile dazu genutzt werden, die beson-
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dere Feldverteilung dieser Moden im Fokus abzubilden.
Kennt man die Feldverteilung, erhdlt man andererseits zu-
sétzliche Informationen iiber einzelne Molekiile wie z. B. ihre
Orientierung. In besonderen Fillen kann man sogar chemi-
sche Reaktionen auf Einzelmolekiilniveau beobachten.
Sowohl mit einer APDM als auch mit einer RPDM lassen sich
Informationen iiber die Orientierung einzelner Molekiile,
oder allgemeiner gesagt, einzelner Nanoobjekte, z. B. Edel-
metall- oder SiO,-Nanopartikel, erhalten. Natiirlich ist dies
nicht die einzige Technik, mit der Orientierungsinformatio-
nen zuginglich sind. Um die Moglichkeiten von DM in der
Lichtmikroskopie zu verdeutlichen und die Vorteile, die ihre
Einfiihrung mit sich bringt zu unterstreichen, haben wir auch
andere, gut etablierte Techniken zur Orientierungsbestim-
mung einzelner Molekiile, wie die defokussierte Abbildung
und polarisationsempfindliche Methoden, vorgestellt.

Ausgehend von einzelnen Molekiillen mogen einzelne
Nanoobjekte dennoch von allgemeinerem Interesse sein.
Azimutal und radial polarisiertes Licht ermoglicht dabei
wiederum Zugang zu zusétzlichen Informationen, die mit der
konventionellen Lichtmikroskopie nicht erhltlich sind. Bei-
spielsweise konnen Metallnanopartikel verschiedener Form
mithilfe von DMs unterschieden werden.

Die einzige Modifikation, die im Vergleich zu einem
konventionellen konfokalen Mikroskop nétig ist, ist die Mo-
denumwandlung, fiir die eine Anzahl geeigneter Techniken
verfiigbar ist, die hier zum Teil vorgestellt wurden. Der
technische Aufwand ist damit weitgehend vernachlassigbar.
Kiirzlich wurde iiber ein Laserrastermikroskop mit variabler
Laserpolarisation berichtet,!® das sicherlich fiir #hnliche
Experimente genutzt werden konnte und besonders fiir bio-
logische Proben geeignet erscheint. Solch ein System kann als
Prototyp eines kommerziell erhiltlichen Mikroskops be-
trachtet werden.

Auch weiterentwickelte Mikroskopietechniken wie die
Oberflichenplasmonenresonanzabbildung oder die Fre-
quenzverdopplungsmikroskopie profitieren von der Einfiih-
rung von DMs. Eng mit der Mikroskopie verwandte Techni-
ken wie optische Fallen und Pinzetten oder mikromechani-
sche Anwendungen fiir das industrielle Bohren und Schnei-
den von Metallen sind ebenso betroffen.

Man sollte auch in Betracht ziehen, dass sich dieser Auf-
satz vor allem mit RPDMs und APDMs erster Ordnung be-
schéftigt. Heutzutage werden auch DMs zweiter und dritter
Ordnung immer mehr entdeckt,**" was die optische Aufls-
sungsgrenze sogar noch weiter verbessern und vielseitige
neue Werkzeuge fiir die Nanotechnologie bieten konnte.
Beispielsweise konnte es moglich sein, durch Einstellen der
Eigenschaften einer fokussierten RPDM zweiter Ordnung
einen optischen Kifig zu erzeugen (eine zentrale dunkle
Region im Fokus, umgeben von einem starken elektrischen
Feldgradienten).??*402

Wir glauben, dass diese Anwendungen nur der Anfang
einer langen Reihe zukiinftiger Techniken sind, die die
giinstigen Eigenschaften von DMs ausnutzen, so wie diese
Strahlen immer mehr ins Bewusstsein der Fachwelt riicken.
Obwohl die meisten hier vorgestellten Anwendungen in
Bezug zur Mikroskopie stehen, zeigen die erreichten Ergeb-
nisse bereits Wege in viele Richtungen und sind &uflerst
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vielversprechend fiir die nédchsten Jahre. DMs stellen Ver-
bindungen zwischen den verschiedensten Bereichen der
Wissenschaft her, die normalerweise als weit voneinander
entfernt gelten. Diese Verbindungen reichen von der reinen
Optik und Lichtmikroskopie iiber das weite Feld der Nano-
technologie bis zur industriellen Anwendung des Metall-
schneidens.

Wir zeigen in diesem Aufsatz, dass das Eis gebrochen ist
und wir heute den Anfang eines Prozesses erleben, der eine
regelrechte Lawine neuartiger Anwendungen und Erkennt-
nisse auslosen konnte.

Unser Dank gilt Frank Wackenhut fiir unterstiitzende Expe-
rimente und anregende Diskussionen. Ebenso danken wir der
Deutschen Forschungsgemeinschaft DFG und der Landes-
stiftung Baden-Wiirttemberg fiir die finanzielle Unterstiitzung.
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