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M OT I VAT I O N
Die Positionsbestimmung und Bahnverfolgung einzelner Partikel eröffnetdie Möglichkeit, dynamische Prozesse auf Längenskalen von Millimeternbis unterhalb von Nanometern abzubilden. Insbesondere mit Blick auf An-wendungsgebiete in der Biochemie, wo relevante Prozesse auf molekularerEbene hohe räumliche und zeitliche Auflösungen erfordern, sind in denletzten Jahrzehnten zahlreiche neue optische Methoden entwickelt worden.Sowohl fluoreszente als auch phasenverschiebende und lichtstreuende Mar-ker werden verwendet, um die Bewegung molekularer Proben sichtbar zumachen. Einige Techniken erlauben Ortsauflösungen weit unterhalb derBeugungsgrenze sichtbaren Lichts [1–3], wodurch Einblicke in die Mechanikeinzelner biologischer Moleküle gewonnen werden können [4–6]. Zum Bei-spiel wurde direkt beobachtet, dass sich das Motorprotein Kinesin mit 8 nmgroßen Schritten an Proteinfilamenten des Zytoskeletts, den Mikrotubuli,entlang bewegt [7–9]. Sogar die 0,37 nm großen Schritte der Bewegung vonRNA-Polymerase an der DNA entlang konnten aufgelöst werden [10].In der Praxis wird die Orts- und Zeitauflösung der Bahnverfolgung vonPartikeln durch verschiedene Faktoren wie die begrenzte zur Verfügung ste-hende Photonenrate oder die mechanische Instabilität des optischen Aufbausund der Probe selbst beschränkt. Diesen limitierenden Aspekten kann aufverschiedene Weise begegnet werden, zum Teil mit hohem experimentellenAufwand: Die begrenzte Strahlungsleistung, die von dem zu verfolgendenPartikel emittiert wird, beschränkt die mittlere Anzahl der Photonen, die in-nerhalb eines festen Zeitfensters zu einem Einzelbild beitragen. Hierin liegteine prinzipielle Grenze für die Genauigkeit der Objektlokalisierung [11].Durch die Wahl einer geeigneten Bildwiederholrate muss ein angemesse-ner Kompromiss zwischen Orts- und Zeitauflösung gefunden werden. DieseEinschränkung wird besonders bei der Bahnverfolgung einzelner Fluores-zenzmoleküle deutlich, die eine begrenzte Photonenabstrahlrate besitzen. ImFall lichtstreuender Partikel gibt es keine prinzipielle Begrenzung für dieemittierte Strahlungsleistung, da die Anzahl der gestreuten Photonen pro-portional zur Intensität der Beleuchtung ist. Obwohl die Strahlungsleistungdes gestreuten Lichts stark von der Partikelgröße abhängt, konnten bereitsGoldpartikel mit einem Durchmesser von nur 10 nm in einem Zeitfenstervon etwa einer Mikrosekunde detektiert werden [12]. Hohe Zeitauflösun-gen können entweder mit Hilfe von Hochgeschwindigkeitskameras oder -
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4 motivation
was wesentlich kostengünstiger ist - durch die Verwendung nur wenigerDetektionskanäle mit hoher Bandbreite erreicht werden [13, 14]. GrößerePartikel streuen mehr Licht und ermöglichen daher als Marker an einerbiologischen Probe eine hohe Orts- und Zeitauflösung. Jedoch lässt die oft-mals flexible Verbindung zur Probe eine relativ freie Bewegung des Markersinnerhalb eines begrenzten Volumens zu. Die thermische Bewegung desMarkers verschlechtert somit die Genauigkeit der Probenlokalisierung. Eineoptische Pinzette kann dazu verwendet werden, den Marker festzuhaltenund dessen thermische Bewegung zu unterdrücken. Gleichzeitig ermöglichtdies die gezielte Anwendung und Messung von Kräften [15–17]. Hier tutsich eine neue Fehlerquelle auf: Die Position der optischen Pinzette inder Objektebene kann sich aufgrund der thermischen Ausdehnung, die dasfokussierende Objektiv durch die hohe Strahlungsleistung des Lasers er-fährt, um mehrere hundert Nanometer verschieben. Um die Punktstabilitäteiner optischen Pinzette dennoch zu gewährleisten, haben Mahamdeh et.al. ein Objektiv mit Temperaturfühlern und Heizfolien versehen, um dessenTemperatur auf Schwankungen von weniger als 1 mK zu stabilisieren [18].Weiterhin haben Abbondanzieri et. al. ein Mikroskop in einen abgedichteten,mit Helium gefüllten Kasten eingeschlossen, um Fluktuationen der Positionder optischen Pinzette zu minimieren, die auf Luftzüge und Dichteschwan-kungen zurückzuführen sind [10]. Der Drift des Objekttischs kann dadurchkompensiert werden, dass in der Objektebene fixierte Marker verfolgt werdenund deren Bewegung nachträglich von der gemessenen Bewegung der Probesubtrahiert oder darüber der Objekttisch aktiv stabilisiert wird [19]. Eine an-dere Möglichkeit besteht darin, den gesamten Messaufbau von thermischenFluktuationen zu entkoppeln, indem der Aufbau vollständig automatisiertund in einem separaten Raum platziert wird [18].In dieser Arbeit wird eine neue Methode vorgestellt, die „differentielleinterferometrische Partikelverfolgung“. Sie kombiniert einen relativ sim-plen Messaufbau mit hoher Orts- und Zeitauflösung und einer inhärentenEliminierung des Mikroskopdrifts aus den Messwerten. Die differentielleinterferometrische Partikelverfolgung basiert auf der Interferenz zwischendem Streulicht eines Testpartikels und eines in der Objektebene fixiertenReferenzpartikels. Dazu wurde ein aufrechtes Mikroskop mit einer Laserdun-kelfeldbeleuchtung ausgestattet und ein kompaktes Mach-Zehnder-ähnlichesInterferometer auf den Kameraausgang des Mikroskops montiert. Das Interfe-renzsignal, das die Information über die eindimensionale Partikelbewegungenthält, wird mit zwei Avalanche-Photodioden gemessen. Dadurch ist dieseMessanordnung bei geeigneter Auswertung der Messwerte unempfindlichgegen Fluktuationen der Laserleistung. Um die Leistungsfähigkeit dieserMethode zu demonstrieren, wurde die Bewegung von Kinesin an Mikrotu-buli entlang gemessen. Polystyrolkügelchen mit einem Durchmesser von0,5 µm dienten als Markierung der Kinesinmoleküle. Die typischen 8 nm
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großen Schritte konnten ohne Verwendung einer optischen Pinzette deutlichaufgelöst gemessen werden.
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M E T H O D E N Z U R PA RT I K E L LO KA L I S I E R U N G

In diesem Kapitel wird ein Überblick über bereits etablierte Me-
thoden zur Partikellokalisierung gegeben. Die Auswahl und Rei-
henfolge der vorgestellten Techniken soll verdeutlichen, dass der
Übergang von der Abbildung zur Interferometrie fließend ist, wenn
es um die Lokalisierung kleiner Objekte in der Größenordnung der
Wellenlänge des Lichts geht. Im ersten Abschnitt des Kapitels wird
zunächst auf prinzipielle Grenzen der Genauigkeit der optischen
strukturellen Abbildung und der Objektlokalisierung eingegangen.

2.1 übergang von der abbildung zur lokalisierung
Das Auflösungsvermögen abbildender optischer Instrumente ist durch denWellencharakter und die daraus resultierende Beugung des Lichts begrenzt.Das Licht punktförmiger Strahler wird nicht wieder als Punkt abgebildet,sondern als flächiges Beugungsmuster, dessen Größe von der Wellenlänge λ0des Lichts und der numerischen Apertur NA des abbildenden Linsensystemsabhängt. Die kreisförmige Blende einer Linse oder eines Mikroskopobjektivserzeugt als Bild einer Punktlichtquelle ein Airy-Scheibchen [20], bestehendaus einem zentralen Intensitätsmaximum und mehreren nach außen hinschwächer werdenden umliegenden Ringen. Zur Quantifizierung des Auflö-sungsvermögens eines optischen Instruments kann das Rayleigh-Kriteriumherangezogen werden, welches besagt, dass zwei punktförmige Strahlermit dem Abstand ∆x gerade noch getrennt voneinander dargestellt werdenkönnen, wenn das zentrale Beugungsmaximum des einen Strahlers in daserste Beugungsminimum des anderen Strahlers fällt. Für nicht kohärentstrahlende Punktlichtquellen gilt dann die Abbesche Auflösungsgrenze einesMikroskops

∆x = 0, 61 · λ0
NA (2.1)

als minimaler Abstand zwischen zwei aufgelöst abbildbaren Punkten [21]. Mitder konventionellen Lichtmikroskopie können somit Strukturen, die kleiner
7



8 methoden zur partikellokalisierung
als 200 nm sind, nicht mehr aufgelöst werden. Neuartige Ansätze wie dieSTED-Mikroskopie [22, 23] erzielen höhere Auflösungen durch Ausnutzungnichtlinearer Eigenschaften fluoreszierender Marker.Die Lokalisierung von Objekten muss grundsätzlich von der strukturellenAbbildung unterschieden werden. Die Genauigkeit optischer Positionsbe-stimmungen ist nicht prinzipiell durch die Beugung des Lichts limitiert.So kann die laterale Position eines punktförmigen Strahlers mit einemabbildenden System im Prinzip beliebig genau ermittelt werden, da derMittelpunkt des entstehenden - rauschfreien - Beugungsscheibchens trotzseiner endlichen Ausdehnung präzise bestimmt werden kann (Abschnitt 2.2).Beschränkt wird die Genauigkeit solch einer Positionsbestimmung durchRauschen, das die Messung überlagert. Als intrinsische Grenze ist dabeidas Schrotrauschen des Lichts zu nennen, das auf die Quantisierung deselektromagnetischen Felds in einzelne Photonen und deren voneinanderunabhängiges Eintreffen am Detektor zurückzuführen ist. Die ultimativeGrenze für die Genauigkeit der Positionsbestimmung eines Objekts wirddurch die Heisenbergsche Unschärferelation

∆x∆px ≥ h̄/2 (2.2)
beschrieben [2, 24–26]. Dabei ist h̄ das Plancksche Wirkungsquantum. Beieiner Positionsbestimmung eines Objekts mit nur einem Photon kann dieUnschärferelation so interpretiert werden, dass ∆px die Unschärfe der Impuls-komponente in x-Richtung darstellt, die dem Photon durch den Streuprozess(oder einen anderen Wechselwirkungsmechanismus) mit dem Objekt und dieanschließende Winkelbegrenzung durch die Aperturblende der optischenKomponenten aufgeprägt wird. ∆x ist dann die Ortsunschärfe, mit der dasPhoton und somit auch dessen Ursprungsort lokalisiert werden kann. DieseBetrachtungsweise steht im Einklang mit der Beugungsbegrenzung abbil-dender optischer Systeme, bei der die numerische Apertur des Objektivs dieImpulsunschärfe der Photonen in lateraler Richtung bestimmt (Gleichung 2.1).Das Beugungsmuster stellt in diesem Fall die Wahrscheinlichkeitsdichte dar,ein Photon in einem bestimmten Flächenelement der Bildebene zu detek-tieren. Eine entsprechende Lokalisierung mit N voneinander unabhängigenPhotonen reduziert die Ortsunschärfe um einen Faktor 1/

√
N 1.

1 Streng genommen muss noch berücksichtigt werden, dass auch dem zu lokalisierendenObjekt von jedem gestreuten Photon eine gewisse Impulsunschärfe aufgeprägt wird, diezu einer Bewegung und somit nach einer gewissen verstrichenen Zeit wieder zu einerOrtsunschärfe führt. Dieser Effekt vergrößert sich mit zunehmender Photonenzahl und wirktder Verbesserung der Ortsauflösung entgegen, die bei hohen Intensitäten durch Zunahmedes Signal-Rausch-Verhältnisses zu erwarten ist. Dies führt zu einer ultimativen Grenzeder Genauigkeit, mit der ein freies Objekt lokalisiert werden kann, ∆x = (2 h̄τ/m)1/2, dienur von der Masse m des Objekts und der Messdauer τ abhängt [27–29].
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2.2 mittelpunktbestimmung von beugungsscheibchen
Die Position einer einzelnen Punktlichtquelle, z.B. eines fluoreszierendenMoleküls, kann mit einem abbildenden Instrument sehr präzise bestimmt wer-den, indem der Mittelpunkt des abgebildeten Beugungsscheibchens ermitteltwird. Dies kann z.B. durch Berechnung des Schwerpunkts geschehen, oderaber, was sich oft als präziser herausstellt, durch Anpassen einer Funktion,die der Punktspreizfunktion (PSF) des abbildenden Systems ähnlich ist [30].Hierzu bietet es sich an, eine Gaußfunktion mit der Methode der kleinstenQuadrate an das gemessene Beugungsscheibchen anzupassen. Als Schätzpa-rameter werden unter anderem die Koordinaten des Mittelpunkts bestimmt,die die Position der Punktlichtquelle repräsentieren. Die dabei erzielteGenauigkeit liegt deutlich unterhalb der Abbeschen Auflösungsgrenze undwird durch die Größe des Beugungsscheibchens und das Rauschen bestimmt,das die Messung überlagert [11, 31]. Ist das Schrotrauschen der detektiertenPhotonen die dominierende Rauschkomponente, so ist die Unsicherheit, mitder die Partikelposition bestimmt werden kann,

∆x =

√
σ2
N +

a2
p/12
N +

8πσ4b2
a2
pN2 ≈ σ√

N
. (2.3)

ap ist die Seitenlänge der quadratischen Pixel, b das mittlere Hintergrundsi-gnal pro Pixelfläche. Die Näherung gilt für vernachlässigbar kleine ap und b.
σ ist die Standardabweichung der Gaußfunktion, die der PSF angepasstwird und entspricht in etwa der Hälfte der Abbeschen Auflösungsgrenzedes abbildenden Systems. Gleichzeitig ist dies die Unschärfe einer Positi-onsbestimmung, zu der nur ein einziges Photon beiträgt. Die Abhängigkeit
∆x ∝ N−1/2 kommt dadurch zustande, dass bei einer Messung mit N von-einander unabhängigen Photonen ∆x als Standardfehler des arithmetischenMittels von N einzelnen Messungen betrachtet werden kann. Die Zunahmeder Bildqualität, und somit der Genauigkeit einer Positionsrekonstruktion,mit steigender Photonenzahl wird in Abbildung 2.1 verdeutlicht. Hier sindsechs Bilder eines fluoreszierenden Partikels dargestellt. Die Bilder mitgrößeren Photonenzahlen wurden durch nachträgliche Überlagerung vonjeweils 2, 4, 8, 16 oder 32 Einzelbildern konstruiert. Durch Anpassen einerGaußfunktion mit dem Scheitelwert als Schätzparameter wurde die Zahl Nder beteiligten Photonen bestimmt.
Beispiel 1: FIONA

Die Positionsbestimmung einzelner fluoreszierender Moleküle mit geringerMessunschärfe ∆x im Nanometerbereich kann genutzt werden, um funktio-nelle Details von Proteinen auf molekularer Ebene zu untersuchen. Yildizet. al. haben die Mittelpunktsbestimmung von Beugungsscheibchen (FIONA,
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Abbildung 2.1: Zunahme der Bildqualität, und somit der Genauigkeit einer Posi-tionsbestimmung, eines fluoreszierenden Partikels mit steigenderAnzahl N der beteiligten Photonen. Aus [11].
„fluorescence imaging with one-nanometer accuracy“) dazu verwendet, dieBewegung des Motorproteins Myosin-V, das sich durch ATP-Hydrolyseentlang des Filaments Aktin bewegt, zu messen und den Mechanismus,der hinter der in Schritten erfolgenden Bewegung steckt, aufzudecken [4].Dazu wurde ein Myosin-V-Molekül mit einem einzelnen Fluoreszenzmolekülmarkiert. Mit einer gekühlten CCD-Kamera mit hoher Quantenausbeute undgeringem Rauschen wurden in vitro fluoreszenzmikroskopische Videos deswandernden Motorproteins mit einer Bildwiederholrate von 2 Hz aufgenom-men. Dieses relativ große Zeitfenster ist der limitierten Photonenemissi-onsrate des Fluoreszenzmoleküls geschuldet. Eine entsprechend niedrigeSchrittrate des Myosin-V wurde durch eine geringe ATP-Konzentration inder umgebenden Lösung erreicht. Die Position des Fluoreszenzmolekülswurde für jedes Einzelbild durch Anpassen einer Gaußfunktion an dessenBild bestimmt. Zur Entstehung jedes Einzelbildes des Fluoreszenzmolekülstrugen jeweils etwa 5000 bis 10000 Photonen bei. Die Standardabweichung
σ der an die PSF angepassten Gaußfunktion betrug etwa 125 nm. DieseWerte ergeben mit Gleichung 2.3 eine Ortsunschärfe ∆x von 1,3 nm bis 1,8nm. Unter Berücksichtigung des Hintergrundrauschens und der endlichenPixelgröße des CCD-Sensors konnten Ortsunschärfen von ∆x ≈ 3 nm er-reicht werden. Die einzelnen, im Mittel 37 nm großen Schritte, mit denensich das als Dimer vorliegende Myosin-V am Aktin entlang bewegt, sind inden gemessenen Pfaden somit deutlich sichtbar (Abbildung 2.2). Die genaueGröße der einzelnen Schritte wurde bestimmt, indem der Mittelwert derPositionen der einzelnen Plateaus berechnet wurde.Das Fluoreszenzmolekül wurde an den Bereich der leichten Kette desMyosin-V im Abstand δ von der Mitte des Motorproteins befestigt (Ab-bildung 2.3). Für verschiedene Modelle des Fortbewegungsmechanismusergeben sich dadurch unterschiedliche Voraussagen für die zu messendeSchrittsequenz. Bei einer „raupenartigen“ Bewegung [32] ist für jeden ge-
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Abbildung 2.2: Zwei durch Anpassen einer Gaußfunktion an die PSF gemessenePfade eines an die leichte Kette eines Myosin-V-Moleküls gebunde-nen Fluoreszenzmoleküls. Die Ortunschärfe beträgt ∆x ≈ 3 nm, dieBildwiederholrate liegt bei 2 Hz. Anstelle der bekannten Schrittwei-te des Myosin-V von 37 nm werden neben 74 nm großen Schritten(entsprechen zwei Schritten innerhalb eines Messintervalls) ab-wechselnd 23 nm und 52 nm große Schritte gemessen (Histogramm).Dieser Befund deutet auf eine „hangelnde“ Bewegung des Motor-proteins hin. Nach [4].
messenen Schritt die einheitliche Größe von 37 nm zu erwarten, wohingegenbei einer „hangelnden“ Bewegung [33–35], bei der immer ein Kopf nachdem anderen vorgesetzt wird, eine Abfolge mit abwechselnd (37− 2δ) nmund (37+ 2δ) nm großen Schritten erwartet wird. Dank der hohen Ortsauf-lösung konnte tatsächlich die Beobachtung gemacht werden, die auf eine„hangelnde“ Bewegung schließen lässt. So wurden unter anderem Pfadegemessen, die abwechselnd 52 nm und 23 nm große Schritte zeigen (Abbil-dung 2.2). Die hochpräzise Lokalisierung von Fluoreszenzmolekülen durchMittelpunktsbestimmung der Beugungsscheibchen wurde in diesem Falldazu genutzt, den Bewegungsmechanismus des Myosin-V-Aktin-Komplexeszu bestimmen.
Beispiel 2: PALM / STORM

Die geringe Ortsunschärfe bei der Positionsbestimmung einzelner Fluo-reszenzmoleküle kann auch zur hochauflösenden Abbildung genutzt wer-den [36]. Um eine große Detailtreue des Bilds zu ermöglichen, müssendie Farbstoffmoleküle möglichst dicht an der abzubildenden Probe haf-
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Abbildung 2.3: Erwartete Schrittgrößen der Bewegung eines Myosin-V-Molekülsam Proteinfilament Aktin entlang bei den beiden möglichen Me-chanismen „hangelnd“ und „raupenartig“. Das Fluorszenzmolekülist im Abstand δ von der Mitte des Myosin-V an dessen leichteKette gebunden. Bei einer hangelnden Bewegung werden Schritt-größen des Fluoreszenzmoleküls von abwechselnd (37− 2δ) nmund (37+ 2δ) nm erwartet, eine raupenförmige Bewegung liefertdurchgehend 37 nm große Schritte. Nach [4].

Abbildung 2.4: Aufnahme eines Lysosoms. (A): Konventionelles fluoreszenzmikro-skopisches Bild. (B): Mit PALM aufgenommenes Bild desselbenObjekts. Details in der Größenordnung von 10 nm sind zu erkennen.Aus [37].
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ten. Einzelne Marker können jedoch nur dann präzise lokalisiert werden,wenn sich die Beugungsscheibchen der einzelnen Punktlichtquellen nichtüberlagern. 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 beieinanderbefindliche Punktlichtquellen nacheinander abzubilden und präzise zu loka-lisieren. Diese Farbstoffe können sich in einem aktivierten oder in einemdeaktivierten Zustand befinden. Nur im aktivierten Zustand sind sie fluo-reszent. Durch Licht einer geeigneten Wellenlänge können wenige, zufälligausgewählte Proteine aktiviert werden, die dann mit Licht einer anderenWellenlänge zur Fluoreszenz angeregt werden und so lange zur Belichtungeines Bilds beitragen, bis sie irreversibel ausgebleicht sind. Sofern sich dieBeugungsscheibchen der zu einem Zeitpunkt aktivierten Farbstoffmolekü-le nicht überlagern, können sie jeweils mit hoher Genauigkeit lokalisiertwerden. Der Vorgang der Aktivierung und Abbildung einiger weniger Fluo-reszenzmoleküle wird so lange wiederholt, bis alle Marker ausgebleicht sind.Die nachträgliche Überlagerung sämtlicher so erhaltener Farbstoffpositionenergibt ein hochaufgelöstes 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 nachträgliche Subtraktionderer Bewegung von den gemessenen Positionen der Fluoreszenzproteinekorrigiert werden. Abbildung 2.4 zeigt den Vergleich einer solchen Aufnahme(B) mit einem konventionellen fluoreszenzmikroskopischen Bild (A) derselbenProbe. Es handelt sich um ein Lysosom, ein Zellorganell, bei dem bestimm-te Transmembranproteine mit fluoreszierenden Proteinen markiert wordensind. Details in der Größenordnung von 10 nm sind zu erkennen, die in derkonventionellen fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme verborgen bleiben.
2.3 partikellokalisierung mit einer quadrantenphotodiode
Für die hochgenaue Lokalisierung eines Objekts ist nicht unbedingt einKamerasensor mit mehreren tausend Pixeln erforderlich. Die Informationüber die Bewegung eines Partikels kann bereits mit wenigen Detektions-kanälen, z.b. mit einer geteilten Photodiode, gewonnen werden. Der Vorteilim Vergleich zu Kamerasensoren ist ein relativ einfacher Zugang zu hohenZeitauflösung, vorausgesetzt, die zur Verfügung stehende Strahlungsleis-tung ist ausreichend groß. So wurden, vor allem im Zusammenhang mitoptischen Pinzetten, zahlreiche Methoden entwickelt, die eine Quadran-tenphotodiode (QPD) zur Positionsbestimmung eines Objekts nutzen. Beidiesen verschiedenen im Folgenden vorgestellten Ansätzen wird besondersgut der fließende Übergang 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 eineQPD. (C): Partikellokalisation mit Hilfe eines Optical-Trapping-Interferometers. PD1, PD2: Photodioden; PST: PolarisierenderStrahlteiler; λ/4-Plättchen; WP: Wollaston-Prisma. Im grau hin-terlegten Kasten ist die jeweilige Polarisationsrichtung des Lichtsdargestellt.
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Partikel mit einem Durchmesser von etwa 1 µm, die sich zum einen leichtmit optischen Pinzetten einfangen lassen und die zum anderen einen großenStreuquerschnitt besitzen, sodass das Streulicht eine wesentlich höhereStrahlungsleistung hat als das Fluoreszenzlicht vergleichbarer gefärbterPartikel.
Abbildung auf eine geteilte Photodiode

Die naheliegendste Art, die Position und die Bewegung eines Partikelsmit einer geteilten Photodiode zu messen, besteht darin, das Partikel alsvergrößertes Beugungsscheibchen auf die Schnittstelle zwischen den ein-zelnen Photodiodensegmenten abzubilden. Das differentielle Auslesen derPhotoströme der gegenüberliegenden Segmente liefert ein Maß für dieVerschiebung des Beugungsscheibchens auf der Sensorfläche. Innerhalbeiner gewissen Reichweite der Bewegung ist diese Differenz proportionalzur Verschiebung der Punktlichtquelle. Dieses Prinzip wurde erstmals vonKamimura angewendet, um die Bewegung von Polystyrolkügelchen mit einemDurchmesser von 1 µm mit einer Genauigkeit von ca. 1 nm zu messen [1].Dazu wurde das vergrößerte Bild eines Partikels auf die Kante eines pris-menförmigen Spiegels projiziert, sodass zwei Halbbilder entstanden undderen Strahlungsleistung jeweils von einer Photodiode erfasst wurde. Trifftdas Bild die Kante des Prismenspiegels genau mittig, so sind die beidenHalbbilder identisch und die Differenz der Photoströme der beiden Pho-todioden ist null. Verschiebt sich jedoch das Partikel und somit dessenBild, lässt sich das an einer wachsenden Differenz der Photoströme ablesen.Anstelle des prismenförmigen Spiegels kann das Bild des Partikels auchdirekt 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 Hellfeldbeleuchtungmit der mikroskopeigenen Wolfram-Halogenlampe. Da auf diese Weise nurvergleichsweise geringe Strahlungsintensitäten in der Objektebene erzeugtwerden können, ist die erzielbare Zeitauflösung der Messsignale durchdas Schrotrauschen der Photonen dementsprechend stark begrenzt. Da derKontrast bei Hellfeldabbildungen kleiner Partikel gering ist, bietet sicheine Dunkelfeldanordnung an [6]. Höhere Intensitäten können mit Bogen-lampen oder mit Laserbeleuchtung erzielt werden, wobei hier zu beachtenist, dass Bogenlampen weniger stabil sind und Laserbeleuchtung Problemewie 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 habenVisscher et. al. eine QPD in der hinteren Brennebene (HBE) bzw. in einerzu ihr konjugierten Ebene platziert [44] (Abbildung 2.5B). Das Muster in derHBE resultiert aus der Interferenz zwischen dem ungestörten beleuchtenden,fokussierten Lichtstrahl und dem an dem Partikel gestreuten Licht [45].Dieses Muster stellt die Winkelverteilung des Lichts dar, das den Fokuspassiert und ist im Gegensatz zu einer Abbildung des Partikels unabhängigvon der tatsächlichen Position des Fokus in der Objektebene. Vielmehr wirdhierbei die Position des Partikels relativ zum Fokus des beleuchtendenLichtstrahls gemessen. Dient dieser Fokus gleichzeitig als optische Pinzette,so kann diese zur Manipulation der Probe frei bewegt werden - zumindestinnerhalb einer gewissen Reichweite - ohne, dass die Position der QPDentsprechend nachjustiert werden muss.
2.4 optical-trapping-interferometer
Eine weitere nichtabbildende Methode zur Positionsmessung von Partikelnwurde von Denk et. al. vorgestellt und basiert auf der Differentialinterferenz-kontrast- (DIK-) Mikroskopie [2]. Hierbei wird ein Laserstrahl, bevor er aufdie Probe fokussiert wird, mit einem Wollaston-Prisma in zwei orthogonalpolarisierte Teilstrahlen getrennt (Abbildung 2.5C). Diese beiden Strahlenformen in der Objektebene zwei beugungsbegrenzte Brennpunkte, die sichteilweise überlappen und gemeinsam die optische Pinzette bilden. Die Strah-len werden nach Verlassen der Probe an einem zweiten Wollaston-Prismawieder überlagert. Diese Anordnung bildet somit ein Zweistrahlinterfero-meter, dessen Ausgang empfindlich auf Phasenschübe in einem der beidenInterferometerarme ist. In der Fachliteratur ist diese Messanordnung unterdem Namen „Optical-Trapping-Interferometer“ bekannt. Ist kein Partikel inder optischen Pinzette, oder befindet sich eines genau in deren Zentrum, soist die lineare Polarisation des Strahls hinter dem zweiten Wollaston-Prismadie gleiche wie in dem Ausgangsstrahl vor dem ersten Wollaston-Prisma.Befindet sich jedoch ein phasenverschiebendes Partikel dezentriert in derFalle, so wird ein Teilstrahl in der Objektebene stärker dephasiert als derandere, was eine elliptische Polarisierung des rekombinierten Strahls zurFolge hat, die mit Hilfe eines λ/4-Plättchens, eines geeignet angeordnetenpolarisierenden Strahlteilers und zwei Photodioden leicht gemessen werdenkann. Innerhalb einer gewissen Reichweite der Partikelpositionen ist dasgemessene Differenzsignal der beiden Photodioden proportional zur Parti-kelposition. Mit dieser Methode konnten Svoboda et. al. erstmalig die 8 nmgroßen Schritte des Kinesin-Mikrotubulus-Komplexes beobachten [7].
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M E S S P R I N Z I P U N D E X P E R I M E N T E L L E R AU F B AU

Die hier vorgestellte Messmethode der differentiellen interferome-
trischen Partikelverfolgung beruht auf der Interferenz zwischen den
gestreuten Lichtstrahlen1 eines Referenzpartikels und eines Test-
partikels. Die Phasenbeziehung zwischen den beiden Lichtstrahlen
wird im Interferenzbild in eine Strahlungsintensität2 transformiert,
wodurch sie beobachtbar wird und experimentell leicht zugänglich
ist. Bei geeigneter geometrischer Anordnung des Messaufbaus
ist die Phasenbeziehung sehr empfindlich gegenüber Änderungen
des Abstands der beiden Partikel. Das Referenzpartikel ist in der
Objektebene fixiert und das gemessene Interferenzsignal enthält
Informationen über die relative Bewegung des Testpartikels zur
Referenz. Auf diese Weise werden Drifteffekte eliminiert, die auf
beide Partikel gleichermaßen wirken.
In diesem Kapitel wird das Prinzip und die experimentelle Imple-
mentierung der differentiellen interferometrischen Partikelverfol-
gung vorgestellt.

Das Herzstück 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 erweitertworden ist. Zwei Avalanche-Photodioden (APD) messen die Interferenzsigna-le an den Ausgängen des Interferometers. Um mechanische Schwingungenzu minimieren, befindet sich der gesamte optische Aufbau auf einem pneu-matisch gelagerten optischen Tisch (Newport RS4000). Das Mikroskopist in einem abgedunkelten Plexiglaskasten vor Luftzügen geschützt. Der
1 Hier sind nicht Lichtstrahlen im Sinne der geometrischen Optik gemeint, also Trajekto-rien klassischer Lichtteilchen, sondern räumlich begrenzte Wellen wie im Konzept desGaußstrahls.2 Als „Strahlungsleistung“ wird im Folgenden die Energie bezeichnet, die pro Zeiteinheitvon einer elektromagnetischen Welle transportiert wird. Die Strahlungsleistung der elek-tromagnetischen Welle, die auf eine Oberfläche trifft, wird, bezogen auf die Größe dieserFläche, „Strahlungsintensität“ genannt.
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Mikroskopkasten
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Abbildung 3.1: Versuchsaufbau auf pneumatisch gelagertem optischen Tisch. DerLaser wird zunächst in eine Singlemode-Glasfaser eingekoppelt undso in den Mikroskopkasten geleitet, wo er als Dunkelfeldbeleuchtungeingesetzt wird. Multimode-Glasfasern leiten das Interferenzlicht indie Detektoreinheit, wo es von Avalanche-Photodioden gemessenwird.
Laser für die Dunkelfeldbeleuchtung und die Detektoren zu Messung derInterferenzsignale befinden sich außerhalb des Kastens. Über Glasfasernwerden die jeweiligen Lichtstrahlen in diesen hinein bzw. von diesem herausgeleitet.
3.1 beleuchtung
Als Lichtquelle dient ein frequenzverdoppelter Nd:YAG-Laser (CoherentVerdi V-10) mit Vakuumwellenlänge λ0 = 532 nm, dessen Licht in eineSinglemode-Glasfaser eingekoppelt und in den Mikroskopkasten geleitetwird. Dort mündet das Glasfaserkabel in die Beleuchtungseinheit (Abbildung3.3), die im Wesentlichen aus einer Kollimatorlinse und einer asphärischenSammellinse mit numerischer Apertur NA=0,13 besteht. Hierdurch wird dasLaserlicht im Abstand der Brennweite f = 22 mm hinter der Sammellinseauf einen beugungsbegrenzten Bereich von wenigen Mikrometern fokussiert.Die Beleuchtungseinheit wird seitlich vom Objekttisch platziert, sodass derLaserstrahl die Objektebene schräg von der Seite trifft und in deren Nähefokussiert ist. Um diese Anordnung erst zu ermöglichen, wird ein Objek-tiv (Olympus LM Plan Fl BD; 50×; NA 0,50) mit großem Arbeitsabstand(10.6 mm) verwendet. Die optischen Achsen des Laserstrahls und des Mikro-
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Beleuchtungseinheit

Interferometer

Abbildung 3.2: Aufrechtes Lichtmikroskop mit Laserdunkelfeldbeleuchtung und kom-pakter Interferometereinheit auf dem Kameraausgang. Der Teil desStrahlengangs, der sich an das Interferometer anschließt (bis zurEinkopplung in die Multimode-Glasfasern), befindet sich auf einemGerüst aus Aluminiumprofilrohren. Ein abgedunkelter Plexiglaskas-ten schützt diesen Teil des Aufbaus vor Luftzügen.
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Abbildung 3.3: Beleuchtungseinheit mit eingezeichnetem Strahlengang. Der kolli-mierte Laserstrahl wird von der asphärischen Sammellinse fokussiert.Der Brennpunkt befindet sich im Abstand von 22 mm hinter derSammellinse und beleuchtet die Probe in der Objektebene des Mi-kroskops. Die genaue Positions der Beleuchtungseinheit und somitdes Brennpunkts in der Objektebene kann mit den drei Linearposi-tionierern eingestellt werden.
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skops schließen einen Winkel von α = 80◦ ein. Die Schnittfläche aus demkegelförmigen Laserstrahl und der Objektebene bildet einen elliptischenbeleuchtenden Lichtfleck. Die Beleuchtungseinheit ist über drei Linearpo-sitionierer an einem Stativ befestigt, sodass die Position des Laserfokusin alle drei Raumrichtungen sehr genau eingestellt werden kann. Durchein Verfahren der Beleuchtungseinheit entlang der optischen Achse desLaserstrahls kann die Größe des Lichtflecks in der Objektebene variiertwerden. Die beiden übrigen Raumrichtungen legen dessen Position in derObjektebene fest.Die Wahl der Größe des beleuchtenden Lichtflecks ist von entscheidenderBedeutung. Er muss groß genug sein, um sowohl das Referenzpartikel alsauch das Testpartikel zu erfassen. Außerdem werden bei der differentielleninterferometrischen Partikelverfolgung an die Beleuchtung neben der Strah-lungsintensität vor allem zwei Anforderungen gestellt: Erstens muss eineausreichende Homogenität der Strahlungsintensität in der Umgebung desReferenz- und Testpartikels gewährleistet sein, sodass die Streulichtmengesich nicht als Funktion der Partikelposition ändert. Das betrifft neben derzu messenden Bewegung des Testpartikels auch die nicht gänzlich vermeid-bare ständige Bewegung des Lichtflecks aufgrund von Schwingungen imBeleuchtungsstativ3. Zweitens muss auch die Geradheit der Wellenfrontengegeben sein. Um eine einfache Beziehung zwischen der Interferenzphaseund der Partikelposition zu erhalten, wird bezüglich des beleuchtendenLichtfeldes vereinfachend von ebenen Wellen ausgegangen (siehe Abschnitt4.2), was aber in unmittelbarer Nähe der Strahltaille eines Gaußstrahlsnicht mehr gilt. Diese beiden Kriterien legen es nahe, das Licht möglichstweit entfernt von der Objektebene zu fokussieren, um einen großen Licht-fleck in der Objektebene zu erhalten. Allerdings führen Glasoberflächenin der Objektebene (wie etwa das Deckgläschen und der Objektträger derFlusskammer bei den Kinesinmessungen in Kapitel 7, siehe Abbildung 7.1)zu Refexionen, die sich ab einem bestimmten Strahldurchmesser mit demPrimärstrahl überlagern, sodass in dem beleuchtenden Lichtfeld aufgrundvon Interferenz Modulationen der Strahlungsintensität auftreten, was derHomogenität entgegenwirkt. Im Experiment hat es sich als guter Kompromisserwiesen, die Beleuchtungseinheit so zu positionieren, dass der ausgeleuch-tete Bereich zentral im Bildfeld liegt und eine Größe in der Objektebene vonca. 300 µm × 60 µm aufweist. Dies bedeutet einen Strahlradius von 30 µm.Mit einer einfachen geometrischen Betrachtung folgt daraus, bei einer nume-rischen Apertur der asphärischen Sammellinse von NA= 0, 13, dass sich der

3 In Abschnitt 4.3 wird gezeigt, dass die Schwankung der Laserleistung, die sich ebenfallsauf die Streulichtleistung auswirkt, das Messergebnis nicht beeinflusst, da sie als Vor-faktor betrachtet werden kann, der auf die Messignale beider APD gleichermaßen wirktund bei der anschließenden Auswertung herausgekürzt werden kann. Dies ist jedoch beiSignalschwankungen aufgrund einer Bewegung des inhomogenen Beleuchtungsbereichs imAllgemeinen nicht der Fall.
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Fokus in einer Entfernung von etwa 230 µm vom Mittelpunkt des Bildfeldsin der Objektebene befindet. Dieser Abstand ist auch gleichzeitig der Krüm-mungsradius der Wellenfronten, was in der lokalen Umgebung der Partikeldie Annahme ebener Wellen rechtfertigt. Bei einer Strahlungsleistung von30 mW, wie es in den Messungen der Kinesinbewegung in Kapitel 8 derFall ist, bedeutet dies eine Strahlungintensität von etwa 20 kW/cm2 imMittelpunkt des Bildfelds.Diese Beleuchtungsvorrichtung beeinträchtigt nicht die mikroskopeige-ne Dunkelfeldweißlichtbeleuchtung, sodass beide Beleuchtungsvariantenparallel durchgeführt werden können.
3.2 interferometer
Die Funktionsweise des Interferometers - ein modifiziertes Mach-Zehnder-Interferometer [47, 48] - wird anhand von Abbildung 3.4 verdeutlicht. DasStreulicht 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 dieStreulichtstrahlen, die von dem Referenzpartikel und dem Testpartikel aus-gehen, betrachtet. In der Zwischenbildebene befindet sich ein Spiegel (M1),der eine Hälfte des projizierten Bildfelds zur Seite ablenkt. Die andereHälfte passiert M1 ungehindert. Befinden sich die Streulichtstrahlen desReferenzpartikels und des Testpartikels in unterschiedlichen Halbbildern,so werden diese voneinander separiert und gelangen in jeweils einen derbeiden Interferometerarme. Dort werden sie über die Spiegel M2 bzw. M3auf den Strahlteiler gelenkt, sodass sie sich dort überlagern. An beidenAusgängen des Strahlteilers entsteht ein Interferogramm. Diese sind iden-tisch bis auf einen Phasenversatz von 180◦. Anders ausgedrückt, wenn ineinem der beiden Interferogramme an einer Stelle vollständig konstruktiveInterferenz auftritt, dann liegt an der entsprechenden Stelle des anderenInterferogramms vollständig destruktive Interferenz vor. Durch geeigneteJustage der Spiegel können die beiden Strahlen so eingestellt werden, dasssich ihre Wellenfronten hinter BS genau decken. Das ist dann der Fall,wenn die beiden virtuellen Bildpunkte P ′ und R ′ genau übereinanderliegenund zudem die Ausbreitungsrichtungen der beiden Strahlen übereinstimmen.Jetzt ergeben sich an beiden Ausgängen des Strahlteilers homogene Interfe-renzbilder, die keine Streifen aufweisen. Die gesamte Strahlungsleistungeines Interferogramms ist in diesem Fall eine Funktion der Phasendifferenzzwischen den beiden überlagerten Streulichtstrahlen und kann mit jeweilseiner APD gemessen werden. Dazu werden mit den Sammellinsen L1 undL2 zwei weitere Bildebenen erzeugt, in denen die beiden Lochblenden PH1und PH2 nur den Teil des Bilds ausschneiden, der die Überlagerung desReferenz- und des Testpartikels enthält. Streulicht von anderen Partikeln inder 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 (λ0 = 532nm,
P0 = 30mW ) beleuchtet das Objekt in Dunkelfeldanordnung. DerSpiegel M1 halbiert die Zwischenbildebene, sodass die Streulicht-strahlen des Referenzpartikels R und des Testpartikels P separiertwerden und in die beiden Interferometerarme gelangen. Am Strahl-teiler BS werden sie wieder überlagert. Die Strahlungsleistungder beiden entstehenden Interferogramme wird von den Avalanche-Photodioden APD1 und APD2 gemessen. Die Sammellinsen L1 undL2 erzeugen weitere Bildebenen, in denen die Lochblenden PH1und PH2 den Teil des Bildes ausschneiden, der das Referenzparti-kel und das Testpartikel enthält. Nach Müller et. al., Opt. Express
21, 7362 (2013) [46].
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Abbildung 3.5: Kompakte Interferometereinheit, die auf dem Kameraausgang desMikroskops installiert ist. Der Spiegel M2 ist an einem Piezoele-ment befestigt, durch das dieser zu Kalibrierungszwecken (sieheAbschnitt 4.3) minimal vor und zurück bewegt werden kann. DieStrahlengänge des Streulichts von Referenzpartikel und Testpartikelsind schematisch eingezeichnet.
in eine Multimode-Glasfaser eingekoppelt, durch die es aus dem Mikroskop-kasten zu der Detektoreinheit gelangt, in der sich die APD befinden4. ZuJustagezwecken kann anstelle der Lochblende PH2 eine Kamera platziertwerden.Der Teil des Strahlengangs vom Spiegel M1 bis zum Strahlteiler desInterferometers ist besonders empfindlich gegen mechanische Störungen,da hier die beiden Strahlen des Test- und des Referenzpartikels getrenntvoneinander verlaufen. Eine mechanische Verformung des Aufbaus in die-sem Bereich, wie es bei Vibrationen der Fall ist, kann zu Änderungen deroptischen Weglängen der beiden Pfade führen, was sich in einer Phasen-änderung in den Interferogrammen niederschlägt und im Allgemeinen nichtvon der eigentlichen Messgröße, der Relativbewegung zwischen Test- undReferenzpartikel, unterschieden werden kann. Dieser Teil des Aufbaus stelltbesonders hohe Anforderungen an die mechanische Stabilität. Aus diesemGrunde ist das Interferometer als kompakte Einheit konzipiert worden, diedirekt auf den Kameraausgang des Mikroskops aufgesetzt werden kann

4 Die Multimode-Fasern samt der Optik, die zum Einkoppeln benötigt wird und das ausden Glasfasern austretende Licht auf die empfindlichen Flächen der APD abbildet, ist inAbbildung 3.4 nicht mit eingezeichnet.
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Abbildung 3.6: 3D-Konstruktionszeichnung des Interferometeraufsatzes. Die schwar-zen Teile wurden eigens für diesen Aufbau angefertigt, bei denhellgrauen Teilen handelt es sich um handelsübliche Komponentenwie winkelverstellbare Spiegelhalter und Linearpositionierer.
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(Abbildung 3.5). Diese empfindliche Interferometereinheit berührt ausschließ-lich das Mikroskopstativ, um die Übertragung von Vibrationen vom übrigenAufbau zu vermeiden. Die Teile des Aufbaus hinter dem Strahlteiler desInterferometers (ab den Sammellinsen L1 und L2 bis zur Einkopplung in dieMultimode-Glasfasern) befinden sich auf einem separaten Gerüst aus Alu-miniumprofilrohren, welches das Mikroskopstativ nicht berührt. Hier ist derAufbau mechanisch nicht mehr so sensibel, da Bewegungen dieser optischenKomponenten beide Teilstrahlen gleichermaßen betreffen und somit keineAuswirkung auf die Phase der Interferogramme haben. Abbildung 3.6 zeigteine 3D-Konstruktionszeichnung der Interferometereinheit in drei verschiede-nen Ansichten. Sie besteht im Wesentlichen aus einer Aluminiumgrundplattemit passenden Gewindebohrungen, auf der die Halter für die benötigtenoptischen Komponenten befestigt sind. Ein Linearpositionierer trägt denSpiegel M1, ein zweiter einen winkelverstellbaren Spiegelhalter mit demSpiegel M2. Zwei weitere Spiegelhalter, ebenfalls winkelverstellbar unddirekt auf die Grundplatte montiert, tragen den Spiegel M3 und den Strahl-teiler. Die Grundplatte ist über ein Winkelstück mit einem Aufsatz versehen,der über eine konische Klemmvorrichtung auf den Kameraausgang des Mi-kroskops passt, sodass die Interferometereinheit mit wenigen Handgriffenam Mikroskopstativ befestigt werden kann.
3.3 messwerterfassung
Die Wandlungskette der Strahlungsleistung eines Interferogramms hin zueinem digitalen Wert, der von einem Computer ausgewertet und gespeichertwerden kann, ist in Abbildung 3.7 schematisch dargestellt. Zunächst trifftdas Licht des Interferogramms, nachdem es über eine Glasfaser vom Mikro-skopkasten in die Detektoreinheit geleitet worden ist, auf die empfindlicheFläche der APD (PerkinElmer C30902SH-DTC), wo ein der Strahlungsleis-tung proportionaler Strom generiert wird. Eine Vorspannung von -180 V, diein Sperrichtung an die APD angelegt ist, sorgt für die interne Verstärkungdes Photostroms durch den Avalanche-Effekt, sodass die Empfindlichkeitder APD etwa 8 A/W beträgt5. Der Photostrom wird mit einem Transim-pedanzverstärker (1 · 106 V/A) in eine Spannung umgewandelt. Sie wird

5 Die APD befinden sich in einem selbstgebauten Modul, das verschiedene Messmodi erlaubt.Im Analogmodus wird ein der Strahlungsleistung proportionaler Strom erzeugt. Die interneVerstärkung durch den Avalanche-Effekt kann über die angelegte Vorspannung reguliertwerden. Im Photon-Counting-Modus werden einzelne Photonen gezählt, indem für jedesregistrierte Photon ein TTL-Spannungspuls ausgegeben wird, der von einem elektronischenZähler erfasst werden kann. Dazu wird ein aktiver Löschschaltkreis verwendet [49]. DesWeiteren ist in diesem Fall eine Kühlung der APD notwendig, um die Dunkelzählrate zureduzieren. Diese wird durch ein im APD-Modul integriertes Peltierelement erreicht. Diein unseren Experimenten verfügbaren Strahlungsleistungen sind jedoch für den Photon-Counting-Modus zu groß, sodass der Analogmodus mit einer Vorspannung von -180 V diegeeignete Wahl darstellt.



28 messprinzip und experimenteller aufbau
von einer Messkarte mit AD-Wandlereingängen (Meilhaus ME-4660s) ineinem PC gemessen und in einen digitalen Wert übersetzt. Der Messbereichvon -10 V bis +10 V wird in 16 Bit aufgelöst. Bei simultaner Erfassungzweier Messkanäle können Abtastraten von bis zu 250 kHz erreicht werden.Die Steuerung und Messwerterfassung erfolgt mit LabVIEW und Messsi-gnale werden in Echtzeit ausgewertet (gemäß Abschnitt 4.3). So könnenwährend der Messung die Partikelbewegung und wichtige Kontrollgrößen,wie z.B. die Standardabweichung und das Signal-Rausch-Verhältnis derStromsignale sowie das Leistungsspektrum der Partikelbewegung, auf demComputerbildschirm verfolgt werden.
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Abbildung 3.7: Schema der elektronischen Messwerterfassung.
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AU S W E RT U N G D E R I N T E R F E R O G R A M M E

Die beiden Interferogramme am Interferometerausgang enthalten,
kodiert in ihrer Phase, die Information über die Partikelbewegung.
Dieses Kapitel erklärt, wie diese Information aus den Messwerten
gewonnen wird. Zunächst wird das Zustandekommen der Interfero-
gramme und ihr Erscheinungsbild beschrieben. Anschließend erfolgt
eine Herleitung der Beziehung zwischen der Interferenzphase und
der Partikelposition. Die Rekonstruktion der Interferenzphase und
schließlich der Partikelbewegung aus den Messwerten der beiden
APD wird behandelt, bevor abschließend eine Betrachtung der
Reichweite der Partikelbewegung gemacht wird, innerhalb derer
die Messmethode der differentiellen interferometrischen Partikel-
verfolgung zu präzisen Ergebnissen führt.

4.1 form der interferogramme
Die Streulichtstrahlen, die am Strahlteiler überlagert werden und die Inter-ferogramme formen, können näherungsweise als Kugelwellen mit begrenztemÖffnungswinkel θ′ = arctan(tan(θ)/M) betrachtet werden, deren Ursprün-ge in den virtuellen Partikelpositionen P ′ und R ′ liegen (Abbildungen 3.4und 4.1). θ ist der halbe Öffnungswinkel des Mikroskopobjektivs, M ist dieVergrößerung 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 ähnlich [50]. Die Verteilung der Strahlungsintensität in den beidenInterferogrammen verläuft dann in der Näherung kleiner Öffnungswinkelkosinusförmig:

I1(X ,Y ) = A12 (1+ cos(KX + Φ)) + B1, (4.1)
I2(X ,Y ) = A22 (1− cos(KX + Φ)) + B2. (4.2)

29



30 auswertung der interferogramme

P’ R’ x’

z’

-ρ ρ0

0

z0’

s’

θ’

I(X)

X
X-Y-Ebene

x’-y’-Ebene

Abbildung 4.1: Ausschnitt des Interferometers aus Abbildung 3.4. Das Erscheinungs-bild des Interferogramms kann als Überlagerung zweier Kugelwellenangesehen werden, die von den virtuellen Bildpunkten P ′ und R ′ aus-gehen. Das entstehende Interferenzbild ist für kleine Öffnungswinkel
θ′ in erster Näherung kosinusförmig mit einem Streifenabstand, dervom Abstand s′ zwischen P ′ und R ′ abhängt. Die Phase Φ derKosinusfunktion ist gleich der Differenz der Phasenwerte der bei-den Kugelwellen an ihren Ursprungsorten zu einem bestimmtenZeitpunkt. Nach Müller et. al., Opt. Express 21, 7362 (2013) [46].

A1 und A2 sind die Intensitätsamplituden, B1 und B2 sind die Hintergrundin-tensitäten. Der Abstand 2π/K = λ0z′0/s′ zwischen den Intensitätsmaximaist eine Funktion des Abstands s′ zwischen P ′ und R ′. Dieser kann durchJustage der Spiegel beliebig eingestellt werden, unabhängig vom tatsäch-lichen Abstand s zwischen den Partikeln in der Objektebene. Wird s′ aufnull gesetzt, so wird der Abstand zwischen den Intensitätsmaxima unendlich,die Interferogramme erscheinen homogen ohne Interferenzstreifen. λ0 istdie Vakuumwellenlänge des Lichts, z′0 ist der Abstand zwischen der virtu-ellen Bildebene und der Interferenzebene. Die entscheidende Messgröße,aus der bei der differentiellen interferometrischen Partikelverfolgung dieInformation über die Partikelposition gewonnen wird, ist die Phase Φ derInterferogramme. Sie gibt die seitliche Verschiebung der Kosinusfunktion an.Wichtig ist hierbei der Referenzpunkt X = 0, der als Mittelpunkt zwischenden Projektionen von R ′ und P ′ entlang z′ auf die X-Y -Ebene definiert wird.
Φ ist das Argument der Kosinusfunktion an dieser Stelle und gleich demPhasenunterschied der beiden Kugelwellen an ihren Ursprungsorten P ′ und
R ′ zu einem bestimmten Zeitpunkt, unabhängig von s′ und somit vom Abstandzwischen den Intensitätsmaxima der Interferogramme. Dieser Phasenunter-schied ist gleichzeitig die Differenz der Phasenwerte des elektrischen Feldesdes 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 Weglänge der beiden Interferome-terarme zurückzuführen ist. Bei Kenntnis des Verlaufs der Wellenfrontendes Laserstrahls in der Objektebene können direkt Rückschlüsse von einerPhasenänderung der Interferogramme auf eine Änderung des Abstandeszwischen 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 desReferenzpartikels auf Null gesetzt. Es wird die Annahme gemacht, dasses sich um ebene Wellen handelt. In Abschnitt 3.1 ist erläutert worden,unter welchen Umständen diese Näherung gerechtfertigt ist. Als weitereRandbedingung wird angenommen, dass sich das Testpartikel nur parallelzur Objektebene bewegen darf. Dies ist in vielen Fällen auch gegeben, z.B.bei den Messungen der Kinesinbewegung in Kapitel 7, wo sich das Kinesinentlang eines Mikrotubulus bewegt, das an einer Deckgläschenoberflächehaftet. Unter den genannten Bedingungen ist die Differenz der Phasenwerte
Φ des Laserstrahls an den Orten der beiden Partikel eine eindeutige Funk-tion des Abstands s zwischen den Partikeln. Andererseits kann aber ausdieser Phasendifferenz kein eindeutiger Rückschluss auf den Partikelabstandgezogen werden, da sich die Phase periodisch wiederholt. Einer Phasenän-derung dΦ kann jedoch eindeutig eine Änderung des Partikelabstandes dszugeordnet werden, sofern ds � λ0 gilt. Für die Phasenbetrachtung ist dannlediglich der Abstand λx = λ0/ sin(α) der Wellenfronten in x-Richtungrelavant. Diese Größe ist unabhängig vom Brechungsindex n des umgeben-den Mediums, solange n in x-Richtung konstant ist. λx bleibt auch dannunverändert, wenn das Licht Schichten parallel zur Objektebene durchläuft,die unterschiedliche Brechungsindizes besitzen und somit die Wellenlängedes Lichts ändern. In Abbildung 4.2 ist solch ein Fall skizziert, in dem dasLicht zunächst von Luft in ein Deckgläschen eindringt und schließlich diePartikel erreicht, die sich in wässriger Umgebung an der Deckgläschenober-fläche befinden. Diese Konfiguration entspricht der Flusskammer (Abbildung7.1), in der die Proben für die Kinesinmessungen präpariert werden. EineÄnderung des Partikelabstandes um ds = λx würde eine Phasenänderungvon dΦ = 2π bedeuten. Folglich ist der Zusammenhang zwischen Abstands-und Phasenänderung

dΦ =
2π
λx
ds = 2π sin(α)

λ0 ds. (4.3)
Für die Werte α = 80◦ und λ0 = 532 nm ergibt sich als Umrechnungsfaktor
ds/dΦ = 86 nm/rad.
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Abbildung 4.2: Wellenfronten des beleuchtenden Laserstrahls in der Objektebene.Die unterschiedlichen Brechungsindizes von Luft, Glas und Wasserbeeinflussen nicht den Abstand λx = λ0/ sin(α) zwischen zwei auf-einanderfolgenden Wellenfronten in x-Richtung. Die Wellenfrontenund die Objektebene schließen einen Winkel von α = 80◦ ein. Ausdieser Geometrie kann eine Beziehung abgeleitet werden zwischender Verschiebung ds des Testpartikels relativ zum Referenzpartikelund der Differenz der Phasenwerte dΦ des beleuchtenden Laser-strahls an den beiden Partikelorten zu einem bestimmten Zeitpunkt.Nach Müller et. al., Opt. Express 21, 7362 (2013) [46].
4.3 phasenrekonstruktion
In Abschnitt 4.1 ist die Interferenzphase Φ als Argument der Kosinusfunktionder Intensitätsverteilung der Interferogramme bei X = 0 definiert worden. ImExperiment werden die Interferogramme jedoch nicht mit Multipixelsensorenals Bilder aufgenommen, sodass deren Intensitätsverläufe bekannt wären,sondern die gesamte Strahlungsleistung eines Interferogramms wird miteiner einzigen APD erfasst. Um Φ für solch eine Messung zugänglich zumachen, muss das Interferometer so justiert werden, dass die virtuellenPartikelpositionen P ′ und R ′ übereinander liegen. Die Interferenzbilder sinddann homogene Scheibchen mit Radius ρ = z′0 tan(θ′) ohne Interferenz-streifen, deren Helligkeit eine Funktion von Φ ist (vgl. Abbildung 7.5A und7.5B). Die Strahlungsleistung der Interferogramme kann als Integral derIntensitätsverteilung der Interferenzbilder über deren kreisförmige Flächeangesehen werden. Die von den APD gelieferten Stromsignale sind derStrahlungsleistung proportional und hängen wieder kosinusförmig von Φ ab:

S1(Φ) = χ(t)
(a12 (1+ cos(Φ)) + b1) , (4.4)

S2(Φ) = χ(t)
(a22 (1− cos(Φ)) + b2) . (4.5)

a1 und a2 sind die Amplituden der Stromsignale, b1 und b2 sind dieHintergrundsignale. Diese Signalparameter hängen 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 Hintergrundsignaleminimal. χ (t) ist ein dimensionsloser Faktor, der die zeitliche Schwankungder Laserleistung beschreibt1.Die Phasendifferenz Φ kann aus den gemessenen Stromsignalen wie folgtrekonstruiert werden:

Φ̂ = arccos((a2 + 2b2)S1 − (a1 + 2b1)S2
a2S1 + a1S2

) . (4.6)
Hier ist zu erwähnen, dass dies nicht die einzige Möglichkeit ist, um ausden beiden Messsignalen die Phase zu rekonstruieren. So liefert auch derArkuskosinus der Differenz der beiden Signale, oder auch der Arkuskosinusnur eines der beiden Signale - jeweils normiert mit den entsprechendenSignalparametern - einen Phasenwert. Im Prinzip genügt bereits die Mes-sung nur eines der beiden Interferogramme zur Ermittlung der Phase. Jedocherweist sich die hier vorgestellte Phasenrekonstruktion als sehr vorteilhaft,da zum einen durch die Messung beider Interferogramme das gesamte ver-fügbare Signal genutzt wird und zum anderen durch die Quotientenbildung
χ (t) effektiv eliminiert wird. Der rekonstruierte Phasenwert ist somit un-empfindlich gegen Schwankungen der Laserleistung. Dies wird in Abschnitt5.3 demonstriert.Die Signalparameter a1, a2, b1 und b2 müssen für die Phasenrekonstrukti-on bekannt sein. Sie werden in einem Kalibrierdurchlauf vor der eigentlichenMessung bestimmt, indem ein Piezoaktuator den Spiegel M2 im Interfero-meter um wenige Mikrometer vor und zurück bewegt. Das Interferometer istdabei schon für ein Partikelpaar justiert, das während des Kalibrierdurch-laufs ruht. Durch die Bewegung des Spiegels wird die Interferenzphaseüber den gesamten Wertebereich 0...2π durchmoduliert, sodass die gemes-senen Stromsignale die Maximal- und Minimalwerte überschreiten, die denPhasenwerten Φ = 0 und Φ = π entsprechen. Diese werden vom Messpro-gramm erfasst und aus ihnen die Signalparameter gewonnen. Die Parameter
b1 und b2 sind die jeweiligen Minimalwerte der beiden Stromsignale, a1und a2 sind jeweils die Differenzen zwischen Maximal- und Minimalwert.Eine Einschränkung dieser Phasenrekonstruktion aus zwei um 180◦ pha-senverschobenen Interferenzsignalen ergibt sich aus der Begrenzung desWertebereichs der Arkuskosinusfunktion auf das Intervall 0...π. So liefertGleichung 4.6 für eine Interferenzphase Φ aus dem Intervall 0...π das gleicheRekonstruktionsergebnis Φ̂ wie für die Interferenzphase 2π −Φ, sodass dasVorzeichen der Bewegungsrichtung nicht bestimmt werden kann. Des Weite-ren kann, sobald die Stromsignale eine Extremstelle bei Φ = 0 oder Φ = π

1 Die Schwankung der Laserleistung schlägt sich natürlich in gleicher Weise bereits in derIntensitätsverteilung der Interferogramme nieder. χ (t) wurde in den Gleichungen 4.1 und4.2 jedoch nicht explizit als Vorfaktor eingeführt, da seine Bedeutung bzw. Eliminierungaus den rekonstruierten Phasenwerten erst in diesem Abschnitt zum Tragen kommt.
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erreichen, allein aus den Messwerten nicht mehr ersehen werden, ob andiesem Punkt ein Vorzeichenwechsel der Bewegungsrichtung stattfindet odernicht. Grundsätzlich kann diese Einschränkung jedoch durch eine Quadraturder Messsignale aufgehoben werden, indem zusätzliche Interferenzsignale er-fasst werden, die um 90◦ phasenverschoben sind. Um dies zu erreichen kannder vorhandene Messaufbau unter Verwendung von λ/2- und λ/4-Plättchenso erweitert werden, dass das Licht in einem Interferometerarm zirkularpolarisiert ist und in dem anderen diagonal [51]. Eine jeweilige Trennungder beiden hinter dem Strahlteiler BS erzeugten Interferogramme durch zweizusätzliche polarisierende Strahlteiler in vertikale und horizontale Polari-sationsrichtung ergibt insgesamt vier Interferogramme, die jeweils um 90◦gegeneinander phasenverschoben sind. Wird die Strahlungsleistung jedesInterferogramms mit einer APD gemessen, so kann aus den vier erhaltenenInterferenzsignalen die Partikelbewegung mit korrekter Richtung auch beiÜberschreiten der Phasenwerte Φ = 0 und Φ = π rekonstruiert werden.Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf diese Erweiterung jedoch verzichtet,da die oben genannten Einschränkungen der zweikanaligen Messung wei-testgehend unproblematisch sind, wenn es sich um Probensysteme handelt,deren Bewegung ohnehin durch bekannte Randbedingungen limitiert ist. DieBewegung von Kinesin entlang eines Mikrotubulus (Kapitel 7) ist dadurcheingeschränkt, dass sie unidirektional stattfindet und Vorzeichenwechselder Bewegungsrichtung nicht auftreten. Bei diesem Probensystem ist dieKenntnis der Bewegungsrichtung von untergeordneter Bedeutung.
4.4 reichweite der partikelbewegung
Bei der oben beschriebenen Rekonstruktion der Interferenzphase aus denMesswerten der APD wird die Annahme gemacht, dass sich bei einer Bewe-gung des Testpartikels relativ zum Referenzpartikel um die Strecke ds nurdie Interferenzphase Φ gemäß Gleichung 4.3 ändert, nicht aber die Form derInterferogramme im Sinne des Interferenzstreifenabstandes 2π/K in denGleichungen 4.1 und 4.2. Diese Näherung ist allerdings ab einer gewissenzurückgelegten Distanz nicht mehr gültig, da sich mit dem Partikelabstand sgleichzeitig auch der Abstand s′ zwischen den virtuellen Partikelpositionenändert, was zu einer Veränderung des Interferenzstreifenabstands führt (sieheAbbildung 4.1). Sind die Interferogramme anfänglich homogen, treten nacheiner hinreichend großen Änderung des Partikelabstands Interferenzstreifenauf, deren Abstand mit der zurückgelegten Distanz kleiner wird. Das hatAuswirkungen auf die Parameter a1, a2, b1 und b2 der Stromsignale. DieAmplituden werden kleiner und die Hintergrundsignale größer. Somit wirdauch die Phasenrekonstruktion nach Gleichung 4.6 fehlerhaft, bis schließlichüberhaupt keine Modulation der Strahlungsintensität mehr messbar ist.Es soll nun diskutiert werden, wie weit sich das Testpartikel gegenüberdem Referenzpartikel bewegen darf, ehe die Verzerrung der Phasenrekon-



4.4 reichweite der partikelbewegung 35

0 1 3 5 2 7 0 4 0 5 5 4 0 6 7 5

0 1 3 5 2 7 0 4 0 5 5 4 0 6 7 5
0

π/ 2

π

0

1 3 5

2 7 0

Abbildung 4.3: Simulation der Entwicklung der Interferogramme bei gleichförmigerPartikelbewegung zur Untersuchung der Reichweite des Messverfah-rens. (A) Simulierte Interferogramme und Intensitätsprofile an denbeiden Strahlteilerausgängen (IF1 und IF2) als Überlagerung zweierKugelwellen mit kreisförmiger Blende für verschiedene zurückge-legte Partikeldistanzen s − s0. (B) Simulation der entsprechendenStromsignale der beiden APD als Funktion von s − s0. (C) GemäßGleichung 4.6 und 4.7 rekonstruierte Interferenzphase Φ̂ und Parti-kelposition ŝ (durchgezogene Linie). Die tatsächlichen Phasenwerte,in das Intervall 0...π hineingefaltet, sind gestrichelt gezeichnet. Imgrau hinterlegten Bereich ist die Abweichung der rekonstruiertenvon der tatsächlichen Partikelposition größer als 1 nm.
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struktion nach der oben beschriebenen Methode merklich wird. Dazu werdendie Interferogramme für ein sich bewegendes Testpartikels simuliert unddaraus wiederum die Phasenrekonstruktion durchgeführt. Die Interfero-gramme werden nach Abbildung 4.1 als Überlagerung zweier Kugelwellenin der Interferenzebene berechnet, die auf eine Kreisfläche mit Radius
ρ = z′0 tan(θ′) beschränkt ist. Die Ursprungsorte der beiden Kugelwel-len haben in x ′-Richtung den Abstand s′. Im experimentellen Aufbau be-trägt der Öffnungswinkel der Streulichtstrahlen ab der virtuellen Bildebene
θ′ = arctan(tan(θ)/M) = 0, 7◦. Hier ist θ = 30◦ der Öffnungswinkel desObjektivs mit numerischer Apertur NA = 0, 5 und M = 50 die Vergröße-rung des Mikroskops. Der Abstand zwischen der virtuellen Bildebene undder Interferenzebene wird zu z′0 = 10 cm gewählt, sodass der Radius derkreisförmigen Interferogramme ρ = 1, 2 mm beträgt. Zunächst werden dieInterferogramme für s′ = 0 berechnet und anschließend s′ sukzessive erhöht.Dabei entspricht eine Änderung ds des Partikelabstands in der Objektebeneeiner Änderung des Abstands zwischen den virtuellen Partikelpositionen
ds′ = M · ds. Als Anfangsphase für s′ = 0 wird Φ = 0 gesetzt, sodassdie beiden Kugelwellen phasengleich sind, was jedoch eine willkürlicheWahl ist. Im Experiment kann die Anfangsphase jeden beliebigen Wertannehmen. Der Phasenunterschied der beiden Kugelwellen an ihren Ur-sprungsorten wird nach einer zurückgelegten Distanz ds um dΦ angepasst(ds/dΦ = 86 nm/rad, Gleichung 4.3).In Abbildung 4.3A sind die Interferogramme für verschiedene zurückge-legte Distanzen s − s0 mit den entsprechenden Intensitätsprofilen zu sehen.
s − s0 ist in 4.3B und 4.3C auch auf den Abszissenachsen aufgetragen, diejeweiligen Interferogramme sind mit den entsprechenden Stellen auf diesenAchsen durch gestrichelte Linien verbunden. Dabei ist s der Partikelabstandin x-Richtung und s0 der Anfangspartikelabstand, dem durch die Justage desInterferometers die homogenen Interferogramme, also s′ = 0, entsprechen.Die beiden Reihen enthalten die gegenphasigen Interferogramme der beidenStrahlteilerausgänge (IF1 und IF2). In der ersten Spalte, bei s− s0 = 0, sinddie Interferogramme noch homogen. Die folgenden Spalten enthalten dieInterferogramme nach jeweils einer zurückgelegten Distanz des Testpartikelsvon 135 nm, was bei der Geometrie des experimentellen Aufbaus einerPhasenänderung von dΦ = π/2 entspricht (siehe Abschnitt 4.2). Bereitsbei s − s0 = 270 nm bzw. Φ = π ist eine Formänderung der Interferogram-me erkennbar. So ist das Interferogramm am ersten Strahlteilerausgang(IF1) nicht komplett dunkel, wie etwa IF2 bei s − s0 = 0, sondern hat anden Rändern helle Säume. Die Strahlungsleistung des Interferogramms bei
s − s0 = 270 nm, die von APD1 gemessen wird, ist somit nicht identischmit der bei s − s0 = 0 von APD2 gemessenen Strahlungsleistung, obwohlhier jeweils die gleiche Interferenzphase vorliegt. Dies ist auch in Abbildung4.3B zu beobachten. Hier sind die über die gesamte kreisförmige Flächeintegrierten Interferogramme, also die den Stromsignalen S1 und S2 der
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beiden APD entsprechenden Werte, als Funktion der zurückgelegten Di-stanz des Testpartikels dargestellt. Anstelle eines kosinusförmigen Verlaufszeigt sich eine Oszillation mit abnehmender Amplitude. In Abbildung 4.3Cwird schließlich als durchgezogene Linie die aus S1 und S2 rekonstruiertePhase Φ̂ gezeigt, die mit Hilfe der Signalparameter ermittelt worden ist,die bei s − s0 = 0 gelten. Die rekonstruierte Partikelposition ŝ, die auf derrechten Ordinatenachse von Abbildung 4.3C aufgetragen ist, kann aus Φ̂nach Integration der Gleichung 4.3 mit Startwert Φ(s = 0) = 0, also

ŝ/Φ̂ = 86 nm/rad, (4.7)
für α = 80◦ und λ0 = 532 nm, gewonnen werden. Zum Vergleich ist dietatsächliche Phase Φ, die als Phasenunterschied der beiden Kugelwellenzu Beginn in die Simulation eingeflossen ist, gestrichelt eingezeichnet. Dadie Phasenrekonstruktion Φ̂ aufgrund des begrenzten Wertebereiches derArkuskosinusfunktion nur Werte innerhalb des Intervalls 0...π liefert (sieheAbschnitt 4.3), wurde die Kurve des Φ-Verlaufs dementsprechend in diesenWertebereich zurückgefaltet, um eine bessere Vergleichbarkeit der wahrenund der rekonstruierten Phasenwerte zu gewährleisten.Aus Abbildung 4.3C folgt, dass bis zu einer zurückgelegten Distanz vonca. 200 nm die Werte von Φ und Φ̂ sehr gut übereinstimmen, die Verzerrungder rekonstruierten Partikelposition Bias(ŝ) = 86 nm/rad · (Φ̂ − Φ) isthier kleiner als 1 nm. Von da an wird der Fehler aufgrund der verändertenForm der Interferogramme jedoch signifikant. Dieses Ergebnis bezieht sichlediglich auf eine Anfangsphase Φ(s = 0) = 0. Bei anderen Anfangsphasen-werten ist zu beachten, dass bereits nach kürzeren zurückgelegten Distanzenals 200 nm die Phasenwerte Φ = 0 oder Φ = π erreicht werden, an denendie Stromsignale der APD ihre Extremwerte erreichen. An diesen Stellen istVorsicht bei der Phasenrekonstruktion geboten, da sich hier zum einen dieFormänderung der Interferogramme in einer besonders großen Verzerrungniederschlägt, zum anderen an den Extremstellen die Möglichkeit einesVorzeichenwechsels der Bewegungsrichtung besteht, der aber allein ausden Messwerten nicht identifiziert werden kann und somit zu einer Mehr-deutigkeit der rekonstruierten Phase führt (Abschnitt 4.3). Simulationenmit Anfangsphasenwerten Φ(s = 0) 6= 0 ergeben, dass ungefähr 25 nm vorErreichen eines Signalextremums die Verzerrung größer als 1 nm wird. AlsFaustregel kann festgehalten werden, dass die Rekonstruktion von Phasen-und somit von Positionsänderungen des Testpartikels bis zu einer zurück-gelegten Distanz von 200 nm, oder aber bis 25 nm vor Erreichen einerExtremstelle der Interferenzsignale mit einer Verzerrung von weniger als1 nm genau ist. In Abbildung 4.3 ist der Messabschnitt außerhalb diesesverzerrungsfreien Bereichs grau hinterlegt. In Abbildung 7.6 wird dieseFaustregel auf eine reale Messreihe zur Bestimmung des verzerrungsfreienBereichs angewendet.
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Die Reichweite der verzerrungsfreien Phasen- und Positionsrekonstruk-tion kann prinzipiell dadurch vergrößert werden, dass der Öffnungswinkel

θ′ der Streulichtstrahlen verkleinert wird. Dadurch wird der Radius ρ derInterferenzspots in der X-Y -Interferenzebene bei gleichbleibendem Inter-ferenzstreifenabstand kleiner (siehe Abbildung 4.1), die Homogenität derInterferogramme geht dann erst bei größerem Abstand s′ zwischen denvirtuellen Bildpunkten P ′ und R ′ verloren. Die Verkleinerung des Öffnungs-winkels kann durch eine geeignete Blende zwischen Objektiv und Tubuslinseerzielt werden. Jedoch geht diese Vergrößerung der Reichweite auf Kostender Signalstärke und somit, abhängig von der zur Verfügung stehendenStreulichtleistung, der Ortsauflösung. Es bedarf eines brauchbaren Kom-promisses. Die Quadratur der Interferenzsignale nach der in Abschnitt 4.3beschriebenen Methode stellt eine weitere Möglichkeit dar, die Reichweiteder Messung zu erhöhen. Die Interferenzphase kann dann auch bei Φ = 0und Φ = π verzerrungsfrei rekonstruiert werden. Des Weiteren kann diezusätzlich verfügbare Information aus vier Messkanälen dazu genutzt werden,Veränderungen der Signalparameter zu kompensieren. Formänderungen derInterferogramme 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-Verhältnis zu klein für einehinreichend genaue Auswertung ist.
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KA L I B R I E R U N G E N

Erst die hohe räumliche und zeitliche Präzision ermöglichen
Messungen auf molekularer Ebene der Biochemie mit Hilfe der
differentiellen interferometrischen Partikelverfolgung, die in Teil
III präsentiert werden. In diesem Kapitel werden die Orts- und
Zeitauflösung anhand von Kalibrierungsmessungen quantifiziert
sowie die Unempfindlichkeit der Messmethode gegenüber Mikro-
skopdrift und Fluktuationen der Laserleistung gezeigt. Zunächst
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 Beziehungzwischen einer Änderungen dΦ der Interferenzphase und der entsprechendenVerschiebung 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 diesemGrund wird die Abhängigkeit der Interferenzphase vom Partikelabstand nunexperimentell überprüft. Eine naheliegende und sehr direkte Möglichkeit füreine solche Kalibrierung wäre, ein Testpartikel um einen bekannten Betragrelativ zum Referenzpartikel zu verschieben, etwa mit Hilfe eines geeichtenPiezoaktuators, und die Phasenänderung der Interferogramme zu messen.Hier wird ein Weg verfolgt, die Phase-Orts-Beziehung zu messen, der ex-perimentell wesentlich einfacher umzusetzen und dennoch aussagekräftigist.Zunächst werden Goldnanopartikel mit einem Durchmesser von 200 nm(BBInternational) zufällig verteilt auf einem Deckgläschen immobilisiert. Dieswird erreicht, indem ein Tropfen des Kolloids auf der Oberfläche platziertund 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. DieHelligkeitswerte der Pixelspalten sind jeweils aufsummiert (C undD). Dem Intensitätsprofil des scharfen Bildes wird die Summe zweierGaußfunktionen angepasst (C), um den Partikelabstand und denMittelpunkt zu bestimmen. Dem zentralen Bereich des defokussiertenIntensitätsprofils wird eine Kosinusfunktion angepasst, wodurchdie Phase des Interferenzbildes bestimmt wird. Nach Müller et. al.,
Opt. Express 21, 7362 (2013) [46].

Fläche, die zuvor von dem Tropfen bedeckt war, sind nun die Goldpartikel miteiner mittleren Dichte von ungefähr 1/(100 µm2) statistisch zufällig verteilt.Das Deckgläschen wird kopfüber auf einen Objektträger mit zwei parallelenStreifen doppelseitigen Klebebands gedrückt. Der so entstehende Hohlraumwird mit Wasser gefüllt. Diese Anordnung entspricht einer Flusskammer,in der später die Kinesinmessungen durchgeführt werden (Kapitel 7, sieheAbbildung 7.1).Unter dem Mikroskop werden Partikelpaare gesucht, die einen Abstand svon wenigen Mikrometern haben und in x-Richtung angeordnet sind. Vonjedem Partikelpaar werden zwei Bilder aufgenommen, indem eine Kamerain der Zwischenbildebene anstelle des Spiegels M1 positioniert wird: Einscharfes Bild (Abbildung 5.1A), bei dem sich der Kamerasensor exakt inder Bildebene befindet, und ein leicht defokussiertes Bild (Abbildung 5.1B).Das scharfe Bild dient der genauen Bestimmung des Abstands und desMittelpunkts zwischen den beiden Partikeln. Dazu wird ein Intensitäts-profil des Bildes durch Aufsummieren der Helligkeitswerte der einzelnenPixelspalten erstellt (Abbildung 5.1C), an das die Summe zweier Gaußfunk-tionen angepasst wird. Die Schwerpunkte der so erhaltenen Gaußfunktionenwerden als Partikelpositionen angesehen und liefern den Abstand s miteiner Genauigkeit von wenigen Nanometern. Der Mittelpunkt zwischen denbeiden Partikelpositionen wird als Nullpunkt x = 0 definiert. Durch dieDefokussierung überlagern sich die flächigen Bilder der beiden Partikelauf dem Kamerasensor und es entsteht ein Interferenzmuster. Der Inten-
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sitätsverlauf dieses Interferenzmusters stellt, zumindest in dessen Mitte,näherungsweise einen Kosinusverlauf dar (Abbildung 5.1D). Durch Anpas-sen einer Kosinusfunktion an diesen Bereich des Intensitätsprofils wird diePhase Φ am Mittelpunkt zwischen den beiden Partikeln ermittelt. Analogzu Abbildung 4.1 ist die so ermittelte Phase des Interferogramms gleich-zeitig die Phasendifferenz zwischen den beiden Kugelwellen, die diesesInterferogramm formen, und reflektiert somit den Phasenunterschied desbeleuchtenden Laserstrahls zwischen den Positionen der beiden Partikel.Für verschiedene Partikelpaare werden s und Φ aufgenommen. In Abbildung5.1E sind die gemessenen Werte als Kreise dargestellt. Der nach Gleichung4.3 mit Startwert Φ(s = 0) = 0 erwartete Verlauf ist als durchgezogeneLinie eingezeichnet. Der erwartete Verlauf von Φ überschreitet in dieserDarstellung das Intervall 0...2π, wohingegen die Anpassung der Kosinus-funktion an die Interferogramme lediglich Werte innerhalb dieses Intervallsliefert. Um die gemessenen Phasenwerte mit dem theoretischen Verlaufvergleichbar zu machen, werden geeignete ganzzahlige Vielfache von 2πzu den gemessenen Werten addiert. Aus Gleichung 4.7 folgt für α = 80◦und λ0 = 532 nm, dass sich die Interferenzphase nach einer Zunahme desPartikelabstands um 540 nm zyklisch wiederholt. Daher wird mit Hilfe deszuvor bestimmten Partikelabstands s der Phasenoffset floor(s/540 nm) · 2πbestimmt und zu den ermittelten Phasenwerten Φ addiert. floor ist hierbeidie Abrundungsfunktion, die dem Quotienten die nächstkleinere ganze Zahlzuordnet.Die gemessenen Werte bestätigen die erwartete Phase-Orts-Beziehungsehr gut. Dabei ist festzuhalten, dass die entscheidende Größe die Steigungder Kurve ist. Der Ordinatenabschnitt bei s = 0 ist bei diesen Kalibriermes-sungen trivialerweise Φ = 0, was jedoch in den Messungen mit Interferome-teraufsatz im Allgemeinen nicht der Fall ist. Dort bezieht sich s′ = 0 auf denAbstand der virtuellen Bildpunkte R ′ und P ′. Die Interferenzphase kann indiesem Fall aufgrund der unterschiedlichen Längen der Interferometerarmejeden beliebigen Wert annehmen.
5.2 zeitauflösung
Die differentielle interferometrische Partikelverfolgung ermöglicht hoheZeitauflösungen, da die Interferogramme mit lediglich zwei APD gemessenwerden. Die zeitliche Auflösung dieser zweikanaligen Messwerterfassungwird begrenzt durch die Bandbreite der Messelektronik, die von der internenBeschaltung der Transimpedanzverstärker sowie den elektronischen Eigen-schaften (z.B. der Kapazität) der APD bestimmt wird. Um den Frequenzgangdes Detektor-Verstärker-Systems (Abbildung 3.7) zu vermessen wird einmoduliertes Lichtsignal mit einstellbarer Frequenz, aber gleichbleibenderAmplitude, auf die APD gerichtet. Für verschiedene Frequenzen wird nundie Amplitude des gemessenen Signals ermittelt. Diese Signalstärke ist in
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Abbildung 5.2 in Abhängigkeit von der Frequenz dargestellt. Der so ermit-telte Frequenzgang wird auf die bekannte Transimpedanz des Verstärkersbei niedrigen Frequenzen von 106 V/A normiert. Die Dämpfung bei hohenFrequenzen sorgt ab etwa 20 kHz für eine Amplitudenabsenkung um einenFaktor 1/

√2 unterhalb der Amplitudenwerte bei niedrigen Frequenzen, wasdem gängigen 3 dB-Kriterium als Maß für die Bandbreite entspricht [52].Die mit diesem Detektor-Verstärker-System erreichbare Zeitauflösung liegtsomit bei 50 µs. Das Nyquist-Shannon-Kriterium ist bei einer Abtastratevon 40 kHz erfüllt [53, 54].Für die Messungen der Partikelbewegungen steht somit ein Detektor-system zur Verfügung, das wesentlich höhere Zeitauflösungen erlaubt alsherkömmliche Kameras. Im Vergleich zu teuren Hochgeschwindigkeitskame-ras mit Bildwiederholraten im kHz-Bereich stellen die beiden APD einekostengünstige Alternative dar.
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Abbildung 5.2: Frequenzgang der Messelektronik, bestehend aus APD, Transimpe-danzverstärkern und AD-Wandlerkarte im PC (siehe Abbildung 3.7).Die Bandbreite beträgt nach dem gängigen 3 dB-Kriterium etwa20 kHz.
5.3 ortsauflösung und drifteliminierung
Die Ortsauflösung wird von mehreren Faktoren begrenzt, die grundsätzlich inzwei Gruppen eingeteilt werden können: In Instrumentenfehler und Proben-fehler. Der Instrumentenfehler resultiert unter anderem aus der begrenztenmechanischen Stabilität des Messaufbaus und dem elektronischen Rauschender Detektoren samt nachgeschalteter Elektronik. Die mechanische Stabilitätist bei dieser Messmethode von entscheidender Bedeutung, da Bewegun-gen der optischen Komponenten des Interferometers zu Phasenänderungenin den Interferogrammen führen, die sich nach der Rekonstruktion aus denMesswerten im Allgemeinen nicht von solchen Phasenänderungen unterschei-den lassen, die auf die eigentlich zu messende Relativbewegung zwischenReferenz- und Testpartikel zurückzuführen sind. Um diese Fehlerquelleweitestgehend einzudämmen ist das Interferometer als kompakte, stabile



5.3 ortsauflösung und drifteliminierung 43
Einheit konzipiert worden (Abschnitt 3.2). Elektronisches Rauschen wirdvor allem von den Detektoren erzeugt. Dabei ist thermisches Rauschen diedominierende Komponente, aber auch die interne Verstärkung der APD kannbei ungeeigneter Wahl der Sperrspannung einen wesentlichen Rauschanteilliefern. Der Photostrom in den APD wird durch den Avalanche-Effekt ver-stärkt, der durch eine angelegte Sperrspannung von einigen 100 V für einestarke Beschleunigung der erzeugten freien Ladungsträger sorgt, die durchStoßionisaton weitere freie Ladungsträger generieren. Da diese Stoßprozes-se statistisch zufällig geschehen, geht mit der Verstärkung des Signals auchein zusätzliches, verstärktes Schrotrauschen einher [55]. Mit zunehmenderinterner Verstärkung verbessert sich zunächst das Signal-Rausch-Verhältnis,da bei gleichbleibendem thermischen Rauschen das Signal stärker wird. Abeinem gewissen Verstärkungsgrad sorgt jedoch das zusätzliche verstärkteSchrotrauschen dafür, dass sich das Signal-Rausch-Verhältnis wieder ver-schlechtert. Der Verstärkungsgrad wird durch die angelegte Sperrspannungbestimmt. Es gibt somit eine ideale Sperrspannung, bei der das Signal-Rausch-Verhältnis 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 verstärkte Schrotrauschenwesentlich kleiner als das thermische Rauschen. Als weitere Rauschquellensind die Transimpedanzverstärker, die AD-Wandlerkarte und das Schrotrau-schen der auf die Detektoren treffenden Photonen zu nennen, die allerdingsbei den im Experiment vorhandenen Signalstärken und Strahlungsleistungennur eine untergeordnete Rolle spielen. Im Gegensatz zum Instrumentenfehlerist der Probenfehler auf Bewegungen der Partikel selbst zurückzuführen, diedie zu messende Bewegungskomponente überlagern. Dies kann z.B., wennsich die Probe in einer Flüssigkeit befindet und die Partikel eine gewisseBewegungsfreiheit haben, die Brownsche Bewegung der Partikel sein (sieheAbschnitt. 8.2).In diesem Abschnitt soll der Instrumentenfehler quantifiziert werden. Dazuwird als Probe ein trockenes Deckgläschen verwendet, auf dessen Ober-fläche zuvor, wie bereits in Abschnitt 5.1 beschrieben, Goldnanopartikelimmobilisiert worden sind. Es werden zwei Partikel als Referenz- und Test-partikel ausgewählt und das Interferometer dementsprechend justiert. Dasich die Partikel nicht bewegen, ist der Abstand zwischen ihnen auf dieserOberfläche keinen Schwankungen unterworfen. Die Fluktuationen in einerzeitlichen Messung dieses Abstands können daher eindeutig als Instru-mentenfehler identifizert werden. Die Messung wird mit einer Abtastratevon 5 kHz durchgeführt, die Messdauer beträgt 60 s. Da das thermischeRauschen der Detektoren als dominierende elektronische Fehlerquelle beiallen Messungen einen nahezu gleichbleibenden Wert hat, hängt das Signal-Rausch-Verhältnis der Messung von den Amplituden a1 und a2 der Interfe-renzsignale ab. Diese sollten durch eine gute Beleuchtung der Probe undJustage 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 über 60 s (orange). Die Stan-dardabweichung der gesamten Messreihe beträgt 0,9 nm. Glättungder Messreihe mit gleitendem Durchschnitt der Fensterbreite 1 s(schwarz). Der Abstand zwischen Minimal- und Maximalwert be-trägt hier 0,4 nm. Die blaue Kurve zeigt die Ortsrekonstruktion auslediglich einem der beiden APD-Signale, ebenfalls geglättet mitgleitendem Durchschnitt der Fensterbreite 1 s. Die deutlich erhöhteStreuung der Messwerte ist auf Schwankungen der Laserleistungzurückzuführen. Nach Müller et. al., Opt. Express 21, 7362 (2013)[46].
grundsätzlich einen möglichst großen Wert annehmen. In der Praxis sindder Größe der Signalamplituden jedoch zumeist Grenzen gesetzt. So kannz.B. die Intensität des beleuchtenden Laserstrahls bei biologischen Probennicht beliebig hoch gewählt werden, da die Messung nicht invasiv sein sollund somit ein Aufheizen der Probe durch die Beleuchtung zu vermeidenist. Die Ortsauflösung der Messungen der Kinesinbewegung, die in Teil IIIvorgestellt werden, ist durch die Eigenbewegung des an das Kinesin gebun-denen Testpartikels limitiert. Daher wird in diesem Fall die Intensität desbeleuchtenden Laserstrahls so eingestellt, dass das elektronische Rauschennicht mehr der begrenzende Faktor für die Ortsauflösung ist, sondern dieEigenbewegung der Probe. Eine weitere Erhöhung der Beleuchtungsinten-sität führt zu keiner weiteren Verbesserung der Messqualität1. Für die hiergezeigte Kalibrierungsmessung wird die Beleuchtungsintensität so gewählt,dass die Signalamplituden in etwa den Werten entsprechen, die sie auchbei den Messungen der Kinesinbewegung in Kapitel 8 haben.Die rekonstruierten Partikelposition ŝ − s0 für diese Kalibrierungsmes-sung ist in Abbildung 5.3 dargestellt (orange). Dabei ist s0 der Mittelwertder gesamten Messreihe. Die Standardabweichung beträgt ∆ŝ = 0, 9 nm,

1 Ermöglicht wird diese Einstellung der Beleuchtungsintensität dadurch, dass das LabVIEW-Messprogramm in Echtzeit sowohl die Standardabweichung als auch das Signal-Rausch-Verhältnis der rekonstruierten Partikeldistanz in einem beliebig wählbaren Zeitfensteranzeigt (siehe Abschnitt 3.3).
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was als Maß für die durch den Instrumentenfehler beeinträchtigte Ortsauf-lösung für die gegebenen Signalamplituden angesehen werden kann. Dieschwarze Kurve zeigt die gefilterte Messreihe, die mit einem gleitendenDurchschnitt mit Fensterbreite 1 s geglättet worden ist. Die Spannweitedieser geglätteten Messreihe, also der Abstand zwischen dem Minimal-und dem Maximalwert über die gesamten 60 s, beträgt nur 0,4 nm. DieserWert verdeutlicht die Effektivität der der differentiellen interferometrischenPartikelverfolgung inhärenten Drifteliminierung. Messungen zeigten, dassder Drift des Objekttischs in diesem Aufbau bis zu 150 nm/min in x-Richtungbeträgt.Neben dem Mikroskopdrift werden durch die Nutzung der zweikanali-gen Messung auch Einflüsse der Schwankungen der Laserleistung auf dasMessergebnis eliminiert. Um dies zu verdeutlichen, wird die Interferenz-phase und darüber die Partikelposition alternativ zu der in Gleichung 4.6beschriebenen Methode aus lediglich einem der beiden Messkanäle mit
Φ̂ = arccos(2(S1 −b1)/a1 − 1) rekonstruiert. Das Ergebnis wird wieder-um mit einem gleitenden Durchschnitt der Fensterbreite 1 s geglättet undist in Abbildung 5.3 als blaue Kurve eingezeichnet. Der Vergleich mit derschwarzen Kurve zeigt eine deutlich größere Streuung der Werte, die aufdie Schwankungen der Laserleistung zurückzuführen ist und gleichzeitigveranschaulicht, dass diese effektiv mit einer zweikanaligen Messung ausden Messergebnissen eliminiert werden können.
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K I N E S I N U N D M I K R OT U B U L I

An dieser Stelle erfolgt eine kurze Einführung 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.

B CA

Abbildung 6.1: Verschiedene Vorkommen von Kinesin und Mikrotubuli.(A): Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme menschlicher Zel-len. Mikrotubuli (rot) stellen einen Teil des Zytoskeletts derZelle dar. Die Zellkerne sind blau gefärbt. Der Maßstabsbalkenhat eine Länge von 10 µm. Aus [56]. (B): Der für die Zellteilungbenötigte Spindelapparat bildet sich aus Mikrotubuli und istim Zusammenspiel mit Kinesin für die Trennung der beidenSchwesterchromatiden eines Chromosoms zuständig. Aus [57].(C): Elektronenmikroskopische Querschnittsaufnahme einesFlagellums. Die ringförmigen Strukturen sind Mikrotubuliquer-schnitte mit einem Durchmesser von 25 nm in der typischen(9× 2+ 2)-Anordnung. Aus [58].
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6.1 funktion von motorproteinen
Die Fähigkeit, gerichtete Bewegungen auszuführen, ermöglicht es einemLebewesen, auf seine Umwelt zu reagieren, z.B. sich einer Nahrungsquellezu nähern oder sich von einer Gefahrenquelle zu entfernen. Auch innerhalbeines Organismus oder einer einzelnen Zelle sind gerichtete Bewegungenerforderlich, etwa zum Stofftransport oder bei der Zellteilung und der Tren-nung der beiden Schwesterchromatiden eines Chromosoms. Für die meistendieser Bewegungsabläufe, vom Transport einzelner Moleküle bis hin zurMuskelkontraktion, sind Motorproteine zuständig. Die drei wichtigsten Grup-pen von Motorproteinen in Eukaryotenzellen sind die Myosine, Dyneineund Kinesine. Allen dreien ist gemein, dass sie chemische Energie durchHydrolyse von ATP zu ADP + Pi in kinetische Energie umwandeln1, indemsie ihre Proteinkonformation ändern und sich dadurch schrittweise an Pro-teinfasern entlangbewegen, die als eine Art Schiene genutzt werden undsomit eine geordnete Bewegung über größere Entfernungen ermöglichen.Myosin, das unter anderem für Muskelkontraktionen zuständig ist, bewegtsich an Aktinfilamenten entlang, Dynein und Kinesin nutzen Mikrotubuli alsInteraktionspartner. Diese Filamente treten jeweils polar auf und bestimmteMotorproteine bewegen sich immer in eine einzige Richtung entlang desFilaments.
6.2 mikrotubuli
Mikrotubuli sind steife, röhrenartige Filamente mit einem Durchmesser von25 nm, die verschiedene Aufgaben in eukaryotischen Zellen wahrnehmen.Sie bilden einen Teil des Zytoskeletts und haben somit eine Stützfunktion.Außerdem ermöglichen sie im Zusammenspiel mit Motorproteinen Stoff-transporte innerhalb der Zelle und stellen die wesentlichen Bestandteilevon Flagellen und Zilien dar, mit denen sich einzelne Zellen fortbewegenkönnen. Hierzu werden zwei benachbarte Mikrotubuli-Doppelfibrillen dersogenannten (9× 2+ 2)-Anordnung (Abbildung 6.1C) durch Dynein gegen-einander verschoben, sodass sich eine Biegung und dadurch eine Bewegungdes Flagellums ergibt. Der Aufbau eines Mikrotubulus ist in Abbildung 6.2dargestellt. Mikrotubuli sind aus zwei sehr ähnlichen Grundbausteinen auf-gebaut, dem α- und dem β-Tubulin, die sich in ihrer elektrischen Ladung un-terscheiden. Diese beiden Bausteine bilden zusammen ein α-β-Heterodimerals Untereinheit eines Mikrotubulus. Mehrere dieser Dimere hintereinanderformen eine Kette, das sogenannte Protofilament, das aufgrund der Ladungs-unterschiede der beiden Tubulinbausteine eine Polarität besitzt, die dieLaufrichtung der verschiedenen Motorproteine auf dem Mikrotubulus festlegt.

1 Adenosintriphosphat (ATP) ist der universelle Energieträger in jeder Zelle. Durch hydroly-tische Spaltung in Adenosindiphosphat (ADP) und Orthophosphat (Pi) wird Energie frei,die als Antrieb für weitere Reaktionen in der Zelle genutzt wird.
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Abbildung 6.2: Schematischer Aufbau eines Mikrotubulus. Ein Protofilamentist eine Kette aus mehreren hintereinander angeordneten α-β-Tubulindimeren. 13 ringförmig angeordnete Protofilamente bildeneinen Mikrotubulus. Benachbarte Tubulinmonomere in einem Mi-krotubulus bilden eine von drei Helices, die hier als visuelle Hilfegezeichnet 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 ATPhydrolysiert. Diese Region ist zusammen mit dem Hals (hellblau)für die Bewegungserzeugung zuständig. Am Ende des Stiels (grau)befinden sich der Bereich der leichten Kette (grün) und der Schwanz(violett), der die zu ziehende Fracht bindet. Aus [64].
Die Länge einer α-β-Tubulindimereinheit in einem Protofilament beträgt8 nm. Dabei ist das Ende eines Protofilaments, an dessen Ende sich ein
α-Tubulin befindet, das minus-Ende. Typischerweise bilden 13 ringförmigangeordnete Protofilamente einen Mikrotubulus. In einer lebenden Zellewerden Mikrotubuli durch Polymerisation und Depolymerisation ständigauf- und abgebaut und können dort Längen von bis zu 25 µm erreichen.Diese dynamische Instabilität ist für die Funktion der Mikrotubuli bei derZellteilung wichtig. Hier liegt der Angriffspunkt verschiedener Zellgifte, dieentweder die Polymerisation oder die Depolymerisation der Mikrotubuliinhibieren. Taxol beispielsweise stabilisiert die polymerisierten Mikrotubuliund wird für Medikamente zur Krebsbekämpfung verwendet, da aufgrunddieser Funktion die Zellteilung beeinträchtigt wird, was sich vor allem aufsich schnell teilende Krebszellen auswirkt [60]. In in-vitro-Experimentenwird Taxol ebenfalls zur Stabilisierung von Mikrotubuli verwendet, um diesefür Messungen besser zugänglich zu machen. [61–63]
6.3 kinesin
Kinesin, dessen Bewegung im Rahmen dieser Arbeit gemessen wird, wurdeMitte der 1980er Jahre von Vale et. al. entdeckt [65]. Dieses Motorproteinbewegt sich unidirektional an Mikrotubuli entlang, die in einer eukaryoti-schen Zelle zusammen mit anderen Proteinfilamenten das Zytoskelett bildenund meistens vom Zellkern weg in Richtung der Zellmembran führen. Den Ki-nesinen kommt die Aufgabe zu, Vesikel, Organellen oder Biomakromoleküle,die zellkernnah synthetisiert werden, zur Zellperipherie zu befördern. Auchan der Zellteilung sind Kinesine beteiligt, weshalb die Kinesinforschung fürdie Krebstherapie von Bedeutung ist [66], da entsprechende Medikamenteoft in den Prozess der Mitose eingreifen. Die Kinesine stellen eine Gruppevon Motorproteinen dar, denen die sogenannte Kopfregion gemein ist. Diesebindet an den Mikrotubulus und erzeugt durch ATP-Hydrolyse die Bewe-
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gung [67–69]. Viele Kinesine liegen als Dimere mit zwei Köpfen vor, wodurchdas prozessive Laufen entlang eines Mikrotubulus erst möglich wird [70].Ein einzelnes dimerisiertes Kinesinmolekül 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 können nur im Verbund aus mehreren Moleküleneine gerichtete Bewegung über eine längere Distanz vollziehen. Abgesehenvon der Kopfregion unterscheiden sich die verschiedenen Kinesine sehr starkvoneinander, was sie für unterschiedliche Funktionen prädestiniert. Dennochkann man bei den meisten Kinesinen bestimmte Domänen ausmachen: Ne-ben der Kopfregion bestehen Kinesine im Allgemeinen aus einem Hals, derebenfalls eine Rolle bei der Bewegungserzeugung spielt, einem Stiel mitmehreren scharnierähnlichen Bereichen, die die Beweglichkeit des Proteinsvergrößern, und einem Schwanz, der für die Bindung an die zu ziehendeFracht zuständig ist (Abbildung 6.3) [72, 73].Dimerisiertes Kinesin läuft auf Mikrotubuli mit 8 nm großen Schrittenentlang [7–9], was nicht unbedingt die Länge der Konformationsänderungdes Motorproteins wiederspiegelt, sondern durch den Abstand zwischenden Tubulindimeren in den Protofilamenten vorgegeben ist. Die beidenKopfregionen eines Kinesinmoleküls können wahlweise ADT oder ATPbinden, was zum einen die Affinität zu den α-β-Tubulindimeren und zumanderen die Proteinkonformation des Kopf-Hals-Bereiches beeinflusst. DerMechanismus der schrittweisen Bewegung kann anhand von Abbildung 6.4beschrieben werden. Dargestellt sind die beiden Kopfregionen (blau) einesdimerisierten Kinesinmoleküls, die beide jeweils unter Verwendung vonADP an ein α-β-Tubulindimer (grün: β-Tubulin; weiß: α-Tubulin) gebundensind. Das Loslassen des ADP und das anschließende Binden von ATP dervorderen Kopfregion verursacht zum einen eine stärkere Affinität diesesKopfes an den Mikrotubulus und zum anderen eine Konformationsänderungdes Bereiches zwischen Kopf und Hals (A), sodass der schwächer gebundenehintere Kopf vom Mikrotubulus losgerissen und um ungefähr 16 nm nachvorn geworfen wird (B). Nach zufälligem diffusivem Suchen findet der nachvorn geworfene Kopf das nächstgelegene α-β-Tubulindimer und bindet andieses. Währenddessen findet in der nun hinteren Kopfregion die Hydrolysevon ATP zu ADP + Pi statt (C), wodurch die Proteinkonformation wieder indie ursprüngliche Form übergeht und der Prozess von vorn beginnen kann.Bei jedem Schritt wird ein einzelnes ATP-Molekül hydrolysiert [75, 76]. Eineinzelnes Kinesinmolekül kann eine maximale Kraft von 5-7 pN ausüben[77–80].



54 kinesin und mikrotubuli

In contrast to muscle myosin, convention-
al kinesin walks methodically along a micro-
tubule protofilament, stepping from one tu-
bulin subunit to the next (distance of 80 Å),
similar to a person walking across a pond
along a row of stepping stones (24, 25). How
kinesin, which lacks an obvious long lever
arm, could take a step larger than the dimen-
sion of its motor domain remained a mystery
for several years. However, Rice et al. (26)
have shown that unidirectional motion is pro-
duced by a pronounced conformational change
in kinesin’s “neck linker,” a 15–amino acid
region that is COOH-terminal to the catalytic
core (Figs. 1 and 4) (17). The neck linker is
mobile when kinesin is bound to microtubules
in its nucleotide-free and adenosine diphos-
phate (ADP)–bound states. However, when the
microtubule-bound kinesin binds an ATP ana-
log, the neck linker becomes docked on the
catalytic core with its COOH-terminus pointing
toward the microtubule plus end (Fig. 4). Thus,
the energy associated with ATP binding drives

a forward motion of the neck linker and any
object attached to its COOH-terminus (27).

In a truncated kinesin monomer whose
neck linker is attached directly to a bead or
slide surface, the docking of the neck linker
on the core will deliver a plus-end–directed
pull on its cargo. However, such monomer-
based motility is nonprocessive and slow rel-
ative to the kinesin dimer (28–30). In the
native kinesin dimer, the neck linker is con-
nected to a coiled-coil dimerization domain,
and neck linker motion in one head is con-
veyed to its partner to enable processive mo-
tion. Specifically, when ATP binding “zip-
pers” the neck linker of the forward head into
the docked position, the trailing head detach-
es from its binding site and is thrust forward
to the next tubulin binding site, akin to a judo
expert throwing an opponent with a rearward-
to-forward swing of the arm (Fig. 1). Thus,
the kinesin step is initiated by the ATP-driven
swing of the neck linker, which positions the
partner head over the forward subunit. The

tight binding of the partner head to its new
tubulin site then locks the step in place and
produces a force that pulls kinesin’s cargo
forward by 80 Å [see animation (23)].

The above models highlight several dif-
ferences in how muscle myosin and conven-
tional kinesin produce motion. Muscle myo-
sin undergoes a large angular rotation of a
long and relatively rigid mechanical element
within the myosin head to produce a displace-
ment of ;100 Å per ATP hydrolyzed. For
conventional kinesin, a smaller conforma-
tional change is produced by the neck linker
peptide, which is rigid (docked) only in the
ATP/ADP-Pi–bound state (Pi, phosphate).
This small change becomes amplified into an
80 Å net movement as a consequence of the
partner head binding to the next tubulin bind-
ing site. The different mechanical strategies
of conventional kinesin and muscle myosin
reflect their distinct biological roles (31).
Conventional kinesin transports small mem-
brane organelles or protein complexes, and
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A BFig. 1. Models for the motility cycles of muscle myosin and
conventional kinesin [see animation (23)]. (A) Muscle myo-
sin. Frame 1: Muscle myosin is a dimer of two identical
motor heads (catalytic cores are blue; lever arms in the
prestroke ADP-Pi state are yellow), which are anchored to
the thick filament (top) by a coiled coil (gray rod extending
to the upper right). In the ADP-Pi–bound state, the catalytic
core binds weakly to actin. Frame 2: One head docks prop-
erly onto an actin binding site (green). The two myosin
heads act independently, and only one attaches to actin at
a time. Frame 3: Actin docking causes phosphate release
from the active site. The lever arm then swings to the
poststroke, ADP-bound state (red), which moves the actin
filament by ;100 Å. Frame 4: After completing the stroke,
ADP dissociates and ATP binds to the active site, which
rapidly reverts the catalytic core to its weak-binding actin
state. The lever arm will then recock back to its prestroke
state (i.e., back to frame 1). (B) Conventional kinesin. Unlike
myosin, the two heads of the kinesin dimer work in a
coordinated manner to move processively along the track.
The coiled coil (gray) extends toward the top and leads up
to the kinesin cargo. Frame 1: Each catalytic core (blue) is
bound to a tubulin heterodimer (green, b subunit; white, a
subunit) along a microtubule protofilament (the cylindrical
microtubule is composed of 13 protofilament tracks). To
adopt this position, the neck linker points forward on the
trailing head (orange; neck linker next to but not tightly
docked to the core) and rearward on the leading head (red).
ATP binding to the leading head will initiate neck linker
docking. Frame 2: Neck linker docking is completed by the
leading head (yellow), which throws the partner head for-
ward by 160 Å (arrow) toward the next tubulin binding site.
Frame 3: After a random diffusional search, the new leading
head docks tightly onto the binding site, which completes
the 80 Å motion of the attached cargo. Polymer binding also
accelerates ADP release, and during this time, the trailing
head hydrolyzes ATP to ADP-Pi. Frame 4: After ADP disso-
ciates, an ATP binds to the leading head and the neck linker
begins to zipper onto the core (partially docked neck indi-
cated by the orange color). The trailing head, which has
released its Pi and detached its neck linker (red) from the
core, is in the process of being thrown forward. The surface
features of the motors and filaments were rendered by G.
Johnson (fiVth media: www.fiVth.com) using the programs MolView, Strata Studio Pro, and Cinema 4D (also for Figs. 4 and 5). Protein Data Bank (PDB)
files used throughout the figures are as follows: ADP-AlF4

2 smooth muscle myosin [prestroke, yellow: 1BR2 (16)], nucleotide-free chicken skele-
tal myosin [poststroke, red: 2MYS (14)], human conventional kinesin [prestroke, red: 1BG2 (6)], and rat conventional kinesin [poststroke, yellow: 2KIN
(40)]. Scale bars, 60 Å (A) and 40 Å (B).
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Abbildung 6.4: Schrittweise Bewegung eines Kinesinmoleküls an einem Mikrotubu-lus entlang. Der Skalierungsbalken zeigt eine Länge von 4 nm an.Aus [74].



7

V E R S U C H S D U R C H F Ü H R U N G

Die Messung der Bewegung von Kinesin entlang eines Mikrotu-
bulus, insbesondere die Auflösung einzelner 8 nm großer 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 Probenpräparation sowie die
Auswertung der Interferogramme und der gemessenen Stromsignale
werden beschrieben.

7.1 probenpräparation
Die Messungen der Kinesinbewegung finden in vitro statt. Dazu wird derProteinkomplex Kinesin-Mikrotubulus in einer Flusskammer präpariert, dieaus einem Objektträgerglas, zwei parallel angeordneten Streifen doppelseiti-gen Klebebands und einem Mikroskopdeckgläschen besteht (Abbildung 7.1).Zwischen den beiden Klebebandstreifen befindet sich somit ein nach zweiSeiten geöffneter Kanal, der nacheinander mit verschiedenen Flüssigkeiten

OT

DG
KB

LP T

Abbildung 7.1: Schematische Darstellung einer Flusskammer zur Präparation einerKinesinprobe. OT: Objektträger; DG: Mit Diethylentriamin (DETA)beschichtetes Mikroskopdeckgläschen; KB: doppelseitiges Klebe-band; LP: Löschpapier; T: Tropfen der Lösung, die die Flusskammerfüllen soll. Die zwischen Objektträger und Deckgläschen befindlicheKammer hat ein Volumen von etwa 18 mm× 3 mm× 0, 1 mm ≈ 5 µL.
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56 versuchsdurchführung
geflutet werden kann, um die für das Experiment benötigten Komponentensukzessive einzuführen. Die zu untersuchenden Proteinkomplexe befindensich während der Messung an der Unterseite des Deckgläschens im Innen-raum der Flusskammer. Bei der Herstellung einer solchen Flusskammer wirdzunächst das Mikroskopdeckgläschen mit Diethylentriamin (DETA) beschich-tet, um eine positiv geladene Oberfläche zu erzeugen, an der die Mikrotubulisehr gut haften. Anschließend wird ein Tropfen von Goldkolloid (Partikel miteinem Durchmesser von 200 nm, BBInternational) für 20 s mittig auf derDeckgläschenoberfläche platziert und anschließend mit Druckluft weggebla-sen. Dadurch bleiben einige Goldnanosphären an der Oberfläche haften, dieim Experiment als Referenzpartikel dienen. Das Deckgläschen wird kopfüberauf die parallelen Streifen doppelseitigen Klebebands gelegt und leichtangedrückt, sodass sich die Goldpartikel im Innenraum der Flusskammerbefinden.Für das Fluten wird an das eine Ende der Kammer mit einer Pipetteein Tropfen der Flüssigkeit gegeben, die die Kammer füllen soll. Auf Grundder Kapillarität dringt die Flüssigkeit in die Flusskammer ein und flutetdiese vollständig. Um den Inhalt einer bereits gefüllten Flusskammer durcheine andere Flüssigkeit zu ersetzen, wird wieder ein entsprechender Tropfenvon ca. 20 µL an die gleiche Stelle pipettiert. An die andere Öffnungder Kammer wird ein Stück Löschpapier gehalten, das die in dem Kanalbefindliche Flüssigkeit aufsaugt, während der gegenüberliegende Tropfen indie Kammer eindringt. Das Volumen der Kammer beträgt ungefähr 18 mm×3 mm× 0, 1 mm ≈ 5 µL. Somit ist diese deutlich kleiner als das Volumen desTropfens, sodass der Inhalt der Kammer durch diesen Spülvorgang komplettausgetauscht wird.Zur Präparation einer Kinesinprobe wird die Flusskammer nacheinandermit Flüssigkeiten geflutet, die die verschiedenen benötigten Komponentenenthalten (eine detaillierte Anleitung dieser Probenpräparation befindet sichin Anhang A). Zunächst wird eine Lösung mit Mikrotubuli, die mit Rhodaminfluoreszenzmarkiert sind, in die Flusskammer gegeben. Bei diesem initialenFüllvorgang wird bereits ein 20 µL-Tropfen mit Hilfe eines am anderenKanalende befindlichen Löschpapiers durch die Flusskammer gespült, obwohlbereits 5 µL der Lösung genügen, um die Kammer vollständig zu füllen.Mit diesem Durchspülen wird jedoch gewährleistet, dass die Mikrotubulidurch den Flüssigkeitsstrom entlang der Flussrichtung ausgerichtet werden,wenn sie an der mit DETA beschichteten Deckgläschenoberfläche haftenbleiben. Die Flussrichtung entspricht im Experiment der x-Richtung derObjektebene. Das DETA sorgt dafür, dass die Mikrotubuli nahezu überihre gesamte Länge an der Oberfläche haften und somit fixiert sind. AnOberflächen, die nicht mit DETA beschichtet sind, haften die Mikrotubulinur punktuell, sodass die Abschnitte zwischen diesen Haftpunkten freibeweglich bleiben. Gleich anschließend wird die Flusskammer mit einerCaseinlösung gespült. Dadurch werden zum einen die Mikrotubuli, die nicht
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Abbildung 7.2: Mikroskopisches Schema der präparierten Kinesinprobe in der Fluss-kammer. Sowohl fluoreszenzmarkierte Mikrotubuli (MT) als auch dieals Referenzpartikel fungierenden Goldnanopartikel (R) haften ander mit DETA beschichteten Deckgläschenoberfläche (DG). Die mitProtein G beschichteten fluoreszenzmarkierten Polystyrolkügelchen(P) binden über einen Anti-HIS6-Tag-Antikörper und ein Kinesin(Kin) an ein Mikrotubulus. Eine Caseinschicht (Cs) erschwert dasHaften des Polystyrolkügelchens an der Deckgläschenoberfläche.
an der Oberfläche gehaftet haben, aus der Kammer entfernt. Zum anderenbenetzt das Casein die freien Stellen der Deckgläschenoberfläche, an denensich keine Mikrotubuli befinden. Das ist wichtig, um ein späteres Haften derTestpartikel an der Oberfläche zu erschweren. Nun wird der Kinesinansatzin die Flusskammer gespült. Dieser Ansatz enthält fluoreszenzmarkiertePolystyrolkügelchen mit einem Durchmesser von 500 nm, deren Oberflächemit Protein G beschichtet ist (Kisker Biotech). Über einen Anti-HIS6-Tag-Antikörper, der als Bindeglied zu dem Protein G fungiert, ist das Kinesinan die Polystyrolkügelchen gebunden. Der Kinesinansatz ist zuvor für zehnMinuten auf Eis inkubiert worden, um die Bindung des Kinesins an diePolystyrolkügelchen zu gewährleisten. Zusätzlich ist in dem Ansatz AMP-PNP1 enthalten. Der Kinesinansatz wird für eine Inkubationszeit von zweiMinuten in der Flusskammer gelassen. In dieser Zeit bindet das Kinesin andie Mikrotubuli unter Verwendung des AMP-PNP, jedoch zunächst ohne aufihnen entlangzulaufen. Nach dieser Inkubationszeit wird die Flusskammermit einem Ansatz gespült, der das Ausbleichen des Rhodamins in denMikrotubuli verlangsamt, wodurch die restlichen Polystyrolkügelchen, diesich noch frei im Flüssigkeitsvolumen befinden, entfernt werden. An derpräparierten Deckgläschenoberfläche in der Flusskammer haften nun, wiees in Abbildung 7.2 schematisch dargestellt ist, sowohl Goldnanopartikelals auch Mikrotubuli, an die wiederum über Kinesin und Anti-HIS6-Tag-Antikörper die Polystyrolkügelchen gebunden sind.

1 AMP-PNP ist ein ATP-Analogon, unter dessen Verwendung Kinesin an einen Mikrotubulusbinden kann, ohne jedoch auf diesem entlangzulaufen.
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Abbildung 7.3: Fluoreszenzmikroskopisches Bild von Mikrotubuli und Polystyrolkü-gelchen auf der Deckgläschenunterseite. Durch die klar definierteFlussrichtung in der Flusskammer sind die Mikrotubuli entsprechendausgerichtet. Die Polystyrolkügelchen sind beinahe ausnahmslosauf den Mikrotubuli zu finden, was auf eine Bindung über Kinesinund Anti-HIS6-Tag-Antikörper schließen lässt. Das weiße Rechteckmarkiert den Ausschnitt, dessen zeitliche Entwicklung in Abbildung7.4 dargestellt ist. Zur besseren Sichtbarkeit der Helligkeitsunter-schiede ist das Bild in Falschfarben dargestellt.
Das Verhältnis der Polystyrolkügelchen- zur Kinesinkonzentration imKinesinansatz wird so gewählt, dass sich nur wenige Kinesine an der Ober-fläche eines Partikels befinden, bzw. nur wenige Kinesine zur Bindung einesPartikels an einen Mikrotubulus beitragen. Dies kann erreicht werden, indemin aufeinanderfolgenden Versuchen die Kinesinkonzentration solange verrin-gert wird, bis die Polystyrolkügelchen sichtbar seltener an die Mikrotubulibinden. Dann ist davon auszugehen, dass die mittlere Zahl der Kinesine proPartikel, die diese an ein Mikrotubulus binden, auf unter eins gefallen ist.Nach der Präparation wird die Probe in den Objekttisch des Mikroskopseingesetzt.Zum Auffinden eines geeigneten Testpartikels wird das Mikroskop zu-nächst im Fluoreszenzmodus betrieben. Dadurch können zum einen diefluoreszierenden Polystyrolkügelchen von den nicht fluoreszierenden Gold-partikeln unterschieden werden. Im Dunkelfeldmodus mit Laserbeleuchtungsind die verschiedenen Partikelsorten kaum voneinander zu unterschei-den, da sie einen ähnlichen Streuquerschnitt besitzen und ähnlich hellerscheinen, und außerdem trotz unterschiedlicher Größe jeweils wie Punkt-lichtquellen aussehen und keinen erkennbaren Formunterschied aufweisen.Zum anderen werden die Mikrotubuli erst durch den Fluoreszenzmodussichtbar, deren Streulicht im Dunkelfeldmodus vom Hintergrundstreulichtder Deckgläschenoberfläche überstrahlt wird. Als anregendes Licht wird im
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Fluoreszenzmodus der gleiche grüne Laserstrahl wie im Dunkelfeldmodusverwendet. Über einen entsprechenden Farbfilter (Langpass OG 590) imMikroskop zwischen Objektiv und Tubuslinse wird das rote Fluoreszenzlichtselektiert, sodass nur die Mikrotubuli und die Polystyrolkügelchen sichtbarsind (Abbildung 7.3). Somit können diejenigen Kügelchen leicht identifiziertwerden, die sich direkt auf einem Mikrotubulus befinden und somit wahr-scheinlich über ein Kinesin an dieses gebunden sind. Die Goldpartikel sinddadurch zu identifizieren, dass sie erst bei Herausnahme des Fluoreszenzfil-ters sichtbar werden. Ein geeignetes Paar aus einem Goldnanopartikel undeinem an ein Mikrotubulus gebundenen Polystyrolkügelchen wird gesucht,das Interferometer für dieses Paar justiert und die Kalibriermessung zur Be-stimmung der Signalparameter durchgeführt. Sobald dies geschehen ist, wirdder ATP-Ansatz in die Flusskammer gespült. Nach etwa 20 Sekunden fängtdas Kinesin an sich entlang der Mikrotubuli zu bewegen, was durch eineBewegung der Polystyrolkügelchen beobachtet werden kann. Exemplarischist die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Bewegung eines vom Kine-sin UNC-104 gezogenen Polystyrolkügelchens in Abbildung 7.4 dargestellt.Es sind zwei Partikel auf einem Mikrotubulus zu sehen, die sich bei t = 0noch nicht bewegen. Die folgenden Bilder zeigen den gleichen Ausschnittim zeitlichen Abstand von jeweils einer Sekunde. Von t = 1 s bis t = 3 s istjeweils eine deutliche Positionsänderung des rechten Partikels erkennbar,wohingegen sich dieses Partikel bei t = 4 s bereits vom Mikrotubulus gelösthat. Zwischen t = 1 s und t = 3 s wandert das Partikelmit einer mittlerenGeschwindigkeit von v̄ = 1 µm/s, was mit bekannten Literaturwerten gutübereinstimmt [81].
7.2 entwicklung der interferogramme
Für die differentielle interferometrische Partikelverfolgung wird der Fluo-reszenzfilter aus dem Strahlengang entfernt, da für diese Messmethodedas kohärente, an den Partikeln elastisch gestreute Licht verwendet wird.Nach erfolgter Justage des Interferometers für ein bestimmtes Partikelpaarentsteht in den Interferenzebenen hinter den beiden Strahlteilerausgängenzunächst das homogene Interferenzbild, ensprechend der Simulation ausAbbildung 4.3A. Die Startphase Φ0 ist im Allgemeinen von null verschie-den und hängt vom Abstand s zwischen Referenz- und Testpartikel in derObjektebene und vom Unterschied der optischen Weglängen der beidenInterferometerarme ab. Die zeitliche Entwicklung des realen Interferogrammsbei einem sich bewegenden Testpartikel wird zu Demonstrationszweckenaufgenommen, indem der Detektor APD1 durch eine Kamera ersetzt unddie Lochblende PH1 entfernt wird (vgl. Abbildung 3.4). Durch eine leichteDefokussierung erscheint der Interferenzspot auf dem lichtempfindlichenSensor der Kamera als flächiges Scheibchen und eine Aufnahme entsprichtin 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 beträgt die mittlere Geschwindigkeit 1 µm/s. Bei t = 4 shat sich das Partikel bereits vom Mikrotubulus gelöst.
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Abbildung 7.5: Zeitliche Entwicklung des Interferogramms bei Bewegung des Test-partikels. Die farbkodierten Aufnahmen des defokussierten Interfe-renzspots mit Intensitätsprofilen zeigen zunächst mit einsetzenderPartikelbewegung eine Veränderung der Helligkeit des homogenenInterferogramms von (A) zu (B). In (C) sind bereits Interferenzstreifenzu erkennen, in (D) liegen die Spots von Referenz- und Testparti-kel separat vor. Für eine Auswertung der Partikelbewegung gemäßAbschnitt 4.3 sind lediglich die Situationen (A) und (B) geeignet.
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Die Entwicklung solch eines Interferenzscheibchens bei einer Bewegungdes Testpartikels wird in Abbildung 7.5 gezeigt. Hier sind vier nacheinanderaufgenommene Bilder eines defokussierten Interferenzspots dargestellt, indenen sich das Testpartikel nach rechts bewegt. Bei der Probe handelt essich um eine wie in Abschnitt 7.1 beschrieben präparierte Flusskammermit an der Deckgläschenoberfläche immobilisierten Goldnanopartikeln alsReferenzpartikel und Polystyrolkügelchen, die an das Kinesin Nkin 433gebunden sind, als Testpartikel. Zusätzlich zu den defokussierten Interferenz-spots sind die entsprechenden Intensitätsprofile zu sehen, die die Summender Pixelwerte aus den einzelnen Pixelspalten enthalten. In Abbildung7.5A ist das homogene Interferogramm zu sehen, wie es direkt nach derJustage des Interferometers aussieht, bevor das Kinesin beginnt auf demMikrotubulus entlangzulaufen. Die virtuellen Bilder der beiden Partikelliegen übereinander. Die Helligkeit des Interferenzspots ist nahe seinesMaximalwerts, was einem Interferenzphasenwert von Φ ≈ 0 entspricht (vgl.Gleichung 4.4). Nach Zugabe des ATP-Ansatzes in die Flusskammer zumZeitpunkt t = 0 beginnt das Testpartikel nach einer Zeit von t = 20 ssich langsam zu bewegen, was sich in einer Modulation der Helligkeit desimmer noch homogen erscheinenden Interferenzmusters niederschlägt. InAbbildung 7.5B ist die Helligkeit in der Nähe des Minimalwertes (Φ ≈ π,entspricht einer gelaufenen Distanz von s − s0 ≈ 135 nm). Nach einer Zeitvon t = 30 s hat sich das Testpartikel bereits so weit bewegt, dass dievirtuellen Bilder der beiden Partikel deutlich erkennbar nicht mehr exaktübereinander liegen und im defokussierten Interferogramm Interferenzstreifensichtbar sind (Abbildung 7.5C). Eine Veränderung der Phase Φ bewirkt nunim Interferogramm ein seitliches Durchlaufen der Interferenzstreifen. Diegesamte Strahlungsleistung des Interferogramms, der die Fläche unter demIntensitätsprofil entspricht, moduliert dann kaum noch. Schließlich liegen dieSpots der beiden Partikelbilder seperat vor, ohne dass sie sich überlagernund Interferenzstreifen ausbilden (Abbildung 7.5D). Für eine Auswertungder Partikelbewegung gemäß Abschnitt 4.3 sind lediglich die Situationen(A) und (B) geeignet, da nur hier die Strahlungsleistung der Interferenzspotsentsprechend den Gleichungen 4.4 und 4.5 moduliert.

7.3 entwicklung der stromsignale
Die eigentliche Messung bei der differentiellen interferometrischen Parti-kelverfolgung erfolgt nicht mit einer Kamera, sondern mit zwei APD, die dieStrahlungsleistung des Interferenzspots an den beiden Strahlteilerausgän-gen des Interferometers aufnehmen, wie es in Abbildung 3.4 dargestellt ist.Dazu werden die Lochblenden PH1 und PH2 in der Bildebene hinter demStrahlteiler so positioniert, dass sie nur den Interferenzspot ausschneidenund dessen Licht auf die empfindlichen Flächen der APD treffen lassen.Der von den Lochblenden ausgeschnittene Bereich entspricht in etwa einem
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Abbildung 7.6: (A) Zeitlicher Verlauf der Stromsignale S1 und S2 und (B) derrekonstruierten Partikelposition ŝ bzw. Interferenzphase Φ̂ einerKinesinmessung. ATP wird bei t = 0 in die Flusskammer gespült.Die zuvor ermittelten Maximal- und Minimalwerte der Interferenz-signale sind in (A) an der linken Achse als entsprechend farblicheMarkierungen eingezeichnet. Der grau hinterlegte Bereich stellt denBereich der Messung dar, der nach den in Abschnitt 4.4 gegebenenKriterien nicht mehr als verzerrungsfrei angesehen werden kann.Dieser Bereich beginnt ab der Stelle, an der ŝ den Wert des erstenExtremums, abzüglich 25 nm, annimmt.
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Ausschnitt, wie er in Abbildung 7.5 gezeigt ist. Die Strahlungsleistung, dievon einer APD detektiert wird, entspricht der Fläche unter dem jeweiligenIntensitätsprofil.Der zeitliche Verlauf der Stromsignale der beiden APD bei einer solchenMessung ist in Abbildung 7.6A dargestellt. Hierbei handelt es sich umein vergleichbares Experiment mit dem aus Abbildung 7.5 mit identischerProbenpräparation. Die Stromsignale der APD werden mit einer Abtastratevon 40 kHz aufgenommen. In den gezeigten Messkurven sind allerdings zumZwecke der Rauschunterdrückung jeweils 100 aufeinanderfolgende Mess-punkte zu einem Mittelwert zusammengefasst, sodass die effektive Abtastrateder gezeigten Kurven bei 400 Hz liegt. Um aus den beiden Stromsignalendie Phase Φ des Interferenzspots rekonstruieren zu können, müssen dieMaximal- und Minimalwerte der Stromsignale, die sie bei Φ = 0 und Φ = πaufweisen, bekannt sein (siehe Abschnitt 4.3). Diese werden in einem Kali-brierdurchlauf durch Bewegen des Spiegels M2 im Interferometer mit einemPiezoaktuator vor der eigentlichen Messung bestimmt und sind in Abbildung7.6A an der linken Achse für beide Stromsignale als entsprechend farbli-che Markierungen eingezeichnet. Die unterschiedliche Größe der Minimal-und Maximalwerte für beide Stromsignale kann zurückgeführt werden aufunterschiedliche Verstärkungen der beiden APD und auf verschieden guteEinkopplung der beiden Interferenzspots in die jeweilige Glasfaser, die dasLicht vom Interferometer zum Detektor transportiert. Der Verlauf der beidenStromsignale ähnelt dem der Simulation (Abbildung 4.3B) insofern, als auchhier die Signale mit zunehmender zurückgelegter Distanz des Testpartikelsum einen Mittelwert herum mit abnehmender Amplitude oszillieren.In Abbildung 7.6B ist die mit Gleichung 4.6 rekonstruierte Interferenz-phase Φ̂ und die mit Gleichung 4.7 ermittelte Position ŝ des Testpartikelsgezeichnet. Der grau hinterlegte Teil der Zeichnung beinhaltet den Bereichder Pfadrekonstruktion, der nach den in Abschnitt 4.4 genannten Krite-rien als nicht mehr hinreichend verzerrungsfrei angesehen werden kann.Um diesen Bereich zu ermitteln, wird zunächst die erste Extremstelle desrekonstruierten Partikelpfads betrachtet. Da es sich bei der Messung umeine unidirektionale Kinesinbewegung entlang eines Mikrotubulus handelt,können die Extremstellen des rekonstruierten Pfads nicht auf Umkehrpunkteder Bewegung zurückgeführt werden, sondern es handelt sich um Artefakteder Phasenrekonstruktion, die bei den Phasenwerten Φ = 0 oder Φ = πauftreten. Von der rekonstruierten Partikelposition dieses ersten Maximumswerden 25 nm subtrahiert. Bis zu der Stelle, an der ŝ diesen Wert annimmt,hat das Testpartikel eine Distanz von etwa 110 nm zurückgelegt und eskann von einer vernachlässigbar kleinen Verzerrung ausgegangen werden.
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E R G E B N I S S E

In diesem Kapitel werden Messungen der Bewegung von Kinesin
entlang eines Mikrotubulus gezeigt, die mit der differentiellen
interferometrischen Partikelverfolgung aufgenommen wurden. Als
Marker fungieren an das Kinesin gebundene Polystyrolkügelchen.
Die für den Proteinkomplex Kinesin-Mikrotubulus typischen 8 nm
großen Schritte sind deutlich zu erkennen. Dank der hohen Zeitauf-
lösung sind Untersuchungen der spektralen Leistungsdichten der
gemessenen Pfade bis in den kHz-Bereich hinein möglich, wodurch
eine Charakterisierung der unterschiedlichen Rauscheigenschaften
verschiedener Proben vorgenommen werden kann. Die Pfade und
deren spektrale Leistungsdichten werden im Hinblick auf die lokale
Umgebung und Bindung der Testpartikel interpretiert.

8.1 gemessene pfade
In Abbildung 8.1A ist ein gemessener Pfad eines von Kinesin gezogenenTestpartikels dargestellt. Der durch das schwarze Rechteck gekennzeichneteBereich der Länge 1 s wird in Abbildung 8.1B detaillierter gezeigt (rotekurve), zusammen mit dem Pfad eines weiteren kinesingetriebenen Partikels(blaue Kurve). Beide Proben wurden wie im vorangegangenen Kapitel be-schrieben präpariert. Die schwarze Kurve stellt den gemessenen Pfad einesan der Deckgläschenoberfläche einer gefluteten Flusskammer haftendenPolystyrolkügelchens ohne Kinesin dar (im Folgenden wird diese Probe„stationäres Partikel“ genannt). Alle drei Messungen wurden mit einer Abta-strate von 40 kHz aufgenommen. Die Strahlungsleistung des beleuchtendenLaserstrahls beträgt 30 mW, was bei einer Größe des Lichtflecks in der Ob-jektebene von 300 µm × 60 µm einer Strahlungsintensität von 20 kW/cm2entspricht. Die gezeigten Kurven enthalten den Verlauf der rekonstruiertenPartikelpositionen, die durch Mittelung über jeweils 100 Werte geglät-tet worden sind. Die dargestellten Ausschnitte erfüllen die in Abschnitt
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Abbildung 8.1: (A): Beginn einer kinesingetriebenen Partikelbewegung(bei t = 25 s). ATP wurde bei t = 0 in die Flusskammergespült. (B): Vergrößerte Darstellung des durch das schwarzeRechteck in (A) gekennzeichneten Bereichs (rote Kurve). Die rotenPfeile markieren drei 8 nm große Stufen. Blaue Kurve: Beginn derKinesinbewegung aus einer weiteren Messung, sowohl in t- als auchin s-Richtung verschoben. Schwarze Kurve: Bewegungsmessungeines an der Deckgläschenoberfläche einer gefluteten Flusskammerhaftenden Polystyrolkügelchens. Die horizontalen Linien habeneinen Abstand von 8 nm. Die Messungen wurden mit einerAbtastrate von 40 kHz erfasst. Die dargestellten Kurven sindgeglättet durch eine Mittelung über jeweils 100 Messwerte. NachMüller et. al., Opt. Express 21, 7362 (2013) [46].
4.4 genannten Kriterien für eine verzerrungsfreie Positionsrekonstruktion.In Abbildung 8.1A wird der Beginn einer Kinesinbewegung nach Zugabevon ATP in die Flusskammer gezeigt. Die vom Testpartikel innerhalb desgezeigten Bereichs zurückgelegte Distanz beträgt etwa 130 nm, ehe die Re-konstruktion der Partikelposition nicht mehr als hinreichend verzerrungsfreiangesehen werden kann. Der Zeitpunkt t = 0 stellt dabei den Anfang desSpülvorgangs dar, der etwa 5 s dauert. Die Bewegung des Testpartikels setztbei t = 25 s ein. Diese relativ lange Zeitspanne zwischen der ATP-Zugabeund dem Loslaufen des Motorproteins schließt die Möglichkeit aus, dassdie gemessene Bewegung auf den Flüssigkeitsstrom beim Spülvorgang inder Flusskammer zurückzuführen ist. In dem gemessenen Pfad sind mehrereStufen und Plateaus sichtbar. In der detaillierten Ansicht in Abbildung 8.1Bsind eine 8 nm große Stufe und eine weitere 16 nm große Stufe zu erkennen,die möglicherweise aus zwei dicht aufeinanderfolgenden Stufen von jeweils8 nm besteht (rote Pfeile). Die blaue Kurve zeigt den Beginn einer weiterengemessenen kinesingetriebenen Partikelbewegung (ab t = 29, 8 s, dieseMesskurve ist sowohl auf der Zeit- als auch auf der Ortsachse verschoben,um eine bessere Vergleichbarkeit mit dem in der roten Kurve dargestellten
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Pfad zu gewährleisten). Diese beiden Pfade unterscheiden sich wesentlichvoneinander. So ist das Rauschen in der blauen Kurve größer, weshalbeinzelne 8 nm große Stufen nicht zu erkennen sind: Die Standardabwei-chung der ungeglätteten Werte bis zum Beginn der Bewegung, also von
t = 29, 2 s bis t = 29, 8 s, beträgt ∆s = 19, 1 nm, wohingegen die Stan-dardabweichung des geraden Abschnitts der ungeglätteten roten Kurvevon t = 29, 2 s bis t = 29, 5 s lediglich ∆s = 3, 8 nm beträgt. Die schwarzeKurve des an der Deckgläschenoberfläche haftenden Testpartikels weistebenfalls eine Standardabweichung von ∆s = 3, 8 nm auf. Die möglichenUrsachen für diese Unterschiede werden in Abschnitt 8.3 näher betrachtet.Auch die Geschwindigkeiten unterscheiden sich in den beiden Messungensignifikant: Die blaue Kurve zeigt zwischen t = 29, 8 s und t = 30, 2 seine mittlere Partikelgeschwindigkeit von v̄ ≈ 250 nm/s, in der roten Kurvebeträgt die mittlere Geschwindigkeit zwischen t = 29, 2 s und t = 30, 2s nur v̄ = 24 nm/s. Im Folgenden wird die Probe, der die rote Kurve ent-spricht, „langsame Kinesinprobe“ genannt, wohingegen die blaue Kurve der„schnellen Kinesinprobe“ zuzuordnen ist.
8.2 untersuchung der leistungsspektren
Die hohe Zeitauflösung der Messreihen ermöglichen eine Untersuchungder spektralen Leistungsdichten der gemessenen Partikelpfade bis in denkHz-Bereich hinein. Dies soll dazu dienen, die Ursachen für das Rauschenauf den Messreihen zu identifizieren. Zu diesem Zweck wurde vor jeder Pfad-messung - nach erfolgter Interferometerjustage und bevor der ATP-Ansatz indie Flusskammer gegeben worden ist - eine viersekündige „Ruhemessung“aufgenommen. Diese Messungen enthalten bereits diejenigen Rauschanteile,die auf die lokale Umgebung und Bindung des Partikels zurückzuführensind, also auf die thermische Bewegung des über Kinesin und Antikörperan einen Mikrotubulus gebundenen Polystyrolpartikels. Von den Ruhemes-sungen der Proben, deren Pfadmessungen in Abbildung 8.1 gezeigt sind,werden die spektralen Leistungsdichten berechnet. Die so erhaltenen Spek-tralkurven werden nachträglich geglättet, indem über gleichgroße Intervalleauf der logarithmischen Frequenzskala gemittelt wird. Die Ergebnisse sindin Abbildung 8.2 zu sehen. Die Farben der Kurven entsprechen denen derzugehörigen gemessenen Pfade aus Abbildung 8.1. Zusätzlich ist die spek-trale Leistungsdichte der Messkurve aus Abbildung 5.3 dargestellt, in derdie Probe aus einer trockenen Deckgläschenoberfläche mit auf ihr immobi-lisierten Goldnanopartikeln besteht. Die spektralen Leistungsdichten derProben, in denen Polystyrolkügelchen in wässriger Umgebung die Testparti-kel darstellen, folgen, im Gegensatz zum Spektrum der trockenen Probe, demVerlauf einer Lorentzkurve. Das wird beispielhaft an der schwarzen Kurveverdeutlicht. Die aus den Messwerten gewonnene spektrale Leistungsdichteist durch schwarze Punkte dargestellt. Diesen Werten wird eine Lorentz-
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Abbildung 8.2: Spektrale Leistungsdichte der Position. Zugrunde liegen viersekün-dige Messreihen vor Beginn der Kinesinbewegung der Messreihenaus Abbildung 8.1. Die Farbgebung der Kurven ist für die Messun-gen in beiden Abbildungen die gleiche. Die schwarze Messreihe istdurch Punkte dargestellt, ihr wird eine Lorentzfunktion angepasst(schwarze durchgezogene Linie). Nach Müller et. al., Opt. Express
21, 7362 (2013) [46].

funktion angepasst, die als durchgezogene schwarze Linie eingezeichnet istund dem Verlauf der Punkte sehr gut folgt.
8.3 interpretation der ergebnisse
Diese spezielle Kurvenform lässt auf die Brownsche Bewegung eines Teil-chens in einem harmonischen Potential schließen, da diese gerade einelorentzförmige spektrale Leistungsdichte aufweist [17]. Der absteigende Be-reich bei hohen Frequenzen hat in der doppeltlogarithmischen Auftragungeine Steigung von -2. Dies spiegelt die rein diffusive Bewegung in der loka-len viskosen Umgebung des Partikels wider [13]. Die niedrigen Frequenzenwerden durch das Potential abgeschwächt, was darin begründet ist, dass dasPartikel den Bereich des Potentials nicht verlassen kann und gefangen ist.Die blaue, rote und schwarze Kurve unterscheiden sich vor allem dadurchvoneinander, dass sie in der doppeltlogarithmischen Auftragung nach obenund unten gegeneinander verschoben sind. Dies trifft vor allem für die Kurveder schnellen Kinesinprobe (blau) zu, die sich deutlich oberhalb der beidenanderen Kurven befindet. Solch eine Verschiebung der Kurven entsprichtkonstanten Koeffizienten, die eine Funktion von der anderen unterscheiden.Diese Koeffizienten werden bestimmt, indem den abfallenden Spektralbe-reichen mit Steigung -2 entsprechende Geraden angepasst werden. DerenOrdinatenabschnitte liefern einen Faktor ≈ 1, 4 zwischen der schwarzenund der roten Kurve, bzw. einen Faktor ≈ 15 zwischen der schwarzen und
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der blauen Kurve. Bei einer Brownschen Bewegung in einem harmonischenPotential stellen diese Faktoren die Inversen des Reibungswiderstands dar,den das Partikel aufgrund der Viskosität des umgebenden Mediums erfährt.Im Vergleich zur Messung des stationären Polystyrolkügelchens ist derReibungswiderstand bei der langsamen Kinesinbewegung um einen Faktor
≈ 1, 4 geringer, bei der Messung der schnellen Kinesinbewegung sogar umeinen Faktor ≈ 15. Im Fall des stationären Partikels resultiert das Potential,
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Abbildung 8.3: Schema zur Abschätzung der maximalen Verschiebung eines aneinen Mikrotubulus (MT) gebundenen Polystyrolkügelchens (P).Das Deckgläschen (DG) ist mit DETA beschichtet. Nach [13].
das das Polystyrolkügelchen gefangen hält, offensichtlich aus der Haftungdes Partikels an der Deckgläschenoberfläche. Die Ähnlichkeiten der Stan-dardabweichung der Pfadmessung und der spektralen Leistungsdichte dieserProbe mit denen der langsamen Kinesinprobe legen den Schluss nahe, dassdas Polystyrolkügelchen in der langsamen Kinesinmessung ebenfalls ander Deckgläschenoberfläche haftet. Dahingegen bindet das Partikel in derschnellen Kinesinmessung möglicherweise nicht direkt an der Deckgläs-chenoberfläche, sondern spürt ein attraktive Potential lediglich aufgrundder Kinesin-Antikörper-Anbindung an den Mikrotubulus, die wie eine kurzeLeine fungiert. Eine geometrische Betrachtung der Deckgläschenoberfläche,eines an ihr haftenden Mikrotubulus und eines entsprechend angebundenenPolystyrolkügelchens erlaubt eine Abschätzung der maximalen Verschie-bung, die das Partikel in einer solchen Konfiguration erfahren kann. Es wirdder Argumentation von Allersma et. al. gefolgt [13], die zu diesem Zweckvereinfachend annehmen, dass der Mikrotubulus fest mit der Deckgläscheno-berfläche verbunden ist und das Polystyrolkügelchen diesen berührt undsich frei auf dessen Oberfläche bewegen kann, soweit es das Deckgläschenzulässt (Abbildung 8.3). Aus den Radien des Mikrotubulus (12,5 nm) unddes Polystyrolkügelchen (250 nm) ergibt sich, dass das Partikel mit diesenRandbedingungen eine maximale seitliche Verschiebung von ca. 220 nmerfahren kann. Dieser Wert deckt sich recht gut mit der Spannweite, also derDifferenz aus der minimalen und maximalen rekonstruierten Partikelposition,aus dem Bereich der ungeglätteten schnellen Kinesinmessung, in dem dieKinesinbewegung noch nicht begonnen hat. Um dies zu verdeutlichen, wirdeine nähere Betrachtung dieser Pfadmessung vorgenommen: Abbildung 8.4
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Abbildung 8.4: Detaillierter Ausschnitt der ungeglätteten blauen Kurve aus Abbil-dung 8.1 („schnelle Kinesinmessung“). Die nach Gleichung 4.6 und4.7 erhaltene Positionsrekonstruktion ŝ ist als durchgezogene Liniegezeichnet. Aus der Uneindeutigkeit der Bewegungsrichtung beiNulldurchgängen der Phase ergibt sich alternativ der gestricheltgezeichnete Pfad. Die Spannweite der Bewegung beträgt dann fürden gezeigten Bereich 188 nm.
zeigt einen ausgewählten Ausschnitt mit einer Dauer von 15 ms. Zunächstbeträgt die Spannweite der rekonstruierten Partikeldistanz dieses Bereichs(durchgezogene Kurve) etwas mehr als 100 nm. Ungefähr in der Mitte der ge-zeigten Kurve befinden sich jedoch zwei Stellen, an denen die rekonstruiertePartikeldistanz ŝ den Nullwert erreicht. Da ŝ aus der rekonstruierten Phasemit Hilfe der Gleichung 4.7 gewonnen wird, entsprechen die genannten Stel-len auch Phasenwerten um Null. Wie bereits in Abschnitt 4.4 erörtert wurde,befinden sich bei den Phasenwerten Φ = 0 und Φ = π möglicherweiseVorzeichenwechsel der Bewegungsrichtung des Partikels. So sind bei denNulldurchgängen der Phase zwei Interpretationen möglich:

1. Das Partikel ändert seine Bewegungsrichtung und bewegt sich zurückin die Richtung, aus der es gekommen ist. Diese Lösung wird automa-tisch von der Phasenrekonstruktion gemäß Gleichung 4.6 geliefert, dieimmer Phasenwerte innerhalb des Intervalls Φ̂ = 0...π ergibt.
2. Oder aber das Partikel behält seine Bewegungsrichtung beim Null-durchgang bei, was einem Verlassen des Phasenintervalls Φ̂ = 0...πentspricht.

In Abbildung 8.4 werden beide Interpretationsmöglichkeiten angeboten. DerPfad gemäß Variante 1 ist durch eine durchgezogene Linie zwischen denbeiden Nulldurchgängen dargestellt. Die gestrichelte Linie in diesem Bereichfolgt der zweiten Interpretationsmöglichkeit für beide Nulldurchgänge. Sieentspricht der Spiegelung der ersten Variante an der Achse, die durch ŝ = 0gegeben ist. Im Fall der zweiten Deutungsmöglichkeit ergibt sich innerhalbdes gezeigten Ausschnitts eine Spannweite von 188 nm, was der Abschätzung



8.3 interpretation der ergebnisse 71
von 220 nm nahe kommt.1 Des Weiteren besteht auch noch die Möglichkeit,dass nur bei einem der beiden Nulldurchgänge eine Richtungsänderungvorliegt. Dieser Fall ist nicht eingezeichnet. Er liefert allerdings eine ähnlicheSpannweite für den gezeigten Ausschnitt wie Variante 2.Diese Untersuchung führt zu der Schlussfolgerung, dass das Testpartikelder schnellen Kinesinmessung aus Abbildung 8.1 nicht an der Deckgläs-chenoberfläche haftet, sondern, abgesehen von der Kinesinbindung an denMikrotubulus, frei beweglich ist. Sowohl diese Bindung als auch das Haftender Partikel an der Deckgläschenoberfläche schlagen sich in den spektralenLeistungsdichten wie ein harmonisches Potential nieder. Sie unterscheidensich jedoch voneinander durch unterschiedliche Reibungswiderstände. Ausder Literatur ist bekannt, dass Kräfte aufgrund von Reibungswiderstanddie Kinesingeschwindigkeit herabsetzen [77]. Dieses deckt sich mit unserenMessungen. So ist der Reibungswiderstand im Falle der langsamen Kinesin-messung ungefähr 15 mal höher als bei der schnellen Kinesinmessung, diemittleren Geschwindigkeiten unterscheiden sich ungefähr um einen Faktorzehn.Die beiden hier gezeigten Kinesinmessungen stellen nur eine exemplari-sche Auswahl aus vielen vermessenen Proben dar. Vor jeder Messung wurdeeine entsprechende Ruhemessung aufgenommen, aus der die spektrale Leis-tungsdichte der rekonstruierten Partikelposition ermittelt worden ist. Dabeikann festgestellt werden, dass die Spektren der meisten Proben dem derschnellen Kinesinprobe sehr stark ähneln, was auch auf die Standardabwei-chung der rekonstruierten Partikelpositionen der Ruhemessungen zutrifft.Der oben gegebenen Interpretation folgend ist also davon auszugehen, dassdie Testpartikel in den meisten Fällen nicht an der Deckgläschenoberflächehaften. In keiner dieser Messungen sind 8 nm große Schritte zu erkennen.Allerdings variieren trotz ähnlicher spektraler Leistungsdichten die gemes-senen Geschwindigkeiten zwischen diesen Proben sehr stark. So wurdenWerte von v̄ ≈ 80 nm/s bis v̄ ≈ 2600 nm/s gefunden. Es muss dabei be-achtet werden, dass es sich stets um den Beginn einer Kinesinbewegungnach ATP-Zugabe handelt, die im Allgemeinen noch weit entfernt ist voneiner Art „Geschwindigkeit im Gleichgewicht“. Es ist auch nicht auszuschlie-ßen, dass durch den nur einmaligen Spülvorgang noch eine von Probe zuProbe unterschiedliche Restkonzentration AMP-PNP in der Flusskammervorhanden ist, die die Geschwindigkeit herabsetzen kann. Üblicherweisewerden Kinesingeschwindigkeiten aus Messungen an sogenannten Gliding

1 Es muss noch angemerkt werden, dass das zugrunde liegende Modell nur eine grobeNäherung ist. Zum einen wird die Länge der Kinesinverbindung zwischen Mikrotubulus undPolystyrolkügelchen ignoriert. Laut Wang et. al. [82] und Hirokawa et. al. [83] beträgt sieetwa 25 nm. Zum anderen ist die Vorstellung, dass sich das Partikel frei auf der Oberflächedes Mikrotubulus bewegen kann, frei konstruiert und entspricht keinem wirklich vorhandenenMechanismus. Dennoch zeigt diese Art der Abschätzung gute Übereinstimmungen mitMessungen des maximalen Partikelversatzes [13].



72 ergebnisse
Assays gewonnen, in denen unter Beteiligung vieler Kinesinmoleküle, die aneiner Deckgläschenoberfläche haften, ein Mikrotubulus bewegt wird, dessenGeschwindigkeit bestimmt werden kann [84]. Durch die Mittelung über dieBewegung vieler Motorproteine und über Zeiträume von mehreren Sekunden,werden Unregelmäßigkeiten der Geschwindigkeiten einzelner Kinesinmole-küle, wie sie in unseren Messungen zu beobachten sind, eliminiert.
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Z U S A M M E N FA S S U N G U N D AU S B L I C K
In dieser Arbeit wurde die neuartige Methode der „differentiellen interfero-metrischen Partikelverfolgung“ vorgestellt. Die Interferenz des Streulichtseines Testpartikels mit dem eines in der Objektebene fixierten Referenz-partikels wird genutzt, um Bewegungen der beiden Partikel relativ zuein-ander mit hoher Präzision zu messen. Die Interferenzsignale werden mitzwei Avalanche-Photodioden gemessen, deren Bandbreite durch das Zu-sammenspiel mit den nachgeschalteten Transimpedanzverstärkern auf 20kHz begrenzt ist, was einer Zeitauflösung von 50 µs entspricht (Abschnitt5.2). Die Ortsauflösung des Messinstruments wurde bei dieser Bandbreiteund bei einer Intensität des beleuchtenden Laserstrahls von 20 kW/cm2 inder Objektebene zu 0,9 nm bestimmt. Der Drift des Objekttischs des Mi-kroskop, der zuvor für diesen Aufbau mit typischen Werten um 150 nm/minermittelt wurde, wird durch das differentielle Messverfahren effektiv aus denMesswerten eliminiert, sodass der Drift in einer einminütigen Messreiheder differentiellen interferometrischen Partikelverfolgung lediglich 0,4 nmbeträgt. Außerdem wurde gezeigt, dass Schwankungen der Laserleistungdurch eine geeignete Auswertung der beiden Messkanäle effektiv aus denrekonstruierten Partikelpositionen entfernt werden (Abschnitt 5.3).Der in dieser Arbeit vorgestellte experimentelle Aufbau ist relativ ein-fach, da die Korrektur des Mikroskopdrifts keine besondere mechanischeStabilisierung des Aufbaus erfordert, abgesehen von der kompakten undstabilen Bauweise des Interferometeraufsatzes. Die Drifteliminierung ist derdifferentiellen Methode inhärent, sodass auf aufwendige Maßnahmen, wieeine thermische Isolierung des gesamten Aufbaus oder eine aktive Stabilisie-rung des Objekttischs durch eine Regelung mit Piezoelementen, verzichtetwerden kann. Die Messwerterfassung mit nur zwei APD fügt sich in eineReihe von Lokalisierungsmethoden ein, die mit wenigen Detektionskanälenhohe Orts- und Zeitauflösungen erreichen und dabei ohne kostenintensiveHochgeschwindigkeitskameras auskommen [6, 7, 13].Die Leistungsfähigkeit und Praxistauglichkeit der Methode wurde durchdie Messung der Bewegung des Motorproteins Kinesin an Mikrotubulientlang demonstriert 8.1. Als Marker wurden Polystyrolkügelchen mit einemDurchmesser von 0,5 µm verwendet, die durch ihre gute Lichtstreuung einausreichend starkes Signal ermöglichen, sodass gleichzeitig eine hohe Orts-
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76 zusammenfassung und ausblick
und Zeitauflösung erzielt werden kann. Die typischen 8 nm großen Schrittekonnten deutlich sichtbar gemacht werden. Üblicherweise werden für solcheMessungen optische Pinzetten verwendet, um die Kügelchen festzuhaltenund deren thermische Bewegung zu unterdrücken, wodurch überhaupt erstdie nötige Ortsauflösung erzielbar ist. Die hier gezeigten Messungen wurdenjedoch ohne die Verwendung externer Kräfte durchgeführt. Nach meinemKenntnisstand wurde bisher erst einmal in der Fachliteratur von Capel-lo et. al. berichtet, dass die Auflösung einzelner Kinesinschritte bei hoherATP-Konzentration - was wegen der schnellen Schrittfolge eine hohe Zeitauf-lösung erfordert - ohne eine optische Pinzette gelungen ist [85]. Durch eineUntersuchung der spektralen Leistungsdichten der aus den aufgenomme-nen Messreihen rekonstruierten Partikelpositionen konnte gezeigt werden,dass die Polystyrolkügelchen in einigen Messreihen durch Haften an derOberfläche des Deckgläschens in ihrer Bewegungsfreiheit eingeschränktwaren (Abschnitt 8.3). Mit der hier beschriebenen Präparation der Probenzeigten etwa 20 % der Messreihen eine spektrale Leistungsdichte, die auf einsolches Haften schließen lassen. Eine Optimierung der Probenpräparationim Hinblick auf dieses Haftverhalten könnte die Reproduzierbarkeit vonMessungen mit einzeln aufgelösten Kinesinschritten weiter verbessern.Potential für eine Erweiterung des vorhandenen Messaufbaus liegt inder Quadratur des Interferenzsignals und dem Übergang auf vier Detekti-onskanäle, die die Interferenzsignale mit einem Phasenabstand von jeweils90◦ messen (siehe Abschnitt 4.3 und Abschnitt 4.4). Hierdurch wird eineeindeutige Bestimmung der Bewegungsrichtung der Probe möglich und dieUneindeutigkeit eines Vorzeichenwechsels bei den Phasenwerten Φ = 0und Φ = π des Interferogramms entfällt. Auch die Reichweite der Partikel-bewegung von derzeit 200 nm würde ausgedehnt, da durch die vierkanaligeAuswertung die Verzerrung der Phasenrekonstruktion umgangen werdenkann. Die Reichweite ist dann lediglich dadurch begrenzt, dass die Modu-lation der Stromsignale durch die Entstehung von Interferenzstreifen mitzunehmender zurückgelegter Distanz abnimmt und sich ab einem gewissenWert nicht mehr ausreichend vom thermischen Rauschen der Detektorenabhebt.Dank der Drifteliminierung der differentiellen interferometrischen Partikel-verfolgung ist eine sehr gute Langzeitstabilität der Messwerte gewährleistet.Diese Eigenschaft macht die Methode auch für Prozesse interessant, dieauf längeren Zeitskalen ablaufen, wie etwa minimale Formänderungen festerKörper im Subnanometerbereich.
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A
A N S ATZ E I N E S M O B I L I T Ä T S - A S S AYS

Die folgende Anleitung stellt ein „Kochrezept“ zur Herstellung
der verschiedenen Ansätze dar, die bei der Probenpräparation
nach Abschnitt 7.1 nacheinander durch die Flusskammer gespült
werden.

zutaten
Die einzelnen Komponenten, aus denen die verschiedenen Ansätze zu-sammengestellt werden, sind als Aliquots in Eppendorfgefäßen in der Ar-beitsgruppe Klopfenstein im Dritten Physikalischen Institut vorhanden. Diefolgende Tabelle listet die verwendeten Komponenten mit der Beschriftungauf den Eppendorfgefäßen und dem jeweiligen Inhalt auf.
Beschriftung derEppendorfgefäße Inhalt
AMP-PNP AMP-PNPATP ATPBeads PolystyrolkügelchenBRB-80 BRB-80 (Puffer)C CaseinC40 C40-CatalaseDDT DichlordiphenyltrichlorethanGOX GlucoseoxidaseHis Anti-HIS6-Tag-AntikörperM MgCl2Nkin Kinesin Nk433HisTx TaxolZ Glucose
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80 ansatz eines mobilitäts-assays
lösungen ansetzen
Die folgenden Ansätze sollten in der Reihenfolge hergestellt werden, in dersie aufgelistet sind, da sie zum Teil wieder als Komponenten für nachfolgen-de Ansätze dienen.
BRB-80-Tx: 10 µl Tx auf 990 µl BRB-80
Antibleach: 40 µl BRB-80-Tx,je 1 µl AMP-PNP, M, DDT, C40,GOX, Z
bzw. 120 µl BRB-80-Tx,je 2,5 µl AMP-PNP, M, DDT, C40,GOX, Z
Motor-Verdünnung: Verdünnungsreihe ansetzen, je-weils 0,5 ml-Eppendorfgefäß mit9 µl Antibleach vorlegen, 1 µlNkin in 9 µl Antibleach verdün-nen und dann davon wieder 1:10-Verdünnung herstellen. Bis 1:104,davon doppelte Menge.
Motor-Ansatz: 9 µl Antibleach4 µl Motor-Verdünnung4 µl Beads4 µl His
bzw. 27 µl Antibleach12 µl Motor-Verdünnung12 µl Beads12 µl His

-> auf Eis 10 min inkubieren.
Casein-Mix: 18 µl BRB-80-Tx,2 µl C
bzw. 54 µl BRB-80-Tx,6 µl C
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ATP-Ansatz: 20 µl BRB-80-Tx,je 0,5 µl ATP, M, DDT, C40, GOX,Z
bzw. 60 µl BRB-80-Tx,je 1,5 µl ATP, M, DDT, C40, GOX,Z

flusskammerpräparation
10 µl Goldpartikelkolloid werden zentral auf ein mit DETA beschichtetesDeckgläschen gegeben und nach 20 s mit Druckluft weggeblasen. An-schließend wird die Flusskammer zusammengesetzt und nacheinander mitfolgenden Ansätzen gespült, wobei der ATP-Ansatz erst dann hinzugegebenwird, wenn sich die Flusskammer bereits im Mikroskop befindet und dasInterferometer justiert ist:

2 µl Mikrotubulipräparat in 18 µlBRB-80-Tx (1:10)20 µl Casein-Mix20 µl Motor-Ansatz (2 min inku-bieren)20 µl Antibleach20 µl ATP-Ansatz (im Mikroskop)





L I ST E D E R V E R W E N D E T E N SYM B O L E U N DA B K Ü R Z U N G E N
a1 Amplitude des Stromsignals 1
a2 Amplitude des Stromsignals 2
ap Pixelseitenlänge
A1 Intensitätsamplitude 1
A2 Intensitätsamplitude 2APD Avalanche-PhotodiodeAPD1 Avalanche-Photodiode 1APD2 Avalanche-Photodiode 2
α Winkel zwischen den optischen Achsen des beleuchtendenLaserstrahls und des Mikroskops
b Hintergrundstromsignal
b1 Hintergrundstromsignal 1
b2 Hintergrundstromsignal 2
B1 Hintergrundintensität 1
B2 Hintergrundintensität 2BS Strahlteiler
C Kapazität der APD
χ (t) Dimensionsloser Koeffizient der zeitlichen LaserleistungsschwankungDIK Differentialinterferenzkontrast
dΦ Änderung der Interferenzphase
ds Änderung des Partikelabstands
ds′ Änderung des virtuellen Partikelabstands
δ Abstand eines Fluoreszenzmoleküls vom Myosin-V-Zentrum
∆ŝ Ortsauflösung
∆t Zeitauflösung
f Brennweite
f0 Grenzfrequenz des TranzimpedanzverstärkersHBE Hintere Brennebene
k WellenzahlL1 Konvexlinse 1L2 Konvexlinse 2
λ0 Vakuumwellenlänge
λx Abstand zwischen zwei Wellenfronten in x-Richtung
m Masse
M Vergrößerung des MikroskopsM1 Spiegel 1M2 Spiegel 2
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M3 Spiegel 3
n Brechungsindex
N Photonenzahl
NA Numerische Apertur
px Impulskomponente in x-Richtung
P Position des Testpartikels
P ′ Position des virtuellen Bilds des Testpartikels
P0 Strahlungsleistung des beleuchtenden LaserstrahlsPH1 Lochblende 1PH2 Lochblende 2PSF Punktspreizfunktion
Φ Interferenzphase
Φ̂ Rekonstruierte Interferenzphase
Φ0 Startphase des homogenen InterferogrammsQPD Quadrantenphotodiode
R Position des Referenzpartikels
R ′ Position des virtuellen Bilds des Referenzpartikels
R1 Ohmscher Widerstand im Transimpedanzverstärker
ρ Radius des kreisförmigen Interferogramms
s Partikelabstand in x-Richtung
s′ Virtueller Partikelabstand in x’-Richtung
ŝ Rekonstruierter Partikelabstand in x-Richtung
s0 Partikelabstand in x-Richtung am Anfang einer Messung
S1 Stromsignal 1
S2 Stromsignal 2
σ Standardabweichung einer der PSF angepassten Gaußfunktion
τ Messdauer
θ Halber Öffnungswinkel des Mikroskopobjektivs
θ′ Halber Öffnungswinkel des Lichtstrahls ab dem virtuellen Bild
v Geschwindigkeit
x Koordinate in der Objektebene
x ′ Koordinate in der virtuellen Bildebene
X Koordinate in der Interferenzebene
y Koordinate in der Objektebene
y′ Koordinate in der virtuellen Bildebene
Y Koordinate in der Interferenzebene
z′ Koordinate senkrecht zur virtuellen Bildebene
z′0 Abstand zwischen der virtuellen Bildebene und der Interferenzebene
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