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MOTIVATION

Die Positionsbestimmung und Bahnverfolgung einzelner Partikel eroffnet
die Moglichkeit, dynamische Prozesse auf Langenskalen von Millimetern
bis unterhalb von Nanometern abzubilden. Insbesondere mit Blick auf An-
wendungsgebiete in der Biochemie, wo relevante Prozesse auf molekularer
Ebene hohe raumliche und zeitliche Auflésungen erfordern, sind in den
letzten Jahrzehnten zahlreiche neue optische Methoden entwickelt worden.
Sowohl fluoreszente als auch phasenverschiebende und lichtstreuende Mar-
ker werden verwendet, um die Bewegung molekularer Proben sichtbar zu
machen. Einige Techniken erlauben Ortsauflésungen weit unterhalb der
Beugungsgrenze sichtbaren Lichts [1-3], wodurch Einblicke in die Mechanik
einzelner biologischer Molekiile gewonnen werden konnen [4-6]. Zum Bei-
spiel wurde direkt beobachtet, dass sich das Motorprotein Kinesin mit 8 nm
groken Schritten an Proteinfilamenten des Zytoskeletts, den Mikrotubuli,
entlang bewegt [7-9]. Sogar die 0,37 nm groRen Schritte der Bewequng von
RNA-Polymerase an der DNA entlang konnten aufgelost werden [10].

In der Praxis wird die Orts- und Zeitauflosung der Bahnverfolgung von
Partikeln durch verschiedene Faktoren wie die begrenzte zur Verfiigung ste-
hende Photonenrate oder die mechanische Instabilitat des optischen Aufbaus
und der Probe selbst beschrankt. Diesen limitierenden Aspekten kann auf
verschiedene Weise begegnet werden, zum Teil mit hohem experimentellen
Aufwand: Die begrenzte Strahlungsleistung, die von dem zu verfolgenden
Partikel emittiert wird, beschrankt die mittlere Anzahl der Photonen, die in-
nerhalb eines festen Zeitfensters zu einem Einzelbild beitragen. Hierin liegt
eine prinzipielle Grenze fiir die Genauigkeit der Objektlokalisierung [11].
Durch die Wahl einer geeigneten Bildwiederholrate muss ein angemesse-
ner Kompromiss zwischen Orts- und Zeitauflosung gefunden werden. Diese
Einschrankung wird besonders bei der Bahnverfolgung einzelner Fluores-
zenzmolekiile deutlich, die eine begrenzte Photonenabstrahlrate besitzen. Im
Fall lichtstreuender Partikel gibt es keine prinzipielle Begrenzung fiir die
emittierte Strahlungsleistung, da die Anzahl der gestreuten Photonen pro-
portional zur Intensitat der Beleuchtung ist. Obwohl die Strahlungsleistung
des gestreuten Lichts stark von der Partikelgroke abhangt, konnten bereits
Goldpartikel mit einem Durchmesser von nur 10 nm in einem Zeitfenster
von etwa einer Mikrosekunde detektiert werden [12]. Hohe Zeitauflosun-
gen konnen entweder mit Hilfe von Hochgeschwindigkeitskameras oder -
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was wesentlich kostengiinstiger ist - durch die Verwendung nur weniger
Detektionskandle mit hoher Bandbreite erreicht werden [13, 14]. GroRere
Partikel streuen mehr Licht und ermoglichen daher als Marker an einer
biologischen Probe eine hohe Orts- und Zeitauflosung. Jedoch lasst die oft-
mals flexible Verbindung zur Probe eine relativ freite Bewegung des Markers
innerhalb eines begrenzten Volumens zu. Die thermische Bewequng des
Markers verschlechtert somit die Genauigkeit der Probenlokalisierung. Eine
optische Pinzette kann dazu verwendet werden, den Marker festzuhalten
und dessen thermische Bewegung zu unterdriicken. Gleichzeitig ermoglicht
dies die gezielte Anwendung und Messung von Kraften [15-17]. Hier tut
sich eine neue Fehlerquelle auf: Die Position der optischen Pinzette in
der Objektebene kann sich aufgrund der thermischen Ausdehnung, die das
fokussierende Objektiv durch die hohe Strahlungsleistung des Lasers er-
fahrt, um mehrere hundert Nanometer verschieben. Um die Punktstabilitat
einer optischen Pinzette dennoch zu gewahrleisten, haben Mahamdeh et.
al. ein Objektiv mit Temperaturfiihlern und Heizfolien versehen, um dessen
Temperatur auf Schwankungen von weniger als 1 mK zu stabilisieren [18].
Weiterhin haben Abbondanzieri et. al. ein Mikroskop in einen abgedichteten,
mit Helium gefiillten Kasten eingeschlossen, um Fluktuationen der Position
der optischen Pinzette zu minimieren, die auf Luftziige und Dichteschwan-
kungen zuriickzufiihren sind [10]. Der Drift des Objekttischs kann dadurch
kompensiert werden, dass in der Objektebene fixierte Marker verfolgt werden
und deren Bewegung nachtraglich von der gemessenen Bewegung der Probe
subtrahiert oder dariiber der Objekttisch aktiv stabilisiert wird [19]. Eine an-
dere Moglichkeit besteht darin, den gesamten Messaufbau von thermischen
Fluktuationen zu entkoppeln, indem der Aufbau vollstandig automatisiert
und in einem separaten Raum platziert wird [18].

In dieser Arbeit wird eine neue Methode vorgestellt, die ,differentielle
interferometrische Partikelverfolgung”. Sie kombiniert einen relativ sim-
plen Messaufbau mit hoher Orts- und Zeitauflosung und einer inharenten
Eliminierung des Mikroskopdrifts aus den Messwerten. Die differentielle
interferometrische Partikelverfolgung basiert auf der Interferenz zwischen
dem Streulicht eines Testpartikels und eines in der Objektebene fixierten
Referenzpartikels. Dazu wurde ein aufrechtes Mikroskop mit einer Laserdun-
kelfeldbeleuchtung ausgestattet und ein kompaktes Mach-Zehnder-&hnliches
Interferometer auf den Kameraausgang des Mikroskops montiert. Das Interfe-
renzsignal, das die Information iiber die eindimensionale Partikelbewegung
enthalt, wird mit zwei Avalanche-Photodioden gemessen. Dadurch ist diese
Messanordnung bei geeigneter Auswertung der Messwerte unempfindlich
gegen Fluktuationen der Laserleistung. Um die Leistungsfahigkeit dieser
Methode zu demonstrieren, wurde die Bewegung von Kinesin an Mikrotu-
buli entlang gemessen. Polystyrolkiigelchen mit einem Durchmesser von
0,5 pm dienten als Markierung der Kinesinmolekiile. Die typischen 8 nm
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groRen Schritte konnten ohne Verwendung einer optischen Pinzette deutlich
aufgelost gemessen werden.






METHODEN ZUR PARTIKELLOKALISIERUNG

In diesem Kapitel wird ein Uberblick iiber bereits etablierte Me-
thoden zur Partikellokalisierung gegeben. Die Auswahl und Rei-
henfolge der vorgestellten Techniken soll verdeutlichen, dass der
Ubergang von der Abbildung zur Interferometrie flieBend ist, wenn
es um die Lokalisierung kleiner Objekte in der Grékenordnung der
Wellenlinge des Lichts geht. Im ersten Abschnitt des Kapitels wird
zundchst auf prinzipielle Grenzen der Genauigkeit der optischen
strukturellen Abbildung und der Objektlokalisierung eingegangen.

2.1 UBERGANG VON DER ABBILDUNG ZUR LOKALISIERUNG

Das Auflosungsvermdogen abbildender optischer Instrumente ist durch den
Wellencharakter und die daraus resultierende Beugung des Lichts begrenzt.
Das Licht punktformiger Strahler wird nicht wieder als Punkt abgebildet,
sondern als flachiges Beugungsmuster, dessen Groe von der Wellenlange A
des Lichts und der numerischen Apertur NA des abbildenden Linsensystems
abhangt. Die kreisférmige Blende einer Linse oder eines Mikroskopobjektivs
erzeugt als Bild einer Punktlichtquelle ein Airy-Scheibchen [20], bestehend
aus einem zentralen Intensitatsmaximum und mehreren nach aufen hin
schwacher werdenden umliegenden Ringen. Zur Quantifizierung des Auflo-
sungsvermogens eines optischen Instruments kann das Rayleigh-Kriterium
herangezogen werden, welches besagt, dass zwei punktformige Strahler
mit dem Abstand Ax gerade noch getrennt voneinander dargestellt werden
konnen, wenn das zentrale Beugungsmaximum des einen Strahlers in das
erste Beugungsminimum des anderen Strahlers fallt. Fiir nicht koharent
strahlende Punktlichtquellen gilt dann die Abbesche Auflésungsgrenze eines
Mikroskops
Ao

Ax =0,61- — 2.1
X ! NA ( )

als minimaler Abstand zwischen zwei aufgeldst abbildbaren Punkten [21]. Mit
der konventionellen Lichtmikroskopie konnen somit Strukturen, die kleiner



METHODEN ZUR PARTIKELLOKALISIERUNG

als 200 nm sind, nicht mehr aufgelost werden. Neuartige Ansatze wie die
STED-Mikroskopie [22, 23] erzielen héhere Auflosungen durch Ausnutzung
nichtlinearer Eigenschaften fluoreszierender Marker.

Die Lokalisierung von Objekten muss grundsatzlich von der strukturellen
Abbildung unterschieden werden. Die Genauigkeit optischer Positionsbe-
stimmungen ist nicht prinzipiell durch die Beugung des Lichts limitiert.
So kann die laterale Position eines punktformigen Strahlers mit einem
abbildenden System im Prinzip beliebig genau ermittelt werden, da der
Mittelpunkt des entstehenden - rauschfreien - Beugungsscheibchens trotz
seiner endlichen Ausdehnung prazise bestimmt werden kann (Abschnitt 2.2).
Beschrankt wird die Genauigkeit solch einer Positionsbestimmung durch
Rauschen, das die Messung iiberlagert. Als intrinsische Grenze ist dabei
das Schrotrauschen des Lichts zu nennen, das auf die Quantisierung des
elektromagnetischen Felds in einzelne Photonen und deren voneinander
unabhangiges Eintreffen am Detektor zuriickzufiihren ist. Die ultimative
Grenze fir die Genauigkeit der Positionsbestimmung eines Objekts wird
durch die Heisenbergsche Unscharferelation

AxDpx > 1h/2 (2.2)

beschrieben [2, 24-26]. Dabei ist h das Plancksche Wirkungsquantum. Bet
einer Positionsbestimmung eines Objekts mit nur einem Photon kann die
Unscharferelation so interpretiert werden, dass Ap, die Unscharfe der Impuls-
komponente in x-Richtung darstellt, die dem Photon durch den Streuprozess
(oder einen anderen Wechselwirkungsmechanismus) mit dem Objekt und die
anschlieBende Winkelbegrenzung durch die Aperturblende der optischen
Komponenten aufgepragt wird. Ax ist dann die Ortsunscharfe, mit der das
Photon und somit auch dessen Ursprungsort lokalisiert werden kann. Diese
Betrachtungsweise steht im Einklang mit der Beugungsbegrenzung abbil-
dender optischer Systeme, bei der die numerische Apertur des Objektivs die
Impulsunscharfe der Photonen in lateraler Richtung bestimmt (Gleichung 2.1).
Das Beugungsmuster stellt in diesem Fall die Wahrscheinlichkeitsdichte dar,
ein Photon in einem bestimmten Flachenelement der Bildebene zu detek-
tieren. Eine entsprechende Lokalisierung mit N voneinander unabhangigen
Photonen reduziert die Ortsunscharfe um einen Faktor 1/v/N 1.

Streng genommen muss noch beriicksichtigt werden, dass auch dem zu lokalisierenden
Objekt von jedem gestreuten Photon eine gewisse Impulsunscharfe aufgepragt wird, die
zu einer Bewegung und somit nach einer gewissen verstrichenen Zeit wieder zu einer
Ortsunschérfe fiihrt. Dieser Effekt vergrofert sich mit zunehmender Photonenzahl und wirkt
der Verbesserung der Ortsauflosung entgegen, die bei hohen Intensitaten durch Zunahme
des Signal-Rausch-Verhéltnisses zu erwarten ist. Dies fiihrt zu einer ultimativen Grenze
der Genauigkeit, mit der ein freies Objekt lokalisiert werden kann, Ax = (2hr/m)1/2, die
nur von der Masse m des Objekts und der Messdauer 7 abhéngt [27-29].
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Die Position einer einzelnen Punktlichtquelle, z.B. eines fluoreszierenden
Molekiils, kann mit einem abbildenden Instrument sehr prazise bestimmt wer-
den, indem der Mittelpunkt des abgebildeten Beugungsscheibchens ermittelt
wird. Dies kann z.B. durch Berechnung des Schwerpunkts geschehen, oder
aber, was sich oft als praziser herausstellt, durch Anpassen einer Funktion,
die der Punktspreizfunktion (PSF) des abbildenden Systems ahnlich ist [30].
Hierzu bietet es sich an, eine Gaukfunktion mit der Methode der kleinsten
Quadrate an das gemessene Beugungsscheibchen anzupassen. Als Schatzpa-
rameter werden unter anderem die Koordinaten des Mittelpunkts bestimmt,
die die Position der Punktlichtquelle reprasentieren. Die dabei erzielte
Genauigkeit liegt deutlich unterhalb der Abbeschen Auflosungsgrenze und
wird durch die Groke des Beugungsscheibchens und das Rauschen bestimmt,
das die Messung tiberlagert [11, 31]. Ist das Schrotrauschen der detektierten
Photonen die dominierende Rauschkomponente, so ist die Unsicherheit, mit
der die Partikelposition bestimmt werden kann,

2 a?2/12  8xoh2
b=y T+ L+ T n (23)
apN VN

a, ist die Seitenlange der quadratischen Pixel, b das mittlere Hintergrundsi-
gnal pro Pixelflache. Die Naherung gilt fiir vernachlassigbar kleine a, und b.
o ist die Standardabweichung der GauRfunktion, die der PSF angepasst
wird und entspricht in etwa der Halfte der Abbeschen Auflosungsgrenze
des abbildenden Systems. Gleichzeitig ist dies die Unscharfe einer Positi-
onsbestimmung, zu der nur ein einziges Photon beitragt. Die Abhangigkeit
Ax o< N=1/2 kommt dadurch zustande, dass bei einer Messung mit N von-
einander unabhangigen Photonen Ax als Standardfehler des arithmetischen
Mittels von N einzelnen Messungen betrachtet werden kann. Die Zunahme
der Bildqualitat, und somit der Genauigkeit einer Positionsrekonstruktion,
mit steigender Photonenzahl wird in Abbildung 2.1 verdeutlicht. Hier sind
sechs Bilder eines fluoreszierenden Partikels dargestellt. Die Bilder mit
groReren Photonenzahlen wurden durch nachtragliche Uberlagerung von
jeweils 2, 4, 8, 16 oder 32 Einzelbildern konstruiert. Durch Anpassen einer
GauBfunktion mit dem Scheitelwert als Schatzparameter wurde die Zahl N
der beteiligten Photonen bestimmt.

Beispiel 1: FIONA

Die Positionsbestimmung einzelner fluoreszierender Molekiile mit geringer
Messunscharfe Ax im Nanometerbereich kann genutzt werden, um funktio-
nelle Details von Proteinen auf molekularer Ebene zu untersuchen. Yildiz
et. al. haben die Mittelpunktsbestimmung von Beugungsscheibchen (FIONA,
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Abbildung 2.1: Zunahme der Bildqualitat, und somit der Genauigkeit einer Posi-
tionsbestimmung, eines fluoreszierenden Partikels mit steigender
Anzahl N der beteiligten Photonen. Aus [11].

,fluorescence imaging with one-nanometer accuracy”) dazu verwendet, die
Bewegung des Motorproteins Myosin-V, das sich durch ATP-Hydrolyse
entlang des Filaments Aktin bewegt, zu messen und den Mechanismus,
der hinter der in Schritten erfolgenden Bewegung steckt, aufzudecken [4].
Dazu wurde ein Myosin-V-Molekil mit einem einzelnen Fluoreszenzmolekiil
markiert. Mit einer gekiihlten CCD-Kamera mit hoher Quantenausbeute und
geringem Rauschen wurden in vitro fluoreszenzmikroskopische Videos des
wandernden Motorproteins mit einer Bildwiederholrate von 2 Hz aufgenom-
men. Dieses relativ groBe Zeitfenster ist der limitierten Photonenemissi-
onsrate des Fluoreszenzmolekiils geschuldet. Eine entsprechend niedrige
Schrittrate des Myosin-V wurde durch eine geringe ATP-Konzentration in
der umgebenden Losung erreicht. Die Position des Fluoreszenzmolekiils
wurde fiir jedes Einzelbild durch Anpassen einer Gaukfunktion an dessen
Bild bestimmt. Zur Entstehung jedes Einzelbildes des Fluoreszenzmolekiils
trugen jeweils etwa 5000 bis 10000 Photonen bei. Die Standardabweichung
o der an die PSF angepassten Gaukfunktion betrug etwa 125 nm. Diese
Werte ergeben mit Gleichung 2.3 eine Ortsunscharfe Ax von 1,3 nm bis 1,8
nm. Unter Beriicksichtigung des Hintergrundrauschens und der endlichen
Pixelgroke des CCD-Sensors konnten Ortsunscharfen von Ax = 3 nm er-
reicht werden. Die einzelnen, im Mittel 37 nm groken Schritte, mit denen
sich das als Dimer vorliegende Myosin-V am Aktin entlang bewegt, sind in
den gemessenen Pfaden somit deutlich sichtbar (Abbildung 2.2). Die genaue
GroRe der einzelnen Schritte wurde bestimmt, indem der Mittelwert der
Positionen der einzelnen Plateaus berechnet wurde.

Das Fluoreszenzmolekiil wurde an den Bereich der leichten Kette des
Muyosin-V im Abstand 0 von der Mitte des Motorproteins befestigt (Ab-
bildung 2.3). Fiir verschiedene Modelle des Fortbewegungsmechanismus
ergeben sich dadurch unterschiedliche Voraussagen fiir die zu messende
Schrittsequenz. Bel einer ,raupenartigen” Bewegung [32] ist fiir jeden ge-
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Abbildung 2.2: Zwet durch Anpassen einer Gaukfunktion an die PSF gemessene
Pfade eines an die leichte Kette eines Myosin-V-Molekiils gebunde-
nen Fluoreszenzmolekiils. Die Ortunschéarfe betragt Ax =~ 3 nm, die
Bildwiederholrate liegt bei 2 Hz. Anstelle der bekannten Schrittwei-
te des Myosin-V von 37 nm werden neben 74 nm groken Schritten
(entsprechen zwei Schritten innerhalb eines Messintervalls) ab-
wechselnd 23 nm und 52 nm groRke Schritte gemessen (Histogramm).
Dieser Befund deutet auf eine ,hangelnde” Bewegung des Motor-
proteins hin. Nach [4].

messenen Schritt die einheitliche Groke von 37 nm zu erwarten, wohingegen
bei einer ,hangelnden” Bewegung [33-35], bei der immer ein Kopf nach
dem anderen vorgesetzt wird, eine Abfolge mit abwechselnd (37 —20) nm
und (37 + 20) nm groBen Schritten erwartet wird. Dank der hohen Ortsauf-
losung konnte tatsachlich die Beobachtung gemacht werden, die auf eine
~hangelnde” Bewegung schlieRen lasst. So wurden unter anderem Pfade
gemessen, die abwechselnd 52 nm und 23 nm groke Schritte zeigen (Abbil-
dung 2.2). Die hochprazise Lokalisierung von Fluoreszenzmolekiilen durch
Mittelpunktsbestimmung der Beugungsscheibchen wurde in diesem Fall
dazu genutzt, den Bewegungsmechanismus des Myosin-V-Aktin-Komplexes
zu bestimmen.

Beispiel 2: PALM | STORM

Die geringe Ortsunscharfe bei der Positionsbestimmung einzelner Fluo-
reszenzmolekiile kann auch zur hochauflésenden Abbildung genutzt wer-
den [36]. Um eine groBe Detailtreue des Bilds zu ermdglichen, miissen
die Farbstoffmolekiile mdglichst dicht an der abzubildenden Probe haf-

1
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Erwartete SchrittgroBen der Bewegung eines Myosin-V-Molekiils
am Proteinfilament Aktin entlang bei den beiden mdglichen Me-
chanismen ,hangelnd” und ,raupenartig”. Das Fluorszenzmolekiil
ist im Abstand 0 von der Mitte des Myosin-V an dessen leichte
Kette gebunden. Bei einer hangelnden Bewegung werden Schritt-
groBen des Fluoreszenzmolekiils von abwechselnd (37 —20) nm
und (37 + 20) nm erwartet, eine raupenformige Bewegung liefert
durchgehend 37 nm groRe Schritte. Nach [4].

Abbildung 2.4:

Aufnahme eines Lysosoms. (A): Konventionelles fluoreszenzmikro-
skopisches Bild. (B): Mit PALM aufgenommenes Bild desselben
Objekts. Details in der GroRBenordnung von 10 nm sind zu erkennen.
Aus [37].
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ten. Einzelne Marker konnen jedoch nur dann prazise lokalisiert werden,
wenn sich die Beugungsscheibchen der einzelnen Punktlichtquellen nicht
tiberlagern. Um dieses Problem zu umgehen, nutzen die Methoden PALM
(Photoactivated Localization Microscopy [37, 38]) und STORM (Stochastic
Optical Reconstruction Microscopy [39]) das sequenzielle Schalten ein-
zelner photoaktivierbarer fluoreszierender Proteine, um dicht beieinander
befindliche Punktlichtquellen nacheinander abzubilden und prazise zu loka-
lisieren. Diese Farbstoffe konnen sich in einem aktivierten oder in einem
deaktivierten Zustand befinden. Nur im aktivierten Zustand sind sie fluo-
reszent. Durch Licht einer geeigneten Wellenlange kdnnen wenige, zufallig
ausgewahlte Proteine aktiviert werden, die dann mit Licht einer anderen
Wellenlange zur Fluoreszenz angeregt werden und so lange zur Belichtung
eines Bilds beitragen, bis sie irreversibel ausgebleicht sind. Sofern sich die
Beugungsscheibchen der zu einem Zeitpunkt aktivierten Farbstoffmolekii-
le nicht iiberlagern, konnen sie jeweils mit hoher Genauigkeit lokalisiert
werden. Der Vorgang der Aktivierung und Abbildung einiger weniger Fluo-
reszenzmolekiile wird so lange wiederholt, bis alle Marker ausgebleicht sind.
Die nachtragliche Uberlagerung samtlicher so erhaltener Farbstoffpositionen
ergibt ein hochaufgeldstes Bild der Probe, dessen Aufnahme durch das se-
quenzielle Auslesen der Fluoreszenzproteine mehrere Stunden dauern kann.
Mechanischer Drift kann durch die simultane Positionsbestimmung unbe-
weglicher Markierungen in der Objektebene und nachtragliche Subtraktion
derer Bewegung von den gemessenen Positionen der Fluoreszenzproteine
korrigiert werden. Abbildung 2.4 zeigt den Vergleich einer solchen Aufnahme
(B) mit einem konventionellen fluoreszenzmikroskopischen Bild (A) derselben
Probe. Es handelt sich um ein Lysosom, ein Zellorganell, bei dem bestimm-
te Transmembranproteine mit fluoreszierenden Proteinen markiert worden
sind. Details in der Grokenordnung von 10 nm sind zu erkennen, die in der
konventionellen fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme verborgen bleiben.

2.3 PARTIKELLOKALISIERUNG MIT EINER QUADRANTENPHOTODIODE

Fir die hochgenaue Lokalisierung eines Objekts ist nicht unbedingt ein
Kamerasensor mit mehreren tausend Pixeln erforderlich. Die Information
iiber die Bewegung eines Partikels kann bereits mit wenigen Detektions-
kandlen, z.b. mit einer geteilten Photodiode, gewonnen werden. Der Vorteil
im Vergleich zu Kamerasensoren ist ein relativ einfacher Zugang zu hohen
Zeitauflosung, vorausgesetzt, die zur Verfiigung stehende Strahlungsleis-
tung ist ausreichend grok. So wurden, vor allem im Zusammenhang mit
optischen Pinzetten, zahlreiche Methoden entwickelt, die eine Quadran-
tenphotodiode (QPD) zur Positionsbestimmung eines Objekts nutzen. Bei
diesen verschiedenen im Folgenden vorgestellten Ansatzen wird besonders
gut der flieRende Ubergang von der Abbildung zur Interferometrie deutlich.
Bei den zu lokalisierenden Markern handelt es sich zumeist um dielektrische
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Abbildung 2.5: Verschiedene Lokalisierungsmethoden mit geteilten Photodi-

oden. (A):

Direkte Abbildung auf eine Quadrantenphotodiode

(QPD). (B): Abbildung der hinteren Brennebene (HBE) auf eine
QPD. (C): Partikellokalisation mit Hilfe eines Optical-Trapping-
Interferometers. PD1, PD2: Photodioden; PST: Polarisierender
Strahlteiler; A/4-Plattchen; WP: Wollaston-Prisma. Im grau hin-
terlegten Kasten ist die jeweilige Polarisationsrichtung des Lichts

dargestellt.



2.3 PARTIKELLOKALISIERUNG MIT EINER QUADRANTENPHOTODIODE

Partikel mit einem Durchmesser von etwa 1 um, die sich zum einen leicht
mit optischen Pinzetten einfangen lassen und die zum anderen einen groken
Streuquerschnitt besitzen, sodass das Streulicht eine wesentlich hohere
Strahlungsleistung hat als das Fluoreszenzlicht vergleichbarer gefarbter
Partikel.

Abbildung auf eine geteilte Photodiode

Die naheliegendste Art, die Position und die Bewegqung eines Partikels
mit einer geteilten Photodiode zu messen, besteht darin, das Partikel als
vergroertes Beugungsscheibchen auf die Schnittstelle zwischen den ein-
zelnen Photodiodensegmenten abzubilden. Das differentielle Auslesen der
Photostrome der gegeniiberliegenden Segmente liefert ein Mak fiir die
Verschiebung des Beugungsscheibchens auf der Sensorflache. Innerhalb
einer gewissen Reichweite der Bewequng ist diese Differenz proportional
zur Verschiebung der Punktlichtquelle. Dieses Prinzip wurde erstmals von
Kamimura angewendet, um die Bewegung von Polystyrolkiigelchen mit einem
Durchmesser von 1 pm mit einer Genauigkeit von ca. 1 nm zu messen [1].
Dazu wurde das vergroRerte Bild eines Partikels auf die Kante eines pris-
menférmigen Spiegels projiziert, sodass zwei Halbbilder entstanden und
deren Strahlungsleistung jeweils von einer Photodiode erfasst wurde. Trifft
das Bild die Kante des Prismenspiegels genau mittig, so sind die beiden
Halbbilder identisch und die Differenz der Photostrome der beiden Pho-
todioden ist null. Verschiebt sich jedoch das Partikel und somit dessen
Bild, lasst sich das an einer wachsenden Differenz der Photostrome ablesen.
Anstelle des prismenformigen Spiegels kann das Bild des Partikels auch
direkt auf zwei eng beieinanderliegende Photodioden projiziert werden [40].
Die Verwendung einer QPD erlaubt die Bewegungsmessung in zwei Di-
mensionen [3, 41-43], indem die vier Segmente paarweise die Position in x-
und y-Richtung liefern (Abbildung 2.5A). Die Beleuchtung kann auf unter-
schiedliche Weise geschehen, z.B. als konventionelle Hellfeldbeleuchtung
mit der mikroskopeigenen Wolfram-Halogenlampe. Da auf diese Weise nur
vergleichsweise geringe Strahlungsintensitaten in der Objektebene erzeugt
werden konnen, ist die erzielbare Zeitauflosung der Messsignale durch
das Schrotrauschen der Photonen dementsprechend stark begrenzt. Da der
Kontrast bei Hellfeldabbildungen kleiner Partikel gering ist, bietet sich
eine Dunkelfeldanordnung an [6]. Hohere Intensitaten konnen mit Bogen-
lampen oder mit Laserbeleuchtung erzielt werden, wobei hier zu beachten
ist, dass Bogenlampen weniger stabil sind und Laserbeleuchtung Probleme
wie ungewollte Interferenz und Specklemuster mit sich bringen kann.
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Abbildung der hinteren Brennebene

Alternativ zu einer Abbildung der Objektebene auf einen Detektor haben
Visscher et. al. eine QPD in der hinteren Brennebene (HBE) bzw. in einer
zu ihr konjugierten Ebene platziert [44] (Abbildung 2.5B). Das Muster in der
HBE resultiert aus der Interferenz zwischen dem ungestorten beleuchtenden,
fokussierten Lichtstrahl und dem an dem Partikel gestreuten Licht [45].
Dieses Muster stellt die Winkelverteilung des Lichts dar, das den Fokus
passiert und ist im Gegensatz zu einer Abbildung des Partikels unabhangig
von der tatsachlichen Position des Fokus in der Objektebene. Vielmehr wird
hierbet die Position des Partikels relativ zum Fokus des beleuchtenden
Lichtstrahls gemessen. Dient dieser Fokus gleichzeitig als optische Pinzette,
so kann diese zur Manipulation der Probe frei bewegt werden - zumindest
innerhalb einer gewissen Reichweite - ohne, dass die Position der QPD
entsprechend nachjustiert werden muss.

2.4 OPTICAL-TRAPPING-INTERFEROMETER

Eine weitere nichtabbildende Methode zur Positionsmessung von Partikeln
wurde von Denk et. al. vorgestellt und basiert auf der Differentialinterferenz-
kontrast- (DIK-) Mikroskopie [2]. Hierbei wird ein Laserstrahl, bevor er auf
die Probe fokussiert wird, mit einem Wollaston-Prisma in zwei orthogonal
polarisierte Teilstrahlen getrennt (Abbildung 2.5C). Diese beiden Strahlen
formen in der Objektebene zwei beugungsbegrenzte Brennpunkte, die sich
teilweise liberlappen und gemeinsam die optische Pinzette bilden. Die Strah-
len werden nach Verlassen der Probe an einem zweiten Wollaston-Prisma
wieder tiberlagert. Diese Anordnung bildet somit ein Zweistrahlinterfero-
meter, dessen Ausgang empfindlich auf Phasenschiibe in einem der beiden
Interferometerarme ist. In der Fachliteratur ist diese Messanordnung unter
dem Namen ,Optical-Trapping-Interferometer” bekannt. Ist kein Partikel in
der optischen Pinzette, oder befindet sich eines genau in deren Zentrum, so
ist die lineare Polarisation des Strahls hinter dem zweiten Wollaston-Prisma
die gleiche wie in dem Ausgangsstrahl vor dem ersten Wollaston-Prisma.
Befindet sich jedoch ein phasenverschiebendes Partikel dezentriert in der
Falle, so wird ein Teilstrahl in der Objektebene starker dephasiert als der
andere, was eine elliptische Polarisierung des rekombinierten Strahls zur
Folge hat, die mit Hilfe eines A/4-Pléttchens, eines geeignet angeordneten
polarisierenden Strahlteilers und zwei Photodioden leicht gemessen werden
kann. Innerhalb einer gewissen Reichweite der Partikelpositionen ist das
gemessene Differenzsignal der beiden Photodioden proportional zur Parti-
kelposition. Mit dieser Methode konnten Svoboda et. al. erstmalig die 8 nm
groBen Schritte des Kinesin-Mikrotubulus-Komplexes beobachten [7].
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MESSPRINZIP UND EXPERIMENTELLER AUFBAU

Die hier vorgestellte Messmethode der differentiellen interferome-
trischen Partikelverfolgung beruht auf der Interferenz zwischen den
gestreuten Lichtstrahlen’ eines Referenzpartikels und eines Test-
partikels. Die Phasenbeziehung zwischen den beiden Lichtstrahlen
wird im Interferenzbild in eine Strahlungsintensitdt’ transformiert,
wodurch sie beobachtbar wird und experimentell leicht zugédnglich
ist. Bei geeigneter geometrischer Anordnung des Messautbaus
ist die Phasenbeziehung sehr empfindlich gegeniiber Anderungen
des Abstands der beiden Partikel. Das Referenzpartikel ist in der
Objektebene fixiert und das gemessene Interferenzsignal enthdlt
Informationen (iber die relative Beweqgung des Testpartikels zur
Referenz. Auf diese Weise werden Drifteffekte eliminiert, die auf
beide Partikel gleichermafen wirken.

In diesem Kapitel wird das Prinzip und die experimentelle Imple-
mentierung der differentiellen interferometrischen Partikelverfol-
gung vorgestellt.

Das Herzstiick des Messaufbaus bildet ein aufrechtes Lichtmikroskop
(Olympus BX51, Abbildungen 3.1 und 3.2), das durch eine Laserdunkelfeld-
beleuchtung und ein kompaktes Interferometer am Kameraausgang erweitert
worden ist. Zwei Avalanche-Photodioden (APD) messen die Interferenzsigna-
le an den Ausgangen des Interferometers. Um mechanische Schwingungen
zu minimieren, befindet sich der gesamte optische Aufbau auf einem pneu-
matisch gelagerten optischen Tisch (Newport RS4000). Das Mikroskop
ist in einem abgedunkelten Plexiglaskasten vor Luftziigen geschiitzt. Der

Hier sind nicht Lichtstrahlen im Sinne der geometrischen Optik gemeint, also Trajekto-
rien klassischer Lichtteilchen, sondern raumlich begrenzte Wellen wie im Konzept des
GauRstrahls.

Als ,Strahlungsleistung” wird im Folgenden die Energie bezeichnet, die pro Zeiteinheit
von einer elektromagnetischen Welle transportiert wird. Die Strahlungsleistung der elek-
tromagnetischen Welle, die auf eine Oberflache trifft, wird, bezogen auf die GroRe dieser
Flache, ,Strahlungsintensitat” genannt.
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Mikroskopkasten

i - . 8 Eiﬁkoppeleinheit
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Abbildung 3.1: Versuchsaufbau auf pneumatisch gelagertem optischen Tisch. Der
Laser wird zunachst in eine Singlemode-Glasfaser eingekoppelt und
so in den Mikroskopkasten geleitet, wo er als Dunkelfeldbeleuchtung
eingesetzt wird. Multimode-Glasfasern leiten das Interferenzlicht in
die Detektoreinheit, wo es von Avalanche-Photodioden gemessen
wird.

Laser fiir die Dunkelfeldbeleuchtung und die Detektoren zu Messung der
Interferenzsignale befinden sich auRBerhalb des Kastens. Uber Glasfasern
werden die jeweiligen Lichtstrahlen in diesen hinein bzw. von diesem heraus
geleitet.

3.1 BELEUCHTUNG

Als Lichtquelle dient ein frequenzverdoppelter Nd:YAG-Laser (Coherent
Verdi V-10) mit Vakuumwellenlange Ag = 532 nm, dessen Licht in eine
Singlemode-Glasfaser eingekoppelt und in den Mikroskopkasten geleitet
wird. Dort miindet das Glasfaserkabel in die Beleuchtungseinheit (Abbildung
3.3), die im Wesentlichen aus einer Kollimatorlinse und einer aspharischen
Sammellinse mit numerischer Apertur NA=0,13 besteht. Hierdurch wird das
Laserlicht im Abstand der Brennweite f = 22 mm hinter der Sammellinse
auf einen beugungsbegrenzten Bereich von wenigen Mikrometern fokussiert.
Die Beleuchtungseinheit wird seitlich vom Obijekttisch platziert, sodass der
Laserstrahl die Objektebene schrag von der Seite trifft und in deren Nahe
fokussiert ist. Um diese Anordnung erst zu ermoglichen, wird ein Objek-
tiv (Olympus LM Plan FL BD; 50x; NA 0,50) mit grokem Arbeitsabstand
(10.6 mm) verwendet. Die optischen Achsen des Laserstrahls und des Mikro-



3.1 BELEUCHTUNG

Abbildung 3.2: Aufrechtes Lichtmikroskop mit Laserdunkelfeldbeleuchtung und kom-

Singlemode-
Glasfaserkabel

Abbildung 3.3:

pakter Interferometereinheit auf dem Kameraausgang. Der Teil des
Strahlengangs, der sich an das Interferometer anschliet (bis zur
Einkopplung in die Multimode-Glasfasern), befindet sich auf einem
Geriist aus Aluminiumprofilrohren. Ein abgedunkelter Plexiglaskas-
ten schiitzt diesen Teil des Aufbaus vor Luftziigen.

asphdrische
Sammellinse

Beleuchtungseinheit mit eingezeichnetem Strahlengang. Der kolli-
mierte Laserstrahl wird von der aspharischen Sammellinse fokussiert.
Der Brennpunkt befindet sich im Abstand von 22 mm hinter der
Sammellinse und beleuchtet die Probe in der Objektebene des Mi-
kroskops. Die genaue Positions der Beleuchtungseinheit und somit
des Brennpunkts in der Objektebene kann mit den drei Linearposi-
tionierern eingestellt werden.
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skops schlieken einen Winkel von a = 80° ein. Die Schnittflache aus dem
kegelformigen Laserstrahl und der Objektebene bildet einen elliptischen
beleuchtenden Lichtfleck. Die Beleuchtungseinheit ist iiber drei Linearpo-
sitionierer an einem Stativ befestigt, sodass die Position des Laserfokus
in alle dret Raumrichtungen sehr genau eingestellt werden kann. Durch
ein Verfahren der Beleuchtungseinheit entlang der optischen Achse des
Laserstrahls kann die Groke des Lichtflecks in der Objektebene variiert
werden. Die beiden iibrigen Raumrichtungen legen dessen Position in der
Objektebene fest.

Die Wahl der Groke des beleuchtenden Lichtflecks ist von entscheidender
Bedeutung. Er muss grok genug sein, um sowohl das Referenzpartikel als
auch das Testpartikel zu erfassen. AuRerdem werden beti der differentiellen
interferometrischen Partikelverfolgung an die Beleuchtung neben der Strah-
lungsintensitat vor allem zwei Anforderungen gestellt: Erstens muss eine
ausreichende Homogenitat der Strahlungsintensitat in der Umgebung des
Referenz- und Testpartikels gewdhrleistet sein, sodass die Streulichtmenge
sich nicht als Funktion der Partikelposition andert. Das betrifft neben der
zu messenden Bewegung des Testpartikels auch die nicht ganzlich vermeid-
bare standige Bewegung des Lichtflecks aufgrund von Schwingungen im
Beleuchtungsstativ3. Zweitens muss auch die Geradheit der Wellenfronten
gegeben sein. Um eine einfache Beziehung zwischen der Interferenzphase
und der Partikelposition zu erhalten, wird beziiglich des beleuchtenden
Lichtfeldes vereinfachend von ebenen Wellen ausgegangen (siehe Abschnitt
4.2), was aber in unmittelbarer Nahe der Strahltaille eines Gaulstrahls
nicht mehr gilt. Diese beiden Kriterien legen es nahe, das Licht moglichst
weit entfernt von der Objektebene zu fokussieren, um einen grolen Licht-
fleck in der Objektebene zu erhalten. Allerdings fiihren Glasoberflachen
in der Objektebene (wie etwa das Deckglaschen und der Objekttrager der
Flusskammer bei den Kinesinmessungen in Kapitel 7, siehe Abbildung 7.1)
zu Refexionen, die sich ab einem bestimmten Strahldurchmesser mit dem
Primarstrahl tiberlagern, sodass in dem beleuchtenden Lichtfeld aufgrund
von Interferenz Modulationen der Strahlungsintensitat auftreten, was der
Homogenitat entgegenwirkt. Im Experiment hat es sich als quter Kompromiss
erwiesen, die Beleuchtungseinheit so zu positionieren, dass der ausgeleuch-
tete Bereich zentral im Bildfeld liegt und eine GroRe in der Objektebene von
ca. 300 pm x 60 pm aufweist. Dies bedeutet einen Strahlradius von 30 pm.
Mit einer einfachen geometrischen Betrachtung folgt daraus, bei einer nume-
rischen Apertur der aspharischen Sammellinse von NA= 0,13, dass sich der

In Abschnitt 4.3 wird gezeigt, dass die Schwankung der Laserleistung, die sich ebenfalls
auf die Streulichtleistung auswirkt, das Messergebnis nicht beeinflusst, da sie als Vor-
faktor betrachtet werden kann, der auf die Messignale beider APD gleichermaken wirkt
und bei der anschliekenden Auswertung herausgekiirzt werden kann. Dies ist jedoch bei
Signalschwankungen aufgrund einer Bewegung des inhomogenen Beleuchtungsbereichs im
Allgemeinen nicht der Fall.
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Fokus in einer Entfernung von etwa 230 pm vom Mittelpunkt des Bildfelds
in der Objektebene befindet. Dieser Abstand ist auch gleichzeitig der Kriim-
mungsradius der Wellenfronten, was in der lokalen Umgebung der Partikel
die Annahme ebener Wellen rechtfertigt. Bei einer Strahlungsleistung von
30 mW, wie es in den Messungen der Kinesinbewegung in Kapitel 8 der
Fall ist, bedeutet dies eine Strahlungintensitat von etwa 20 KW/cm? im
Mittelpunkt des Bildfelds.

Diese Beleuchtungsvorrichtung beeintrachtigt nicht die mikroskopeige-
ne DunkelfeldweiRlichtbeleuchtung, sodass beide Beleuchtungsvarianten
parallel durchgefiihrt werden kénnen.

3.2 INTERFEROMETER

Die Funktionsweise des Interferometers - ein modifiziertes Mach-Zehnder-
Interferometer [47, 48] - wird anhand von Abbildung 3.4 verdeutlicht. Das
Streulicht von Partikeln in der Objektebene wird vom Objektiv gesammelt,
kollimiert und von der Tubuslinse in die Zwischenbildebene am Kamera-
ausgang des Mikroskops projiziert. Dabei werden im Folgenden nur die
Streulichtstrahlen, die von dem Referenzpartikel und dem Testpartikel aus-
gehen, betrachtet. In der Zwischenbildebene befindet sich ein Spiegel (M1),
der eine Halfte des projizierten Bildfelds zur Seite ablenkt. Die andere
Halfte passiert M1 ungehindert. Befinden sich die Streulichtstrahlen des
Referenzpartikels und des Testpartikels in unterschiedlichen Halbbildern,
so werden diese voneinander separiert und gelangen in jeweils einen der
beiden Interferometerarme. Dort werden sie iiber die Spiegel M2 bzw. M3
auf den Strahlteiler gelenkt, sodass sie sich dort tiberlagern. An beiden
Ausgangen des Strahlteilers entsteht ein Interferogramm. Diese sind iden-
tisch bis auf einen Phasenversatz von 180°. Anders ausgedriickt, wenn in
einem der beiden Interferogramme an einer Stelle vollstandig konstruktive
Interferenz auftritt, dann liegt an der entsprechenden Stelle des anderen
Interferogramms vollstandig destruktive Interferenz vor. Durch geeignete
Justage der Spiegel konnen die beiden Strahlen so eingestellt werden, dass
sich ihre Wellenfronten hinter BS genau decken. Das ist dann der Fall,
wenn die beiden virtuellen Bildpunkte P’ und R’ genau libereinanderliegen
und zudem die Ausbreitungsrichtungen der beiden Strahlen libereinstimmen.
Jetzt ergeben sich an beiden Ausgangen des Strahlteilers homogene Interfe-
renzbilder, die keine Streifen aufweisen. Die gesamte Strahlungsleistung
eines Interferogramms ist in diesem Fall eine Funktion der Phasendifferenz
zwischen den beiden iiberlagerten Streulichtstrahlen und kann mit jeweils
einer APD gemessen werden. Dazu werden mit den Sammellinsen L1 und
L2 zwei weitere Bildebenen erzeugt, in denen die beiden Lochblenden PH1
und PH2 nur den Teil des Bilds ausschneiden, der die Uberlagerung des
Referenz- und des Testpartikels enthalt. Streulicht von anderen Partikeln in
der Objektebene wird geblockt. Hinter PH1 und PH2 wird das Licht jeweils
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Abbildung 3.4: Schema des experimentellen Aufbaus zu differentiellen interfe-
rometrischen Partikelverfolgung. Ein Laserstrahl (g = 532nm,
Py = 30mW) beleuchtet das Objekt in Dunkelfeldanordnung. Der
Spiegel M1 halbiert die Zwischenbildebene, sodass die Streulicht-
strahlen des Referenzpartikels R und des Testpartikels P separiert
werden und in die beiden Interferometerarme gelangen. Am Strahl-
teiler BS werden sie wieder iiberlagert. Die Strahlungsleistung
der beiden entstehenden Interferogramme wird von den Avalanche-
Photodioden APD1 und APD2 gemessen. Die Sammellinsen L1 und
L2 erzeugen weitere Bildebenen, in denen die Lochblenden PH1
und PH2 den Teil des Bildes ausschneiden, der das Referenzparti-
kel und das Testpartikel enthalt. Nach Miiller et. al., Opt. Express
21, 7362 (2013) [46].
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Abbildung 3.5: Kompakte Interferometereinheit, die auf dem Kameraausgang des
Mikroskops installiert ist. Der Spiegel M2 ist an einem Piezoele-
ment befestigt, durch das dieser zu Kalibrierungszwecken (siehe
Abschnitt 4.3) minimal vor und zuriick bewegt werden kann. Die
Strahlengange des Streulichts von Referenzpartikel und Testpartikel
sind schematisch eingezeichnet.

in eine Multimode-Glasfaser eingekoppelt, durch die es aus dem Mikroskop-
kasten zu der Detektoreinheit gelangt, in der sich die APD befinden*. Zu
Justagezwecken kann anstelle der Lochblende PH2 eine Kamera platziert
werden.

Der Teil des Strahlengangs vom Spiegel M1 bis zum Strahlteiler des
Interferometers ist besonders empfindlich gegen mechanische Storungen,
da hier die beiden Strahlen des Test- und des Referenzpartikels getrennt
voneinander verlaufen. Eine mechanische Verformung des Aufbaus in die-
sem Bereich, wie es bei Vibrationen der Fall ist, kann zu Anderungen der
optischen Weglangen der beiden Pfade fiihren, was sich in einer Phasen-
anderung in den Interferogrammen niederschlagt und im Allgemeinen nicht
von der eigentlichen MessgroRe, der Relativbewegung zwischen Test- und
Referenzpartikel, unterschieden werden kann. Dieser Teil des Aufbaus stellt
besonders hohe Anforderungen an die mechanische Stabilitat. Aus diesem
Grunde ist das Interferometer als kompakte Einheit konzipiert worden, die
direkt auf den Kameraausgang des Mikroskops aufgesetzt werden kann

Die Multimode-Fasern samt der Optik, die zum Einkoppeln bendtigt wird und das aus
den Glasfasern austretende Licht auf die empfindlichen Flachen der APD abbildet, ist in
Abbildung 3.4 nicht mit eingezeichnet.
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Frontansicht Seitenansicht

Abbildung 3.6: 3D-Konstruktionszeichnung des Interferometeraufsatzes. Die schwar-
zen Teile wurden eigens fiir diesen Aufbau angefertigt, bet den
hellgrauen Teilen handelt es sich um handelsiibliche Komponenten
wie winkelverstellbare Spiegelhalter und Linearpositionierer.
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(Abbildung 3.5). Diese empfindliche Interferometereinheit beriihrt ausschlie-
lich das Mikroskopstativ, um die Ubertragung von Vibrationen vom iibrigen
Aufbau zu vermeiden. Die Teile des Aufbaus hinter dem Strahlteiler des
Interferometers (ab den Sammellinsen L1 und L2 bis zur Einkopplung in die
Multimode-Glasfasern) befinden sich auf einem separaten Geriist aus Alu-
miniumprofilrohren, welches das Mikroskopstativ nicht beriihrt. Hier ist der
Aufbau mechanisch nicht mehr so sensibel, da Bewegungen dieser optischen
Komponenten beide Teilstrahlen gleichermalken betreffen und somit keine
Auswirkung auf die Phase der Interferogramme haben. Abbildung 3.6 zeigt
eine 3D-Konstruktionszeichnung der Interferometereinheit in drei verschiede-
nen Ansichten. Sie besteht im Wesentlichen aus einer Aluminiumgrundplatte
mit passenden Gewindebohrungen, auf der die Halter fiir die benétigten
optischen Komponenten befestigt sind. Ein Linearpositionierer tragt den
Spiegel M1, ein zweiter einen winkelverstellbaren Spiegelhalter mit dem
Spiegel M2. Zwei weitere Spiegelhalter, ebenfalls winkelverstellbar und
direkt auf die Grundplatte montiert, tragen den Spiegel M3 und den Strahl-
teiler. Die Grundplatte ist Giber ein Winkelstiick mit einem Aufsatz versehen,
der liber eine konische Klemmvorrichtung auf den Kameraausgang des Mi-
kroskops passt, sodass die Interferometereinheit mit wenigen Handgriffen
am Mikroskopstativ befestigt werden kann.

3.3 MESSWERTERFASSUNG

Die Wandlungskette der Strahlungsleistung eines Interferogramms hin zu
einem digitalen Wert, der von einem Computer ausgewertet und gespeichert
werden kann, ist in Abbildung 3.7 schematisch dargestellt. Zunachst trifft
das Licht des Interferogramms, nachdem es iiber eine Glasfaser vom Mikro-
skopkasten in die Detektoreinheit geleitet worden ist, auf die empfindliche
Flache der APD (PerkinElmer C30902SH-DTC), wo ein der Strahlungsleis-
tung proportionaler Strom generiert wird. Eine Vorspannung von -180 V, die
in Sperrichtung an die APD angelegt ist, sorgt fiir die interne Verstarkung
des Photostroms durch den Avalanche-Effekt, sodass die Empfindlichkeit
der APD etwa 8 A/W betragt’. Der Photostrom wird mit einem Transim-
pedanzverstarker (1-10% V/A) in eine Spannung umgewandelt. Sie wird

Die APD befinden sich in einem selbstgebauten Modul, das verschiedene Messmodi erlaubt.
Im Analogmodus wird ein der Strahlungsleistung proportionaler Strom erzeugt. Die interne
Verstarkung durch den Avalanche-Effekt kann iiber die angelegte Vorspannung requliert
werden. Im Photon-Counting-Modus werden einzelne Photonen gezahlt, indem fiir jedes
registrierte Photon ein TTL-Spannungspuls ausgegeben wird, der von einem elektronischen
Zahler erfasst werden kann. Dazu wird ein aktiver Loschschaltkreis verwendet [49]. Des
Weiteren ist in diesem Fall eine Kiihlung der APD notwendig, um die Dunkelzahlrate zu
reduzieren. Diese wird durch ein im APD-Modul integriertes Peltierelement erreicht. Die
in unseren Experimenten verfiigbaren Strahlungsleistungen sind jedoch fiir den Photon-
Counting-Modus zu grok, sodass der Analogmodus mit einer Vorspannung von -180 V die
geeignete Wahl darstellt.
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von einer Messkarte mit AD-Wandlereingangen (Meilhaus ME-4660s) in
einem PC gemessen und in einen digitalen Wert iibersetzt. Der Messbereich
von -10 V bis +10 V wird in 16 Bit aufgelost. Bei simultaner Erfassung
zweier Messkanale konnen Abtastraten von bis zu 250 kHz erreicht werden.
Die Steuerung und Messwerterfassung erfolgt mit LabVIEW und Messsi-
gnale werden in Echtzeit ausgewertet (gemak Abschnitt 4.3). So kdnnen
wahrend der Messung die Partikelbewegung und wichtige Kontrollgroken,
wie z.B. die Standardabweichung und das Signal-Rausch-Verhaltnis der
Stromsignale sowie das Leistungsspektrum der Partikelbewegung, auf dem
Computerbildschirm verfolgt werden.

APD-Modul ' ‘ 1 |
Strom- |  Spannungs- |
77777777 l i : Tr ns- : i : . :
; ' signal L ans ! signal ' PC mit AD-!
Strahlungs- | * * impedanz- ¢————* ‘
leistung | | | verstirker | , Wandler- .
w : APD | ! 1 i karte |
i | ! ! | 1

: MQ 3 Wandlung mit AD-Wandlung mit
1 | 1-108V/A 16 Bit von
| | -10V bis +10V
. -180V !

Wandlung mit

8 A/W

Abbildung 3.7: Schema der elektronischen Messwerterfassung.



AUSWERTUNG DER INTERFEROGRAMME

Die beiden Interferogramme am Interferometerausgang enthalten,
kodiert in ihrer Phase, die Information iiber die Partikelbewegung.
Dieses Kapitel erkldrt, wie diese Information aus den Messwerten
gewonnen wird. Zundchst wird das Zustandekommen der Interfero-
gramme und ihr Erscheinungsbild beschrieben. Anschliekend erfolgt
eine Herleitung der Beziehung zwischen der Interferenzphase und
der Partikelposition. Die Rekonstruktion der Interferenzphase und
schlieblich der Partikelbewegung aus den Messwerten der beiden
APD wird behandelt, bevor abschliekend eine Betrachtung der
Reichweite der Partikelbewegung gemacht wird, innerhalb derer
die Messmethode der differentiellen interferometrischen Partikel-
verfolgung zu prizisen Ergebnissen fiihrt.

4.1 FORM DER INTERFEROGRAMME

Die Streulichtstrahlen, die am Strahlteiler iiberlagert werden und die Inter-
ferogramme formen, konnen naherungsweise als Kugelwellen mit begrenztem
Offnungswinkel & = arctan(tan(8)/M) betrachtet werden, deren Urspriin-
ge in den virtuellen Partikelpositionen P’ und R’ liegen (Abbildungen 3.4
und 4.1). O ist der halbe Offnungswinkel des Mikroskopobjektivs, M ist die
Vergrokerung des Mikroskops. Das macht es leicht, die Form der Interfero-
gramme zu berechnen. Befinden sich P” und R’ auf der x’-Achse parallel zur
X-Y-Interferenzebene, so ist die Situation der des klassischen Doppelspalt-
versuchs ahnlich [50]. Die Verteilung der Strahlungsintensitat in den beiden
Interferogrammen verlduft dann in der Naherung kleiner Offnungswinkel
kosinusformig:

h(X,Y) = %(1 + cos(KX + @) + By, (4.1)

L(X,Y) = %(1 —cos(KX + @)) + Bo. (4.2)
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Abbildung 4.1: Ausschnitt des Interferometers aus Abbildung 3.4. Das Erscheinungs-
bild des Interferogramms kann als Uberlagerung zweier Kugelwellen
angesehen werden, die von den virtuellen Bildpunkten P’ und R" aus-
gehen. Das entstehende Interferenzbild ist fiir kleine Offnungswinkel
0" in erster Naherung kosinusformig mit einem Streifenabstand, der
vom Abstand s’ zwischen P’ und R’ abhédngt. Die Phase & der
Kosinusfunktion ist gleich der Differenz der Phasenwerte der bei-
den Kugelwellen an ihren Ursprungsorten zu einem bestimmten
Zeitpunkt. Nach Miiller et. al., Opt. Express 21, 7362 (2013) [46].

A1 und A; sind die Intensitatsamplituden, By und B, sind die Hintergrundin-
tensitaten. Der Abstand 21/K = Agz;y/ s’ zwischen den Intensitdtsmaxima
ist eine Funktion des Abstands s’ zwischen P’ und R’. Dieser kann durch
Justage der Spiegel beliebig eingestellt werden, unabhangig vom tatsach-
lichen Abstand s zwischen den Partikeln in der Objektebene. Wird s" auf
null gesetzt, so wird der Abstand zwischen den Intensitatsmaxima unendlich,
die Interferogramme erscheinen homogen ohne Interferenzstreifen. Ay ist
die Vakuumwellenlange des Lichts, z; ist der Abstand zwischen der virtu-
ellen Bildebene und der Interferenzebene. Die entscheidende Messgroke,
aus der bei der differentiellen interferometrischen Partikelverfolgung die
Information Uber die Partikelposition gewonnen wird, ist die Phase ® der
Interferogramme. Sie gibt die seitliche Verschiebung der Kosinusfunktion an.
Wichtig ist hierbei der Referenzpunkt X = 0, der als Mittelpunkt zwischen
den Projektionen von R’ und P’ entlang z’ auf die X-Y-Ebene definiert wird.
@ ist das Argument der Kosinusfunktion an dieser Stelle und gleich dem
Phasenunterschied der beiden Kugelwellen an ihren Ursprungsorten P’ und
R’ zu einem bestimmten Zeitpunkt, unabhangig von s’ und somit vom Abstand
zwischen den Intensitatsmaxima der Interferogramme. Dieser Phasenunter-
schied ist gleichzeitig die Differenz der Phasenwerte des elektrischen Feldes
des beleuchtenden Laserstrahls an den Orten der beiden Partikel in der
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Objektebene zu einem bestimmten Zeitpunkt, plus einem konstanten Offset,
der auf die unterschiedliche optische Weglange der beiden Interferome-
terarme zurlickzufiihren ist. Bei Kenntnis des Verlaufs der Wellenfronten
des Laserstrahls in der Objektebene konnen direkt Riickschliisse von einer
Phasenanderung der Interferogramme auf eine Anderung des Abstandes
zwischen Referenz- und Testpartikel gezogen werden.

4.2 INTERFERENZPHASE UND PARTIKELPOSITION

Der Verlauf der Wellenfronten des beleuchtenden Laserstrahls in der Ob-
jektebene ist in Abbildung 4.2 skizziert. Dabei wird die Phase am Ort des
Referenzpartikels auf Null gesetzt. Es wird die Annahme gemacht, dass
es sich um ebene Wellen handelt. In Abschnitt 3.1 ist erlautert worden,
unter welchen Umstanden diese Naherung gerechtfertigt ist. Als weitere
Randbedingung wird angenommen, dass sich das Testpartikel nur parallel
zur Objektebene bewegen darf. Dies ist in vielen Fallen auch gegeben, z.B.
bei den Messungen der Kinesinbewegung in Kapitel 7, wo sich das Kinesin
entlang eines Mikrotubulus bewegt, das an einer Deckglaschenoberflache
haftet. Unter den genannten Bedingungen ist die Differenz der Phasenwerte
@ des Laserstrahls an den Orten der beiden Partikel eine eindeutige Funk-
tion des Abstands s zwischen den Partikeln. Andererseits kann aber aus
dieser Phasendifferenz kein eindeutiger Riickschluss auf den Partikelabstand
gezogen werden, da sich die Phase periodisch wiederholt. Einer Phasenan-
derung d® kann jedoch eindeutig eine Anderung des Partikelabstandes d's
zugeordnet werden, sofern ds « Ag gilt. Fiir die Phasenbetrachtung ist dann
lediglich der Abstand A, = Ao/ sin(a) der Wellenfronten in x-Richtung
relavant. Diese GroRe ist unabhangig vom Brechungsindex n des umgeben-
den Mediums, solange n in x-Richtung konstant ist. A, bleibt auch dann
unverdandert, wenn das Licht Schichten parallel zur Objektebene durchlauft,
die unterschiedliche Brechungsindizes besitzen und somit die Wellenlange
des Lichts andern. In Abbildung 4.2 ist solch ein Fall skizziert, in dem das
Licht zunachst von Luft in ein Deckglaschen eindringt und schlieklich die
Partikel erreicht, die sich in wassriger Umgebung an der Deckglaschenober-
flache befinden. Diese Konfiguration entspricht der Flusskammer (Abbildung
7.1), in der die Proben fiir die Kinesinmessungen prapariert werden. Eine
Anderung des Partikelabstandes um ds = A, wiirde eine Phasenadnderung
von d® = 2 bedeuten. Folglich ist der Zusammenhang zwischen Abstands-
und Phasenanderung

d® = —ds = Jds. (4.3)

Fiir die Werte @ = 80° und Ag = 532 nm ergibt sich als Umrechnungsfaktor
ds/d®d = 86 nm/rad.
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Abbildung 4.2: Wellenfronten des beleuchtenden Laserstrahls in der Objektebene.
Die unterschiedlichen Brechungsindizes von Luft, Glas und Wasser
beeinflussen nicht den Abstand A, = A¢/ sin(a) zwischen zwei auf-
einanderfolgenden Wellenfronten in x-Richtung. Die Wellenfronten
und die Objektebene schlieBen einen Winkel von a = 80° ein. Aus
dieser Geometrie kann eine Beziehung abgeleitet werden zwischen
der Verschiebung ds des Testpartikels relativ zum Referenzpartikel
und der Differenz der Phasenwerte d® des beleuchtenden Laser-
strahls an den beiden Partikelorten zu einem bestimmten Zeitpunkt.
Nach Miiller et. al., Opt. Express 21, 7362 (2013) [46].

4.3 PHASENREKONSTRUKTION

In Abschnitt 4.1 ist die Interferenzphase ® als Argument der Kosinusfunktion
der Intensitatsverteilung der Interferogramme bei X = 0 definiert worden. Im
Experiment werden die Interferogramme jedoch nicht mit Multipixelsensoren
als Bilder aufgenommen, sodass deren Intensitatsverlaufe bekannt waren,
sondern die gesamte Strahlungsleistung eines Interferogramms wird mit
einer einzigen APD erfasst. Um & fiir solch eine Messung zuganglich zu
machen, muss das Interferometer so justiert werden, dass die virtuellen
Partikelpositionen P’ und R’ iibereinander liegen. Die Interferenzbilder sind
dann homogene Scheibchen mit Radius p = z;tan(6’) ohne Interferenz-
streifen, deren Helligkeit eine Funktion von & ist (vgl. Abbildung 7.5A und
7.5B). Die Strahlungsleistung der Interferogramme kann als Integral der
Intensitatsverteilung der Interferenzbilder iiber deren kreisformige Flache
angesehen werden. Die von den APD gelieferten Stromsignale sind der
Strahlungsleistung proportional und hangen wieder kosinusformig von ® ab:

S1(®) = x(1) (%(1 + cos(d)) + b1) , (4.4)
S (D) = x(1) (%(1 — cos(®)) + b2) . (4.5)

a1 und az sind die Amplituden der Stromsignale, b1 und b, sind die
Hintergrundsignale. Diese Signalparameter hdangen von der Form, also dem
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Streifenabstand der Interferogramme, ab. Sind die Interferogramme homogen
(K = 0), so sind die Amplituden maximal und die Hintergrundsignale
minimal. x (t) ist ein dimensionsloser Faktor, der die zeitliche Schwankung
der Laserleistung beschreibt’.

Die Phasendifferenz ® kann aus den gemessenen Stromsignalen wie folgt
rekonstruiert werden:

. 2b — 2b
® = arccos (a2 +2b2) 51 — (a1 +2b1) 5 .
ar2S1+a1S)

(4.6)

Hier ist zu erwahnen, dass dies nicht die einzige Moglichkeit ist, um aus
den beiden Messsignalen die Phase zu rekonstruieren. So liefert auch der
Arkuskosinus der Differenz der beiden Signale, oder auch der Arkuskosinus
nur eines der beiden Signale - jeweils normiert mit den entsprechenden
Signalparametern - einen Phasenwert. Im Prinzip geniigt bereits die Mes-
sung nur eines der beiden Interferogramme zur Ermittlung der Phase. Jedoch
erweist sich die hier vorgestellte Phasenrekonstruktion als sehr vorteilhaft,
da zum einen durch die Messung beider Interferogramme das gesamte ver-
figbare Signal genutzt wird und zum anderen durch die Quotientenbildung
x (t) effektiv eliminiert wird. Der rekonstruierte Phasenwert ist somit un-
empfindlich gegen Schwankungen der Laserleistung. Dies wird in Abschnitt
5.3 demonstriert.

Die Signalparameter a1, az, b1 und b, miissen fiir die Phasenrekonstrukti-
on bekannt sein. Sie werden in einem Kalibrierdurchlauf vor der eigentlichen
Messung bestimmt, indem ein Piezoaktuator den Spiegel M2 im Interfero-
meter um wenige Mikrometer vor und zuriick bewegt. Das Interferometer ist
dabeti schon fiir ein Partikelpaar justiert, das wahrend des Kalibrierdurch-
laufs ruht. Durch die Bewegung des Spiegels wird die Interferenzphase
tiber den gesamten Wertebereich 0..27t durchmoduliert, sodass die gemes-
senen Stromsignale die Maximal- und Minimalwerte tberschreiten, die den
Phasenwerten ® = 0 und & = s entsprechen. Diese werden vom Messpro-
gramm erfasst und aus ihnen die Signalparameter gewonnen. Die Parameter
b1 und by sind die jeweiligen Minimalwerte der beiden Stromsignale, a4
und a sind jeweils die Differenzen zwischen Maximal- und Minimalwert.

Eine Einschrankung dieser Phasenrekonstruktion aus zwei um 180° pha-
senverschobenen Interferenzsignalen ergibt sich aus der Begrenzung des
Wertebereichs der Arkuskosinusfunktion auf das Intervall 0..7t. So liefert
Gleichung 4.6 fiir eine Interferenzphase ® aus dem Intervall 0.5t das gleiche
Rekonstruktionsergebnis @ wie fiir die Interferenzphase 2,1 — @, sodass das
Vorzeichen der Bewegungsrichtung nicht bestimmt werden kann. Des Weite-
ren kann, sobald die Stromsignale eine Extremstelle bei & = 0 oder ® =

Die Schwankung der Laserleistung schlagt sich natiirlich in gleicher Weise bereits in der
Intensitdtsverteilung der Interferogramme nieder. x (t) wurde in den Gleichungen 4.1 und
4.2 jedoch nicht explizit als Vorfaktor eingefiihrt, da seine Bedeutung bzw. Eliminierung
aus den rekonstruierten Phasenwerten erst in diesem Abschnitt zum Tragen kommt.
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erreichen, allein aus den Messwerten nicht mehr ersehen werden, ob an
diesem Punkt ein Vorzeichenwechsel der Bewegungsrichtung stattfindet oder
nicht. Grundsatzlich kann diese Einschrankung jedoch durch eine Quadratur
der Messsignale aufgehoben werden, indem zusatzliche Interferenzsignale er-
fasst werden, die um 90° phasenverschoben sind. Um dies zu erreichen kann
der vorhandene Messaufbau unter Verwendung von A/2- und A/4-Pléttchen
so erweitert werden, dass das Licht in einem Interferometerarm zirkular
polarisiert ist und in dem anderen diagonal [51]. Eine jeweilige Trennung
der beiden hinter dem Strahlteiler BS erzeugten Interferogramme durch zwei
zusatzliche polarisierende Strahlteiler in vertikale und horizontale Polari-
sationsrichtung ergibt insgesamt vier Interferogramme, die jeweils um 90°
gegeneinander phasenverschoben sind. Wird die Strahlungsleistung jedes
Interferogramms mit einer APD gemessen, so kann aus den vier erhaltenen
Interferenzsignalen die Partikelbewegung mit korrekter Richtung auch bei
Uberschreiten der Phasenwerte ® = 0 und ® = 7 rekonstruiert werden.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf diese Erweiterung jedoch verzichtet,
da die oben genannten Einschrankungen der zweikanaligen Messung wei-
testgehend unproblematisch sind, wenn es sich um Probensysteme handelt,
deren Bewegung ohnehin durch bekannte Randbedingungen limitiert ist. Die
Bewegung von Kinesin entlang eines Mikrotubulus (Kapitel 7) ist dadurch
eingeschrankt, dass sie unidirektional stattfindet und Vorzeichenwechsel
der Bewegungsrichtung nicht auftreten. Bei diesem Probensystem ist die
Kenntnis der Bewegungsrichtung von untergeordneter Bedeutung.

4.4 REICHWEITE DER PARTIKELBEWEGUNG

Bei der oben beschriebenen Rekonstruktion der Interferenzphase aus den
Messwerten der APD wird die Annahme gemacht, dass sich bei einer Bewe-
gung des Testpartikels relativ zum Referenzpartikel um die Strecke ds nur
die Interferenzphase ® gemak Gleichung 4.3 andert, nicht aber die Form der
Interferogramme im Sinne des Interferenzstreifenabstandes 2/K in den
Gleichungen 4.1 und 4.2. Diese Naherung ist allerdings ab einer gewissen
zuriickgelegten Distanz nicht mehr giiltig, da sich mit dem Partikelabstand s
gleichzeitig auch der Abstand s’ zwischen den virtuellen Partikelpositionen
andert, was zu einer Veranderung des Interferenzstreifenabstands fiihrt (siehe
Abbildung 4.1). Sind die Interferogramme anfanglich homogen, treten nach
einer hinreichend groBen Anderung des Partikelabstands Interferenzstreifen
auf, deren Abstand mit der zurlickgelegten Distanz kleiner wird. Das hat
Auswirkungen auf die Parameter a1, az, by und b, der Stromsignale. Die
Amplituden werden kleiner und die Hintergrundsignale groker. Somit wird
auch die Phasenrekonstruktion nach Gleichung 4.6 fehlerhaft, bis schlieklich
iiberhaupt keine Modulation der Strahlungsintensitat mehr messbar ist.

Es soll nun diskutiert werden, wie weit sich das Testpartikel gegeniiber
dem Referenzpartikel bewegen darf, ehe die Verzerrung der Phasenrekon-
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Abbildung 4.3: Simulation der Entwicklung der Interferogramme bei gleichformiger
Partikelbewegung zur Untersuchung der Reichweite des Messverfah-
rens. (A) Simulierte Interferogramme und Intensitatsprofile an den
beiden Strahlteilerausgangen (IF1 und IF5) als Uberlagerung zweier
Kugelwellen mit kreisformiger Blende fiir verschiedene zuriickge-
legte Partikeldistanzen s — sg. (B) Simulation der entsprechenden
Stromsignale der beiden APD als Funktion von s — sg. (C) GemaR
Gleichung 4.6 und 4.7 rekonstruierte Interferenzphase & und Parti-
kelposition 5 (durchgezogene Linie). Die tatsachlichen Phasenwerte,
in das Intervall O..7 hineingefaltet, sind gestrichelt gezeichnet. Im
grau hinterlegten Bereich ist die Abweichung der rekonstruierten

s-s, [nm]

von der tatsachlichen Partikelposition groRer als 1 nm.
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struktion nach der oben beschriebenen Methode merklich wird. Dazu werden
die Interferogramme fiir ein sich bewegendes Testpartikels simuliert und
daraus wiederum die Phasenrekonstruktion durchgefiihrt. Die Interfero-
gramme werden nach Abbildung 4.1 als Uberlagerung zweier Kugelwellen
in der Interferenzebene berechnet, die auf eine Kreisflache mit Radius
p = zytan(0’) beschrankt ist. Die Ursprungsorte der beiden Kugelwel-
len haben in x’-Richtung den Abstand s’. Im experimentellen Aufbau be-
tragt der Offnungswinkel der Streulichtstrahlen ab der virtuellen Bildebene
0 = arctan(tan(6)/M) = 0,7°. Hier ist 8 = 30° der Offnungswinkel des
Objektivs mit numerischer Apertur NA = 0,5 und M = 50 die VergroRe-
rung des Mikroskops. Der Abstand zwischen der virtuellen Bildebene und
der Interferenzebene wird zu z; = 10 cm gewahlt, sodass der Radius der
kreisformigen Interferogramme p = 1,2 mm betragt. Zunachst werden die
Interferogramme fiir s = 0 berechnet und anschlieBend s’ sukzessive erhéht.
Dabei entspricht eine Anderung ds des Partikelabstands in der Objektebene
einer Anderung des Abstands zwischen den virtuellen Partikelpositionen
ds’ = M - ds. Als Anfangsphase fiir s’ = 0 wird ® = 0 gesetzt, sodass
die beiden Kugelwellen phasengleich sind, was jedoch eine willkiirliche
Wahl ist. Im Experiment kann die Anfangsphase jeden beliebigen Wert
annehmen. Der Phasenunterschied der beiden Kugelwellen an thren Ur-
sprungsorten wird nach einer zuriickgelegten Distanz ds um d® angepasst
(ds/d® = 86 nm/rad, Gleichung 4.3).

In Abbildung 4.3A sind die Interferogramme fiir verschiedene zuriickge-
legte Distanzen s — sg mit den entsprechenden Intensitatsprofilen zu sehen.
s —sp ist in 4.3B und 4.3C auch auf den Abszissenachsen aufgetragen, die
jeweiligen Interferogramme sind mit den entsprechenden Stellen auf diesen
Achsen durch gestrichelte Linien verbunden. Dabei ist s der Partikelabstand
in x-Richtung und so der Anfangspartikelabstand, dem durch die Justage des
Interferometers die homogenen Interferogramme, also s” = 0, entsprechen.
Die beiden Reihen enthalten die gegenphasigen Interferogramme der beiden
Strahlteilerausgange (IFq und IF5). In der ersten Spalte, bei s —sg = 0, sind
die Interferogramme noch homogen. Die folgenden Spalten enthalten die
Interferogramme nach jeweils einer zuriickgelegten Distanz des Testpartikels
von 135 nm, was bei der Geometrie des experimentellen Aufbaus einer
Phasenanderung von d® = /2 entspricht (siehe Abschnitt 4.2). Bereits
bei s —sp = 270 nm bzw. ® = 7 ist eine Formanderung der Interferogram-
me erkennbar. So ist das Interferogramm am ersten Strahlteilerausgang
(IF1) nicht komplett dunkel, wie etwa IF; bei s —sg = 0, sondern hat an
den Randern helle Sdume. Die Strahlungsleistung des Interferogramms bei
s —sg = 270 nm, die von APD1 gemessen wird, ist somit nicht identisch
mit der bei s —sg = 0 von APD2 gemessenen Strahlungsleistung, obwohl
hier jeweils die gleiche Interferenzphase vorliegt. Dies ist auch in Abbildung
4.3B zu beobachten. Hier sind die liber die gesamte kreisformige Flache
integrierten Interferogramme, also die den Stromsignalen S1 und S, der
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beiden APD entsprechenden Werte, als Funktion der zuriickgelegten Di-
stanz des Testpartikels dargestellt. Anstelle eines kosinusformigen Verlaufs
zeigt sich eine Oszillation mit abnehmender Amplitude. In Abbildung 4.3C
wird schlieBlich als durchgezogene Linie die aus Sq und S rekonstruierte
Phase & gezeigt, die mit Hilfe der Signalparameter ermittelt worden ist,
die bei s —sg = 0 gelten. Die rekonstruierte Partikelposition $, die auf der
rechten Ordinatenachse von Abbildung 4.3C aufgetragen ist, kann aus ®
nach Integration der Gleichung 4.3 mit Startwert ®(s = 0) = 0, also

5/® = 86 nm/rad, (4.7)

fir a = 80° und Ag = 532 nm, gewonnen werden. Zum Vergleich ist die
tatsachliche Phase ®, die als Phasenunterschied der beiden Kugelwellen
zu Beginn in die Simulation eingeflossen ist, gestrichelt eingezeichnet. Da
die Phasenrekonstruktion & aufgrund des begrenzten Wertebereiches der
Arkuskosinusfunktion nur Werte innerhalb des Intervalls 0...7 liefert (siehe
Abschnitt 4.3), wurde die Kurve des ®-Verlaufs dementsprechend in diesen
Wertebereich zuriickgefaltet, um eine bessere Vergleichbarkeit der wahren
und der rekonstruierten Phasenwerte zu gewahrleisten.

Aus Abbildung 4.3C folgt, dass bis zu einer zuriickgelegten Distanz von
ca. 200 nm die Werte von ® und & sehr qut iibereinstimmen, die Verzerrung
der rekonstruierten Partikelposition Bias(5) = 86 nm/rad - (& — ®) ist
hier kleiner als 1 nm. Von da an wird der Fehler aufgrund der veranderten
Form der Interferogramme jedoch signifikant. Dieses Ergebnis bezieht sich
lediglich auf eine Anfangsphase ®(s = 0) = 0. Bei anderen Anfangsphasen-
werten ist zu beachten, dass bereits nach kiirzeren zuriickgelegten Distanzen
als 200 nm die Phasenwerte ® = 0 oder ® = s erreicht werden, an denen
die Stromsignale der APD ihre Extremwerte erreichen. An diesen Stellen ist
Vorsicht bei der Phasenrekonstruktion geboten, da sich hier zum einen die
Formanderung der Interferogramme in einer besonders groken Verzerrung
niederschlagt, zum anderen an den Extremstellen die Moglichkeit eines
Vorzeichenwechsels der Bewegungsrichtung besteht, der aber allein aus
den Messwerten nicht identifiziert werden kann und somit zu einer Mehr-
deutigkeit der rekonstruierten Phase fiihrt (Abschnitt 4.3). Simulationen
mit Anfangsphasenwerten ®(s = 0) #+ 0 ergeben, dass ungefahr 25 nm vor
Erreichen eines Signalextremums die Verzerrung groker als 1 nm wird. Als
Faustregel kann festgehalten werden, dass die Rekonstruktion von Phasen-
und somit von Positionsanderungen des Testpartikels bis zu einer zuriick-
gelegten Distanz von 200 nm, oder aber bis 25 nm vor Erreichen einer
Extremstelle der Interferenzsignale mit einer Verzerrung von weniger als
1 nm genau ist. In Abbildung 4.3 ist der Messabschnitt auRerhalb dieses
verzerrungsfreien Bereichs grau hinterlegt. In Abbildung 7.6 wird diese
Faustregel auf eine reale Messreihe zur Bestimmung des verzerrungsfreien
Bereichs angewendet.
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Die Reichweite der verzerrungsfreien Phasen- und Positionsrekonstruk-
tion kann prinzipiell dadurch vergroRert werden, dass der Offnungswinkel
0" der Streulichtstrahlen verkleinert wird. Dadurch wird der Radius p der
Interferenzspots in der X-Y-Interferenzebene bei gleichbleibendem Inter-
ferenzstreifenabstand kleiner (siehe Abbildung 4.1), die Homogenitat der
Interferogramme geht dann erst bei groRerem Abstand s’ zwischen den
virtuellen Bildpunkten P’ und R’ verloren. Die Verkleinerung des Offnungs-
winkels kann durch eine geeignete Blende zwischen Objektiv und Tubuslinse
erzielt werden. Jedoch geht diese VergroRerung der Reichweite auf Kosten
der Signalstarke und somit, abhangig von der zur Verfiigung stehenden
Streulichtleistung, der Ortsauflosung. Es bedarf eines brauchbaren Kom-
promisses. Die Quadratur der Interferenzsignale nach der in Abschnitt 4.3
beschriebenen Methode stellt eine weitere Moglichkeit dar, die Reichweite
der Messung zu erhohen. Die Interferenzphase kann dann auch bei & =0
und ® = s verzerrungsfrei rekonstruiert werden. Des Weiteren kann die
zusatzlich verfiigbare Information aus vier Messkanalen dazu genutzt werden,
Veranderungen der Signalparameter zu kompensieren. Formanderungen der
Interferogramme verursachen dann keine Verzerrung der Phasenrekonstruk-
tion mehr. Die Reichweite wird in diesem Fall lediglich dadurch begrenzt,
dass die Amplituden der Stromsignale bei enger werdenden Interferenzstrei-
fen soweit abnehmen, dass das Signal-Rausch-Verhaltnis zu klein fir eine
hinreichend genaue Auswertung ist.
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Erst die hohe rdumliche und zeitliche Prézision ermdglichen
Messungen auf molekularer Ebene der Biochemie mit Hilfe der
differentiellen interferometrischen Partikelverfolgung, die in Teil
Il prisentiert werden. In diesem Kapitel werden die Orts- und
Zeitauflésung anhand von Kalibrierungsmessungen quantifiziert
sowie die Unempfindlichkeit der Messmethode gegentiber Mikro-
skopdrift und Fluktuationen der Laserleistung gezeigt. Zundichst
wird jedoch die in Abschnitt 4.2 hergeleitete Beziehung zwischen
der Interferenzphase und der Partikelposition experimentell verifi-
ziert.

5.1  KALIBRIERUNG DER PHASE-ORTS-BEZIEHUNG

In Abschnitt 4.2 wurde durch eine geometrische Betrachtung der Wellen-
fronten des beleuchtenden Laserstrahls in der Objektebene eine Beziehung
zwischen einer Anderungen d® der Interferenzphase und der entsprechenden
Verschiebung ds des Testpartikels relativ zum Referenzpartikel gefunden.
Dieser Zusammenhang ist von entscheidender Bedeutung, wenn die Partikel-
bewegung aus den Messwerten korrekt rekonstruiert werden soll. Aus diesem
Grund wird die Abhédngigkeit der Interferenzphase vom Partikelabstand nun
experimentell iiberpriift. Eine naheliegende und sehr direkte Maglichkeit fiir
eine solche Kalibrierung ware, ein Testpartikel um einen bekannten Betrag
relativ zum Referenzpartikel zu verschieben, etwa mit Hilfe eines geeichten
Piezoaktuators, und die Phasenanderung der Interferogramme zu messen.
Hier wird ein Weg verfolgt, die Phase-Orts-Beziehung zu messen, der ex-
perimentell wesentlich einfacher umzusetzen und dennoch aussagekraftig
ist.

Zunachst werden Goldnanopartikel mit einem Durchmesser von 200 nm
(BBInternational) zufallig verteilt auf einem Deckglaschen immobilisiert. Dies
wird erreicht, indem ein Tropfen des Kolloids auf der Oberflache platziert
und nach einer Wartezeit von 20 s mit Druckluft weggeblasen wird. Auf der
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Abbildung 5.1: Scharfes (A) und defokussiertes (B) Bild eines Partikelpaars. Die
Helligkeitswerte der Pixelspalten sind jeweils aufsummiert (C und
D). Dem Intensitatsprofil des scharfen Bildes wird die Summe zweier
Gaukfunktionen angepasst (C), um den Partikelabstand und den
Mittelpunkt zu bestimmen. Dem zentralen Bereich des defokussierten
Intensitatsprofils wird eine Kosinusfunktion angepasst, wodurch

die Phase des Interferenzbildes bestimmt wird. Nach Miiller et. al.,
Opt. Express 21, 7362 (2013) [46].

Flache, die zuvor von dem Tropfen bedeckt war, sind nun die Goldpartikel mit
einer mittleren Dichte von ungefahr 1/(100 pm?) statistisch zufallig verteilt.
Das Deckglaschen wird kopfiiber auf einen Objekttrager mit zwei parallelen
Streifen doppelseitigen Klebebands gedriickt. Der so entstehende Hohlraum
wird mit Wasser gefiillt. Diese Anordnung entspricht einer Flusskammer,
in der spater die Kinesinmessungen durchgefiihrt werden (Kapitel 7, siehe
Abbildung 7.1).

Unter dem Mikroskop werden Partikelpaare gesucht, die einen Abstand s
von wenigen Mikrometern haben und in x-Richtung angeordnet sind. Von
jedem Partikelpaar werden zwei Bilder aufgenommen, indem eine Kamera
in der Zwischenbildebene anstelle des Spiegels M1 positioniert wird: Ein
scharfes Bild (Abbildung 5.1A), bei dem sich der Kamerasensor exakt in
der Bildebene befindet, und ein leicht defokussiertes Bild (Abbildung 5.1B).
Das scharfe Bild dient der genauen Bestimmung des Abstands und des
Mittelpunkts zwischen den beiden Partikeln. Dazu wird ein Intensitats-
profil des Bildes durch Aufsummieren der Helligkeitswerte der einzelnen
Pixelspalten erstellt (Abbildung 5.1C), an das die Summe zweier Gaukfunk-
tionen angepasst wird. Die Schwerpunkte der so erhaltenen Gaukfunktionen
werden als Partikelpositionen angesehen und liefern den Abstand s mit
einer Genauigkeit von wenigen Nanometern. Der Mittelpunkt zwischen den
beiden Partikelpositionen wird als Nullpunkt x = 0 definiert. Durch die
Defokussierung tiberlagern sich die flachigen Bilder der beiden Partikel
auf dem Kamerasensor und es entsteht ein Interferenzmuster. Der Inten-
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sitatsverlauf dieses Interferenzmusters stellt, zumindest in dessen Mitte,
naherungsweise einen Kosinusverlauf dar (Abbildung 5.1D). Durch Anpas-
sen einer Kosinusfunktion an diesen Bereich des Intensitatsprofils wird die
Phase ® am Mittelpunkt zwischen den beiden Partikeln ermittelt. Analog
zu Abbildung 4.1 ist die so ermittelte Phase des Interferogramms gleich-
zeitig die Phasendifferenz zwischen den beiden Kugelwellen, die dieses
Interferogramm formen, und reflektiert somit den Phasenunterschied des
beleuchtenden Laserstrahls zwischen den Positionen der beiden Partikel.
Fiir verschiedene Partikelpaare werden s und & aufgenommen. In Abbildung
5.1E sind die gemessenen Werte als Kreise dargestellt. Der nach Gleichung
4.3 mit Startwert ®(s = 0) = 0 erwartete Verlauf ist als durchgezogene
Linie eingezeichnet. Der erwartete Verlauf von @ Uberschreitet in dieser
Darstellung das Intervall 0...2, wohingegen die Anpassung der Kosinus-
funktion an die Interferogramme lediglich Werte innerhalb dieses Intervalls
liefert. Um die gemessenen Phasenwerte mit dem theoretischen Verlauf
vergleichbar zu machen, werden geeignete ganzzahlige Vielfache von 2
zu den gemessenen Werten addiert. Aus Gleichung 4.7 folgt fiir a = 80°
und Ag = 532 nm, dass sich die Interferenzphase nach einer Zunahme des
Partikelabstands um 540 nm zyklisch wiederholt. Daher wird mit Hilfe des
zuvor bestimmten Partikelabstands s der Phasenoffset floor(s/540 nm) - 27
bestimmt und zu den ermittelten Phasenwerten ® addiert. floor ist hierbei
die Abrundungsfunktion, die dem Quotienten die nachstkleinere ganze Zahl
zuordnet.

Die gemessenen Werte bestatigen die erwartete Phase-Orts-Beziehung
sehr gut. Dabei ist festzuhalten, dass die entscheidende GroRe die Steigung
der Kurve ist. Der Ordinatenabschnitt bei s = 0 ist bei diesen Kalibriermes-
sungen trivialerweise ® = 0, was jedoch in den Messungen mit Interferome-
teraufsatz im Allgemeinen nicht der Fall ist. Dort bezieht sich s’ = 0 auf den
Abstand der virtuellen Bildpunkte R’ und P’. Die Interferenzphase kann in
diesem Fall aufgrund der unterschiedlichen Langen der Interferometerarme
jeden beliebigen Wert annehmen.

5.2 ZEITAUFLOSUNG

Die differentielle interferometrische Partikelverfolgung ermdoglicht hohe
Zeitauflosungen, da die Interferogramme mit lediglich zwei APD gemessen
werden. Die zeitliche Auflosung dieser zweikanaligen Messwerterfassung
wird begrenzt durch die Bandbreite der Messelektronik, die von der internen
Beschaltung der Transimpedanzverstarker sowie den elektronischen Eigen-
schaften (z.B. der Kapazitat) der APD bestimmt wird. Um den Frequenzgang
des Detektor-Verstarker-Systems (Abbildung 3.7) zu vermessen wird ein
moduliertes Lichtsignal mit einstellbarer Frequenz, aber gleichbleibender
Amplitude, auf die APD gerichtet. Fiir verschiedene Frequenzen wird nun
die Amplitude des gemessenen Signals ermittelt. Diese Signalstarke ist in
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Abbildung 5.2 in Abhangigkeit von der Frequenz dargestellt. Der so ermit-
telte Frequenzgang wird auf die bekannte Transimpedanz des Verstarkers
bei niedrigen Frequenzen von 10° V/A normiert. Die Dampfung bei hohen
Frequenzen sorgt ab etwa 20 kHz fiir eine Amplitudenabsenkung um einen
Faktor 1/v/2 unterhalb der Amplitudenwerte bei niedrigen Frequenzen, was
dem gangigen 3 dB-Kriterium als MaR fiir die Bandbreite entspricht [52].
Die mit diesem Detektor-Verstarker-System erreichbare Zeitauflosung liegt
somit bei 50 ps. Das Nyquist-Shannon-Kriterium ist bei einer Abtastrate
von 40 kHz erfiillt [53, 54].

Fir die Messungen der Partikelbewegungen steht somit ein Detektor-
system zur Verfiigung, das wesentlich hohere Zeitauflosungen erlaubt als
herkommliche Kameras. Im Vergleich zu teuren Hochgeschwindigkeitskame-
ras mit Bildwiederholraten im kHz-Bereich stellen die beiden APD eine
kostenglinstige Alternative dar.
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Abbildung 5.2: Frequenzgang der Messelektronik, bestehend aus APD, Transimpe-
danzverstarkern und AD-Wandlerkarte im PC (siehe Abbildung 3.7).

Die Bandbreite betragt nach dem gangigen 3 dB-Kriterium etwa
20 kHz.

5.3 ORTSAUFLOSUNG UND DRIFTELIMINIERUNG

Die Ortsauflosung wird von mehreren Faktoren begrenzt, die grundsatzlich in
zwei Gruppen eingeteilt werden konnen: In Instrumentenfehler und Proben-
fehler. Der Instrumentenfehler resultiert unter anderem aus der begrenzten
mechanischen Stabilitat des Messaufbaus und dem elektronischen Rauschen
der Detektoren samt nachgeschalteter Elektronik. Die mechanische Stabilitat
ist bei dieser Messmethode von entscheidender Bedeutung, da Bewegun-
gen der optischen Komponenten des Interferometers zu Phasenanderungen
in den Interferogrammen fiihren, die sich nach der Rekonstruktion aus den
Messwerten im Allgemeinen nicht von solchen Phasenanderungen unterschei-
den lassen, die auf die eigentlich zu messende Relativbewegung zwischen
Referenz- und Testpartikel zuriickzufiihren sind. Um diese Fehlerquelle
weitestgehend einzudammen ist das Interferometer als kompakte, stabile
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Einheit konzipiert worden (Abschnitt 3.2). Elektronisches Rauschen wird
vor allem von den Detektoren erzeugt. Dabel ist thermisches Rauschen die
dominierende Komponente, aber auch die interne Verstarkung der APD kann
bei ungeeigneter Wahl der Sperrspannung einen wesentlichen Rauschanteil
liefern. Der Photostrom in den APD wird durch den Avalanche-Effekt ver-
starkt, der durch eine angelegte Sperrspannung von einigen 100 V fiir eine
starke Beschleunigung der erzeugten freien Ladungstrager sorgt, die durch
Stolionisaton weitere freie Ladungstrager generieren. Da diese StoRprozes-
se statistisch zufallig geschehen, geht mit der Verstarkung des Signals auch
ein zusatzliches, verstarktes Schrotrauschen einher [55]. Mit zunehmender
interner Verstarkung verbessert sich zunachst das Signal-Rausch-Verhaltnis,
da bei gleichbleibendem thermischen Rauschen das Signal starker wird. Ab
eitnem gewissen Verstarkungsgrad sorgt jedoch das zusatzliche verstarkte
Schrotrauschen dafiir, dass sich das Signal-Rausch-Verhaltnis wieder ver-
schlechtert. Der Verstarkungsgrad wird durch die angelegte Sperrspannung
bestimmt. Es gibt somit eine ideale Sperrspannung, bei der das Signal-
Rausch-Verhaltnis maximal ist. Im Experiment wird eine Sperrspannung von
-180 V verwendet, was bei den vorhandenen APD einem Multiplikationsfak-
tor von etwa 20 entspricht. In diesem Fall ist das verstarkte Schrotrauschen
wesentlich kleiner als das thermische Rauschen. Als weitere Rauschquellen
sind die Transimpedanzverstarker, die AD-Wandlerkarte und das Schrotrau-
schen der auf die Detektoren treffenden Photonen zu nennen, die allerdings
bei den im Experiment vorhandenen Signalstarken und Strahlungsleistungen
nur eine untergeordnete Rolle spielen. Im Gegensatz zum Instrumentenfehler
ist der Probenfehler auf Bewegungen der Partikel selbst zuriickzufiihren, die
die zu messende Bewegungskomponente iiberlagern. Dies kann z.B., wenn
sich die Probe in einer Fliissigkeit befindet und die Partikel eine gewisse
Bewegungsfreiheit haben, die Brownsche Bewegung der Partikel sein (siehe
Abschnitt. 8.2).

In diesem Abschnitt soll der Instrumentenfehler quantifiziert werden. Dazu
wird als Probe ein trockenes Deckglaschen verwendet, auf dessen Ober-
flache zuvor, wie bereits in Abschnitt 5.1 beschrieben, Goldnanopartikel
immobilisiert worden sind. Es werden zwei Partikel als Referenz- und Test-
partikel ausgewahlt und das Interferometer dementsprechend justiert. Da
sich die Partikel nicht bewegen, ist der Abstand zwischen thnen auf dieser
Oberflache keinen Schwankungen unterworfen. Die Fluktuationen in einer
zeitlichen Messung dieses Abstands konnen daher eindeutig als Instru-
mentenfehler identifizert werden. Die Messung wird mit einer Abtastrate
von 5 kHz durchgefiihrt, die Messdauer betragt 60 s. Da das thermische
Rauschen der Detektoren als dominierende elektronische Fehlerquelle bei
allen Messungen einen nahezu gleichbleibenden Wert hat, hangt das Signal-
Rausch-Verhaltnis der Messung von den Amplituden a4 und a;, der Interfe-
renzsignale ab. Diese sollten durch eine gute Beleuchtung der Probe und
Justage des Interferometers (resultierend in homogenen Interferogrammen)
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Abbildung 5.3: Partikelverfolgung mit immobilisiertem Referenz- und Testparti-
kel. Messung mit Abtastrate 5 kHz liber 60 s (orange). Die Stan-
dardabweichung der gesamten Messreihe betragt 0,9 nm. Glattung
der Messrethe mit gleitendem Durchschnitt der Fensterbreite 1 s
(schwarz). Der Abstand zwischen Minimal- und Maximalwert be-
tragt hier 0,4 nm. Die blaue Kurve zeigt die Ortsrekonstruktion aus
lediglich einem der beiden APD-Signale, ebenfalls geglattet mit
gleitendem Durchschnitt der Fensterbreite 1 s. Die deutlich erhdhte
Streuung der Messwerte ist auf Schwankungen der Laserleistung
zuriickzufiihren. Nach Miiller et. al., Opt. Express 21, 7362 (2013)
[46].

grundsatzlich einen moglichst groken Wert annehmen. In der Praxis sind
der Groke der Signalamplituden jedoch zumeist Grenzen gesetzt. So kann
z.B. die Intensitat des beleuchtenden Laserstrahls bei biologischen Proben
nicht beliebig hoch gewahlt werden, da die Messung nicht invasiv sein soll
und somit ein Aufheizen der Probe durch die Beleuchtung zu vermeiden
ist. Die Ortsauflosung der Messungen der Kinesinbewegung, die in Teil Il
vorgestellt werden, ist durch die Eigenbeweqgung des an das Kinesin gebun-
denen Testpartikels limitiert. Daher wird in diesem Fall die Intensitat des
beleuchtenden Laserstrahls so eingestellt, dass das elektronische Rauschen
nicht mehr der begrenzende Faktor fiir die Ortsauflosung ist, sondern die
Eigenbewegung der Probe. Eine weitere Erhohung der Beleuchtungsinten-
sitat fithrt zu keiner weiteren Verbesserung der Messqualitat!. Fiir die hier
gezeigte Kalibrierungsmessung wird die Beleuchtungsintensitat so gewahlt,
dass die Signalamplituden in etwa den Werten entsprechen, die sie auch
bei den Messungen der Kinesinbewegung in Kapitel 8 haben.

Die rekonstruierten Partikelposition 5 — sq fiir diese Kalibrierungsmes-
sung ist in Abbildung 5.3 dargestellt (orange). Dabel ist sy der Mittelwert
der gesamten Messreihe. Die Standardabweichung betragt AS = 0,9 nm,

Ermaglicht wird diese Einstellung der Beleuchtungsintensitat dadurch, dass das LabVIEW-
Messprogramm in Echtzeit sowohl die Standardabweichung als auch das Signal-Rausch-
Verhaltnis der rekonstruierten Partikeldistanz in einem beliebig wahlbaren Zeitfenster
anzeigt (siehe Abschnitt 3.3).
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was als Mak fiir die durch den Instrumentenfehler beeintrachtigte Ortsauf-
losung fiir die gegebenen Signalamplituden angesehen werden kann. Die
schwarze Kurve zeigt die gefilterte Messreihe, die mit einem gleitenden
Durchschnitt mit Fensterbreite 1 s geglattet worden ist. Die Spannweite
dieser geglatteten Messreihe, also der Abstand zwischen dem Minimal-
und dem Maximalwert liber die gesamten 60 s, betragt nur 0,4 nm. Dieser
Wert verdeutlicht die Effektivitat der der differentiellen interferometrischen
Partikelverfolgung inharenten Drifteliminierung. Messungen zeigten, dass
der Drift des Objekttischs in diesem Aufbau bis zu 150 nm/min in x-Richtung
betragt.

Neben dem Mikroskopdrift werden durch die Nutzung der zweikanali-
gen Messung auch Einfliisse der Schwankungen der Laserleistung auf das
Messergebnis eliminiert. Um dies zu verdeutlichen, wird die Interferenz-
phase und dariiber die Partikelposition alternativ zu der in Gleichung 4.6
beschriebenen Methode aus lediglich einem der beiden Messkanale mit
® = arccos(2(S; — b1)/aq — 1) rekonstruiert. Das Ergebnis wird wieder-
um mit einem gleitenden Durchschnitt der Fensterbreite 1 s geglattet und
ist in Abbildung 5.3 als blaue Kurve eingezeichnet. Der Vergleich mit der
schwarzen Kurve zeigt eine deutlich groBere Streuung der Werte, die auf
die Schwankungen der Laserleistung zuriickzufiithren ist und gleichzeitig
veranschaulicht, dass diese effektiv mit einer zweikanaligen Messung aus
den Messergebnissen eliminiert werden konnen.
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KINESIN UND MIKROTUBULI

A

An dieser Stelle erfolgt eine kurze Einfiihrung in den Aufbau
und die Funktionsweise von Motorproteinen. Insbesondere werden
Mikrotubuli - Filamente des Zytoskeletts - und das Motorprotein
Kinesin beschrieben, ehe in den folgenden Kapiteln die Bewe-
gungsmessungen von Kinesin an Mikrotubuli entlang mit Hilfe der
differentiellen interferometrischen Partikelverfolgung vorgestellt
werden.

Abbildung 6.1: Verschiedene Vorkommen von Kinesin und Mikrotubuli.

(A): Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme menschlicher Zel-
len. Mikrotubuli (rot) stellen einen Teil des Zytoskeletts der
Zelle dar. Die Zellkerne sind blau gefarbt. Der MaRstabsbalken
hat eine Lange von 10 pm. Aus [56]. (B): Der fiir die Zellteilung
benétigte Spindelapparat bildet sich aus Mikrotubuli und ist
im Zusammenspiel mit Kinesin fiir die Trennung der beiden
Schwesterchromatiden eines Chromosoms zustandig. Aus [57].
(C): Elektronenmikroskopische ~ Querschnittsaufnahme  eines
Flagellums. Die ringférmigen Strukturen sind Mikrotubuliquer-
schnitte mit einem Durchmesser von 25 nm in der typischen
(9 x 2 4 2)-Anordnung. Aus [58].
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6.1 FUNKTION VON MOTORPROTEINEN

Die Fahigkeit, gerichtete Bewegungen auszufiihren, ermoglicht es einem
Lebewesen, auf seine Umwelt zu reagieren, z.B. sich einer Nahrungsquelle
zu nahern oder sich von einer Gefahrenquelle zu entfernen. Auch innerhalb
eines Organismus oder einer einzelnen Zelle sind gerichtete Bewegungen
erforderlich, etwa zum Stofftransport oder bei der Zellteilung und der Tren-
nung der beiden Schwesterchromatiden eines Chromosoms. Fiir die meisten
dieser Bewegungsablaufe, vom Transport einzelner Molekiile bis hin zur
Muskelkontraktion, sind Motorproteine zustandig. Die drei wichtigsten Grup-
pen von Motorproteinen in Eukaryotenzellen sind die Myosine, Dyneine
und Kinesine. Allen dreien ist gemein, dass sie chemische Energie durch
Hydrolyse von ATP zu ADP + P; in kinetische Energie umwandeln’, indem
sie ihre Proteinkonformation andern und sich dadurch schrittweise an Pro-
teinfasern entlangbewegen, die als eine Art Schiene genutzt werden und
somit eine geordnete Bewegung liber grolere Entfernungen ermoglichen.
Muyosin, das unter anderem fiir Muskelkontraktionen zustandig ist, bewegt
sich an Aktinfilamenten entlang, Dynein und Kinesin nutzen Mikrotubuli als
Interaktionspartner. Diese Filamente treten jeweils polar auf und bestimmte
Motorproteine bewegen sich immer in eine einzige Richtung entlang des
Filaments.

6.2 MIKROTUBULI

Mikrotubuli sind steife, réhrenartige Filamente mit einem Durchmesser von
25 nm, die verschiedene Aufgaben in eukaryotischen Zellen wahrnehmen.
Sie bilden einen Teil des Zytoskeletts und haben somit eine Stiitzfunktion.
AuBerdem ermoglichen sie im Zusammenspiel mit Motorproteinen Stoff-
transporte innerhalb der Zelle und stellen die wesentlichen Bestandteile
von Flagellen und Zilien dar, mit denen sich einzelne Zellen fortbewegen
konnen. Hierzu werden zwei benachbarte Mikrotubuli-Doppelfibrillen der
sogenannten (9 x 2 4 2)-Anordnung (Abbildung 6.1C) durch Dynein gegen-
einander verschoben, sodass sich eine Biequng und dadurch eine Bewequng
des Flagellums ergibt. Der Aufbau eines Mikrotubulus ist in Abbildung 6.2
dargestellt. Mikrotubuli sind aus zwei sehr dhnlichen Grundbausteinen auf-
gebaut, dem a- und dem B-Tubulin, die sich in ihrer elektrischen Ladung un-
terscheiden. Diese beiden Bausteine bilden zusammen ein a-B-Heterodimer
als Untereinheit eines Mikrotubulus. Mehrere dieser Dimere hintereinander
formen eine Kette, das sogenannte Protofilament, das aufgrund der Ladungs-
unterschiede der beiden Tubulinbausteine eine Polaritat besitzt, die die
Laufrichtung der verschiedenen Motorproteine auf dem Mikrotubulus festlegt.

Adenosintriphosphat (ATP) ist der universelle Energietrager in jeder Zelle. Durch hydroly-
tische Spaltung in Adenosindiphosphat (ADP) und Orthophosphat (P;) wird Energie frei,
die als Antrieb fiir weitere Reaktionen in der Zelle genutzt wird.
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Abbildung 6.2: Schematischer Aufbau eines Mikrotubulus. Ein Protofilament
ist eine Kette aus mehreren hintereinander angeordneten a-g-
Tubulindimeren. 13 ringférmig angeordnete Protofilamente bilden
einen Mikrotubulus. Benachbarte Tubulinmonomere in einem Mi-
krotubulus bilden eine von drei Helices, die hier als visuelle Hilfe
gezeichnet ist, aber kein reales Zwischenprodukt der Mikrotubulus-
synthese darstellt. Nach [59].
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Abbildung 6.3: Aufbau des konventionellen Kinesins. Am Kopf (blau) wird ATP
hydrolysiert. Diese Region ist zusammen mit dem Hals (hellblau)
fur die Bewegungserzeugung zustandig. Am Ende des Stiels (grau)
befinden sich der Bereich der leichten Kette (griin) und der Schwanz
(violett), der die zu ziehende Fracht bindet. Aus [64].

Die Lange einer a-B-Tubulindimereinheit in einem Protofilament betragt
8 nm. Dabei ist das Ende eines Protofilaments, an dessen Ende sich ein
a-Tubulin befindet, das minus-Ende. Typischerweise bilden 13 ringformig
angeordnete Protofilamente einen Mikrotubulus. In einer lebenden Zelle
werden Mikrotubult durch Polymerisation und Depolymerisation standig
auf- und abgebaut und konnen dort Langen von bis zu 25 pm erreichen.
Diese dynamische Instabilitat ist fir die Funktion der Mikrotubuli bei der
Zellteilung wichtig. Hier liegt der Angriffspunkt verschiedener Zellgifte, die
entweder die Polymerisation oder die Depolymerisation der Mikrotubuli
inhibieren. Taxol beispielsweise stabilisiert die polymerisierten Mikrotubuli
und wird fir Medikamente zur Krebsbekampfung verwendet, da aufgrund
dieser Funktion die Zellteilung beeintrachtigt wird, was sich vor allem auf
sich schnell teilende Krebszellen auswirkt [60]. In in-vitro-Experimenten
wird Taxol ebenfalls zur Stabilisierung von Mikrotubuli verwendet, um diese
fir Messungen besser zugédnglich zu machen. [61-63]

6.3 KINESIN

Kinesin, dessen Bewegung im Rahmen dieser Arbeit gemessen wird, wurde
Mitte der 1980er Jahre von Vale et. al. entdeckt [65]. Dieses Motorprotein
bewegt sich unidirektional an Mikrotubuli entlang, die in einer eukaryoti-
schen Zelle zusammen mit anderen Proteinfilamenten das Zytoskelett bilden
und meistens vom Zellkern weg in Richtung der Zellmembran fiihren. Den Ki-
nesinen kommt die Aufgabe zu, Vesikel, Organellen oder Biomakromolekiile,
die zellkernnah synthetisiert werden, zur Zellperipherie zu befordern. Auch
an der Zellteilung sind Kinesine beteiligt, weshalb die Kinesinforschung fiir
die Krebstherapie von Bedeutung ist [66], da entsprechende Medikamente
oft in den Prozess der Mitose eingreifen. Die Kinesine stellen eine Gruppe
von Motorproteinen dar, denen die sogenannte Kopfregion gemein ist. Diese
bindet an den Mikrotubulus und erzeugt durch ATP-Hydrolyse die Bewe-
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gung [67-69]. Viele Kinesine liegen als Dimere mit zweit Kopfen vor, wodurch
das prozessive Laufen entlang eines Mikrotubulus erst méglich wird [70].
Ein einzelnes dimerisiertes Kinesinmolekiil kann mehrere hundert aufeinan-
derfolgende Schritte gehen, ehe es wieder vom Mikrotubulus dissoziiert [71].
Im Gegensatz dazu sind monomere Motorproteine, wie die meisten Myosine,
nicht prozessiv, sondern konnen nur im Verbund aus mehreren Molekiilen
eine gerichtete Bewequng liber eine langere Distanz vollziehen. Abgesehen
von der Kopfregion unterscheiden sich die verschiedenen Kinesine sehr stark
voneinander, was sie fiir unterschiedliche Funktionen pradestiniert. Dennoch
kann man bei den meisten Kinesinen bestimmte Domanen ausmachen: Ne-
ben der Kopfregion bestehen Kinesine im Allgemeinen aus einem Hals, der
ebenfalls eine Rolle bei der Bewegungserzeugung spielt, einem Stiel mit
mehreren scharnierahnlichen Bereichen, die die Beweglichkeit des Proteins
vergroRern, und einem Schwanz, der fiir die Bindung an die zu ziehende
Fracht zustandig ist (Abbildung 6.3) [72, 73].

Dimerisiertes Kinesin lauft auf Mikrotubult mit 8 nm groRfen Schritten
entlang [7-9], was nicht unbedingt die Lange der Konformationsanderung
des Motorproteins wiederspiegelt, sondern durch den Abstand zwischen
den Tubulindimeren in den Protofilamenten vorgegeben ist. Die beiden
Kopfregionen eines Kinesinmolekiils konnen wahlweise ADT oder ATP
binden, was zum einen die Affinitat zu den a-B-Tubulindimeren und zum
anderen die Proteinkonformation des Kopf-Hals-Bereiches beeinflusst. Der
Mechanismus der schrittweisen Bewegung kann anhand von Abbildung 6.4
beschrieben werden. Dargestellt sind die beiden Kopfregionen (blau) eines
dimerisierten Kinesinmolekiils, die beide jeweils unter Verwendung von
ADP an ein a-B-Tubulindimer (griin: B-Tubulin; weik: a-Tubulin) gebunden
sind. Das Loslassen des ADP und das anschliekende Binden von ATP der
vorderen Kopfregion verursacht zum einen eine starkere Affinitat dieses
Kopfes an den Mikrotubulus und zum anderen eine Konformationsanderung
des Bereiches zwischen Kopf und Hals (A), sodass der schwacher gebundene
hintere Kopf vom Mikrotubulus losgerissen und um ungefahr 16 nm nach
vorn geworfen wird (B). Nach zufélligem diffusivem Suchen findet der nach
vorn geworfene Kopf das nachstgelegene a-B-Tubulindimer und bindet an
dieses. Wahrenddessen findet in der nun hinteren Kopfregion die Hydrolyse
von ATP zu ADP + P; statt (C), wodurch die Proteinkonformation wieder in
die urspriingliche Form iibergeht und der Prozess von vorn beginnen kann.
Bet jedem Schritt wird ein einzelnes ATP-Molekiil hydrolysiert [75, 76]. Ein
einzelnes Kinesinmolekiil kann eine maximale Kraft von 5-7 pN ausiiben
[77-80].
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Kinesin

Abbildung 6.4: Schrittweise Bewegung eines Kinesinmolekiils an einem Mikrotubu-
lus entlang. Der Skalierungsbalken zeigt eine Lange von 4 nm an.
Aus [74].
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Die Messung der Bewegung von Kinesin entlang eines Mikrotu-
bulus, insbesondere die Auflosung einzelner 8 nm groKer Schritte,
stellt eine experimentelle Herausforderung dar, die tiefere Ein-
blicke in die Funktionsweise dieses Proteinkomplexes erlaubt. In
diesem Kapitel wird die Implementierung solcher Messungen der
Kinesinbewegung mit Hilfe der differentiellen interferometrischen
Partikelverfolgung vorgestellt. Die Probenprdparation sowie die
Auswertung der Interferogramme und der gemessenen Stromsignale
werden beschrieben.

7.1 PROBENPRAPARATION

Die Messungen der Kinesinbewegung finden in vitro statt. Dazu wird der
Proteinkomplex Kinesin-Mikrotubulus in einer Flusskammer prapariert, die
aus einem Objekttragerglas, zwei parallel angeordneten Streifen doppelseiti-
gen Klebebands und einem Mikroskopdeckglaschen besteht (Abbildung 7.1).
Zwischen den beiden Klebebandstreifen befindet sich somit ein nach zwei
Seiten geodffneter Kanal, der nacheinander mit verschiedenen Fliissigkeiten

Abbildung 7.1: Schematische Darstellung einer Flusskammer zur Préparation einer
Kinesinprobe. OT: Objekttrager; DG: Mit Diethylentriamin (DETA)
beschichtetes Mikroskopdeckglaschen; KB: doppelseitiges Klebe-
band; LP: Loschpapier; T: Tropfen der Losung, die die Flusskammer
fullen soll. Die zwischen Objekttrager und Deckgldschen befindliche
Kammer hat ein Volumen von etwa 18 mm x 3 mm x 0,1 mm =~ 5 pL.
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geflutet werden kann, um die fiir das Experiment bendtigten Komponenten
sukzessive einzufiihren. Die zu untersuchenden Proteinkomplexe befinden
sich wahrend der Messung an der Unterseite des Deckglaschens im Innen-
raum der Flusskammer. Bet der Herstellung einer solchen Flusskammer wird
zundchst das Mikroskopdeckglaschen mit Diethylentriamin (DETA) beschich-
tet, um eine positiv geladene Oberflache zu erzeugen, an der die Mikrotubuli
sehr gut haften. Anschliekend wird ein Tropfen von Goldkolloid (Partikel mit
einem Durchmesser von 200 nm, BBInternational) fiir 20 s mittig auf der
Deckglaschenoberflache platziert und anschliefRend mit Druckluft weggebla-
sen. Dadurch bleiben einige Goldnanosphéaren an der Oberflache haften, die
im Experiment als Referenzpartikel dienen. Das Deckglaschen wird kopfiiber
auf die parallelen Streifen doppelseitigen Klebebands gelegt und leicht
angedriickt, sodass sich die Goldpartikel im Innenraum der Flusskammer
befinden.

Fir das Fluten wird an das eine Ende der Kammer mit einer Pipette
ein Tropfen der Fliissigkeit gegeben, die die Kammer fiillen soll. Auf Grund
der Kapillaritat dringt die Flissigkeit in die Flusskammer ein und flutet
diese vollstandig. Um den Inhalt einer bereits gefiillten Flusskammer durch
eine andere Flissigkeit zu ersetzen, wird wieder ein entsprechender Tropfen
von ca. 20 pL an die gleiche Stelle pipettiert. An die andere Offnung
der Kammer wird ein Stiick Loschpapier gehalten, das die in dem Kanal
befindliche Flissigkeit aufsaugt, wahrend der gegeniiberliegende Tropfen in
die Kammer eindringt. Das Volumen der Kammer betragt ungefahr 18 mm x
3mmx0,1T mm = 5 pL. Somit ist diese deutlich kleiner als das Volumen des
Tropfens, sodass der Inhalt der Kammer durch diesen Spiilvorgang komplett
ausgetauscht wird.

Zur Praparation einer Kinesinprobe wird die Flusskammer nacheinander
mit Fliissigkeiten geflutet, die die verschiedenen bendtigten Komponenten
enthalten (eine detaillierte Anleitung dieser Probenpraparation befindet sich
in Anhang A). Zunéchst wird eine Lésung mit Mikrotubuli, die mit Rhodamin
fluoreszenzmarkiert sind, in die Flusskammer gegeben. Bei diesem initialen
Fillvorgang wird bereits ein 20 puL-Tropfen mit Hilfe eines am anderen
Kanalende befindlichen Loschpapiers durch die Flusskammer gespiilt, obwohl
bereits 5 pL der Losung geniigen, um die Kammer vollstandig zu fiillen.
Mit diesem Durchspiilen wird jedoch gewahrleistet, dass die Mikrotubuli
durch den Fliissigkeitsstrom entlang der Flussrichtung ausgerichtet werden,
wenn sie an der mit DETA beschichteten Deckglaschenoberflache haften
bleiben. Die Flussrichtung entspricht im Experiment der x-Richtung der
Objektebene. Das DETA sorgt dafiir, dass die Mikrotubuli nahezu iiber
ihre gesamte Lange an der Oberflache haften und somit fixiert sind. An
Oberflachen, die nicht mit DETA beschichtet sind, haften die Mikrotubuli
nur punktuell, sodass die Abschnitte zwischen diesen Haftpunkten frei
beweglich bleiben. Gleich anschlieBend wird die Flusskammer mit einer
Caseinlosung gespiilt. Dadurch werden zum einen die Mikrotubuli, die nicht
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Abbildung 7.2: Mikroskopisches Schema der praparierten Kinesinprobe in der Fluss-
kammer. Sowohl fluoreszenzmarkierte Mikrotubuli (MT) als auch die
als Referenzpartikel fungierenden Goldnanopartikel (R) haften an
der mit DETA beschichteten Deckglaschenoberflache (DG). Die mit
Protein G beschichteten fluoreszenzmarkierten Polystyrolkiigelchen
(P) binden iiber einen Anti-HISg-Tag-Antikorper und ein Kinesin
(Kin) an ein Mikrotubulus. Eine Caseinschicht (Cs) erschwert das
Haften des Polystyrolkiigelchens an der Deckglaschenoberflache.

an der Oberflache gehaftet haben, aus der Kammer entfernt. Zum anderen
benetzt das Casein die freien Stellen der Deckglaschenoberflache, an denen
sich keine Mikrotubuli befinden. Das ist wichtig, um ein spateres Haften der
Testpartikel an der Oberflache zu erschweren. Nun wird der Kinesinansatz
in die Flusskammer gespiilt. Dieser Ansatz enthalt fluoreszenzmarkierte
Polystyrolkiigelchen mit einem Durchmesser von 500 nm, deren Oberflache
mit Protein G beschichtet ist (Kisker Biotech). Uber einen Anti-HISg-Tag-
Antikorper, der als Bindeglied zu dem Protein G fungiert, ist das Kinesin
an die Polystyrolkiigelchen gebunden. Der Kinesinansatz ist zuvor fiir zehn
Minuten auf Eis inkubiert worden, um die Bindung des Kinesins an die
Polystyrolkiigelchen zu gewahrleisten. Zusatzlich ist in dem Ansatz AMP-
PNP! enthalten. Der Kinesinansatz wird fiir eine Inkubationszeit von zwei
Minuten in der Flusskammer gelassen. In dieser Zeit bindet das Kinesin an
die Mikrotubuli unter Verwendung des AMP-PNP, jedoch zunachst ohne auf
thnen entlangzulaufen. Nach dieser Inkubationszeit wird die Flusskammer
mit einem Ansatz gespiilt, der das Ausbleichen des Rhodamins in den
Mikrotubuli verlangsamt, wodurch die restlichen Polystyrolkiigelchen, die
sich noch frei im Fliissigkeitsvolumen befinden, entfernt werden. An der
praparierten Deckglaschenoberflache in der Flusskammer haften nun, wie
es in Abbildung 7.2 schematisch dargestellt ist, sowohl Goldnanopartikel
als auch Mikrotubuli, an die wiederum iiber Kinesin und Anti-HISg-Tag-
Antikorper die Polystyrolkiigelchen gebunden sind.

AMP-PNP ist ein ATP-Analogon, unter dessen Verwendung Kinesin an einen Mikrotubulus
binden kann, ohne jedoch auf diesem entlangzulaufen.
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Abbildung 7.3: Fluoreszenzmikroskopisches Bild von Mikrotubuli und Polystyrolkii-
gelchen auf der Deckglaschenunterseite. Durch die klar definierte
Flussrichtung in der Flusskammer sind die Mikrotubuli entsprechend
ausgerichtet. Die Polystyrolkiigelchen sind beinahe ausnahmslos
auf den Mikrotubuli zu finden, was auf eine Bindung tiber Kinesin
und Anti-HISg-Tag-Antikérper schlieRen lasst. Das weile Rechteck
markiert den Ausschnitt, dessen zeitliche Entwicklung in Abbildung
7.4 dargestellt ist. Zur besseren Sichtbarkeit der Helligkeitsunter-
schiede ist das Bild in Falschfarben dargestellt.

Das Verhaltnis der Polystyrolkiigelchen- zur Kinesinkonzentration im
Kinesinansatz wird so gewahlt, dass sich nur wenige Kinesine an der Ober-
flache eines Partikels befinden, bzw. nur wenige Kinesine zur Bindung eines
Partikels an einen Mikrotubulus beitragen. Dies kann erreicht werden, indem
in aufeinanderfolgenden Versuchen die Kinesinkonzentration solange verrin-
gert wird, bis die Polystyrolkiigelchen sichtbar seltener an die Mikrotubuli
binden. Dann ist davon auszugehen, dass die mittlere Zahl der Kinesine pro
Partikel, die diese an ein Mikrotubulus binden, auf unter eins gefallen ist.
Nach der Praparation wird die Probe in den Objekttisch des Mikroskops
eingesetzt.

Zum Auffinden eines geeigneten Testpartikels wird das Mikroskop zu-
nachst im Fluoreszenzmodus betrieben. Dadurch konnen zum einen die
fluoreszierenden Polystyrolkiigelchen von den nicht fluoreszierenden Gold-
partikeln unterschieden werden. Im Dunkelfeldmodus mit Laserbeleuchtung
sind die verschiedenen Partikelsorten kaum voneinander zu unterschei-
den, da sie einen ahnlichen Streuquerschnitt besitzen und ahnlich hell
erscheinen, und auerdem trotz unterschiedlicher GroRke jeweils wie Punkt-
lichtquellen aussehen und keinen erkennbaren Formunterschied aufweisen.
Zum anderen werden die Mikrotubuli erst durch den Fluoreszenzmodus
sichtbar, deren Streulicht im Dunkelfeldmodus vom Hintergrundstreulicht
der Deckgldschenoberflache tiberstrahlt wird. Als anregendes Licht wird im
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Fluoreszenzmodus der gleiche griine Laserstrahl wie im Dunkelfeldmodus
verwendet. Uber einen entsprechenden Farbfilter (Langpass OG 590) im
Mikroskop zwischen Objektiv und Tubuslinse wird das rote Fluoreszenzlicht
selektiert, sodass nur die Mikrotubuli und die Polystyrolkiigelchen sichtbar
sind (Abbildung 7.3). Somit kdnnen diejenigen Kiigelchen leicht identifiziert
werden, die sich direkt auf einem Mikrotubulus befinden und somit wahr-
scheinlich iiber ein Kinesin an dieses gebunden sind. Die Goldpartikel sind
dadurch zu identifizieren, dass sie erst bei Herausnahme des Fluoreszenzfil-
ters sichtbar werden. Ein geeignetes Paar aus einem Goldnanopartikel und
etnem an ein Mikrotubulus gebundenen Polystyrolkiigelchen wird gesucht,
das Interferometer fiir dieses Paar justiert und die Kalibriermessung zur Be-
stimmung der Signalparameter durchgefiihrt. Sobald dies geschehen ist, wird
der ATP-Ansatz in die Flusskammer gespiilt. Nach etwa 20 Sekunden fangt
das Kinesin an sich entlang der Mikrotubuli zu bewegen, was durch eine
Bewegung der Polystyrolkiigelchen beobachtet werden kann. Exemplarisch
ist die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Bewegung eines vom Kine-
sin UNC-104 gezogenen Polystyrolkiigelchens in Abbildung 7.4 dargestellt.
Es sind zwei Partikel auf einem Mikrotubulus zu sehen, die sich bei t =0
noch nicht bewegen. Die folgenden Bilder zeigen den gleichen Ausschnitt
im zeitlichen Abstand von jeweils einer Sekunde. Von t =1 s bis t = 3 s ist
jeweils eine deutliche Positionsanderung des rechten Partikels erkennbar,
wohingegen sich dieses Partikel bei t = 4 s bereits vom Mikrotubulus gelost
hat. Zwischen t =1 s und t = 3 s wandert das Partikelmit einer mittleren
Geschwindigkeit von v = 1 pm/s, was mit bekannten Literaturwerten gut
ibereinstimmt [81].

7-2 ENTWICKLUNG DER INTERFEROGRAMME

Fir die differentielle interferometrische Partikelverfolgung wird der Fluo-
reszenzfilter aus dem Strahlengang entfernt, da fiir diese Messmethode
das koharente, an den Partikeln elastisch gestreute Licht verwendet wird.
Nach erfolgter Justage des Interferometers fiir ein bestimmtes Partikelpaar
entsteht in den Interferenzebenen hinter den beiden Strahlteilerausgangen
zunachst das homogene Interferenzbild, ensprechend der Simulation aus
Abbildung 4.3A. Die Startphase ®g ist im Allgemeinen von null verschie-
den und hangt vom Abstand s zwischen Referenz- und Testpartikel in der
Objektebene und vom Unterschied der optischen Weglangen der beiden
Interferometerarme ab. Die zeitliche Entwicklung des realen Interferogramms
bei einem sich bewegenden Testpartikel wird zu Demonstrationszwecken
aufgenommen, indem der Detektor APD1 durch eine Kamera ersetzt und
die Lochblende PH1 entfernt wird (vgl. Abbildung 3.4). Durch eine leichte
Defokussierung erscheint der Interferenzspot auf dem lichtempfindlichen
Sensor der Kamera als flachiges Scheibchen und eine Aufnahme entspricht
in etwa dem Interferogramm in der X-Y-Ebene aus Abbildung 4.1.
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Abbildung 7.4: Falschfarbenkodierte fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Be-
wegung des Kinesins UNC-104. Dargestellt ist der durch das Recht-
eck markierte Bereich aus Abbildung 7.3. Zwischen t = 1 s und
t = 3 s betragt die mittlere Geschwindigkeit 1 um/s. Bei t =4 s
hat sich das Partikel bereits vom Mikrotubulus gelost.
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Abbildung 7.5: Zeitliche Entwicklung des Interferogramms bei Bewegung des Test-
partikels. Die farbkodierten Aufnahmen des defokussierten Interfe-
renzspots mit Intensitatsprofilen zeigen zunachst mit einsetzender
Partikelbewegung eine Veranderung der Helligkeit des homogenen
Interferogramms von (A) zu (B). In (C) sind bereits Int