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Entwicklung, Bau und Test einer UHV Rontgenstreukammer fiir
die digitale In-Line Holographie

Digitale In-Line Holographie ist ein linsenloses Verfahren, bei dem ein
Pinhole aus einer kohirenten Lichtquelle eine Kugelwelle generiert, die
von der zu untersuchenden Probe teilweise gestreut wird. Diese gestreu-
ten Photonen interferieren dann auf einem digitalen CCD-Detektor mit
der urspriinglichen Kugelwelle. Die Rekonstruktion dieser Interferenz-
muster erfolgt mittels Kirchhoff-Helmholtz-Transformation.

Dieses Verfahren kann nicht nur mit sichtbarem Licht, sondern auch mit
Photonen in UV- und VUV-Bereich angewendet werden. Biologisch be-
sonders interessant ist in diesem Bereich das Wasserfenster bei Wellen-
langen von 2,3 nm bis 4,4 nm.

In dieser Arbeit wurde eine Ultrahochvakuum Streukammer entwickelt,
um mit Synchrotronstrahlung solche Messungen durchfithren zu kon-
nen. Dabei wurde ein thermisch stabilisierter optischer Tisch im Vaku-
um realisiert, auf dem sich 13 motorisierte Achsen befinden, um Pin-
hole, Probe und Kamera gegeneinander zu verfahren. Zusitzlich ist die
tomographische Aufnahme von Proben moglich.

Erste Ergebnisse demonstrieren die Leistungsfahigkeit der neuen Ap-
paratur an verschiedenen Strahlungsquellen wie BESSY und FLASH
mit unterschiedlichen biologischen Proben. Es konnte nicht nur gezeigt
werden, dass Strahlenschdden momentan nicht der limitierende Faktor
der Holographie sind, sondern es wurde auch die bislang hochste Auf-
16sung mit digitaler In-Line Holographie erreicht, und erstmals mate-
rialspezifischer Kontrast in Zellkernen gezeigt. Aulerdem wurden mit
der neuen Apparatur erste Tomographieexperimente durchgefiihrt und
Proben mit Kohirenter Rontgenstreuung aufgenommen.




Design, construction and test of a UHV X-ray scattering chamber
for digital in-line holography

Digital in-line holography is a lensless imaging technique where a pin-
hole generates a spherical wave from a coherent light source, which is
partly scattered by a sample. These scattered photons interfere with the
original spherical reference wave on a digital CCD-detector. The recon-
struction of this interference pattern is done by a Kirchhoff-Helmholtz
transformation.

This technique can not only be used with visible light, but also with
photons in the UV- and VUV-range. Especially for biological samples
the water window at a wavelength between 2,3 nm and 4,4 nm is very
interesting.

In this thesis a ultra-high vacuum scattering chamber was developed to
run such measurements with synchrotron radiation. Therefore a ther-
mal stabilized optical table inside a vacuum chamber was realized. This
carries 13 motorized axes to move pinhole, sample and camera. Addi-
tionaly a tomography stage was implemented.

First results show the performance of the new device at different light
sources like BESSY and FLASH with several biological samples. It
was not only shown that radiation damage is not a limiting factor for
holography, but also the so far highest resolution for digital in-line ho-
lography was achieved and material specific contrast in a cell nucleus
was shown for the first time. Additionaly first tomographic experiments
were done with the new setup and samples were imaged with coherent
X-ray scattering.
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Kapitel 1

Einleitung

Der Wunsch der Naturwissenschaftler und Mediziner immer kleinere Struk-
turen beobachten zu kénnen hat zur Entwicklung der verschiedensten bild-
gebenden Techniken und Verfahren gefiihrt. Nachdem zunichst die Lupe
zur Beobachtung kleiner Strukturen verwendet wurde, konnte die Vergrofe-
rung durch den Einsatz von Linsensystemen weiter verbessert werden. Dies
fiihrte zur Entwicklung des ersten Mikroskops.

Seit dem wurden Mikroskope kontinuierlich weiterentwickelt, um im-
mer kleinere Strukturen besser auflosen zu konnen. Dazu gehdren nicht
nur verbesserte Optiken sondern zum Beispiel auch die Entwicklung der
Phasenkontrastmikroskopie durch [Zernike]. Auch die Eigenschaft einiger
Farbstofte sich an spezifische Molekiile anzulagern wird zur Erkennung be-
stimmter Strukturen, besonders bei biologischen Proben verwendet. So er-
scheinen zum Beispiel mit einer Firbung nach [Giemsa] Zellkerne rotlich
und das Zytoplasma blau.

Die Entwicklung der Fluoreszenzmikroskopie und spiter der konfokalen
Mikroskopie fiihrte zu einer deutlichen Verbesserung der Auflosung sowie
zur Erforschung weiterer spezifisch bindender Fluorophore bis hin zur Fér-
bung einzelner Sequenzen der DNS durch Fluoreszenz in-situ-Hybridisie-
rung. Auch die Beleuchtung und Detektion des emittierten Lichtes der Fluo-
reszensfarbstoffe wurde kontinuierlich weiterentwickelt, zum Beispiel durch
ein System mit zwei Objektiven [Cremer78] [Hell]. Heute kann mit Licht-
mikroskopie eine Auflosung im Bereich von einigen zehn Nanometern er-
zielt werden, die Lokalisationsgenauigkeit fiir einzelne Molekiile liegt noch
deutlich darunter [Albrecht].

Die Holographie wurde 1948 erstmals durch [Gabor] als Moglichkeit,
Abbildungsfehler des Elektronenmikroskopes zu umgehen, beschrieben. Nach
der Entwicklung der ersten Laser standen ausreichend starke, kohdrente
Lichtquellen zur Verfiigung, um dieses vollstindig linsenlose Verfahren auch

1



2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

zur Bildaufnahme mit sichtbarem Licht einzusetzen.

Dabei sind grundsitzlich zwei verschiedene Geometrien moglich: Off-
Axis- und In-Line-Holographie. Bei der Off-Axis Holographie wird der
Strahl durch einen Strahlteiler aufgeteilt. Mit einem Teil wird die Probe
beleuchtet, und das von ihr gestreute Licht mit einem Detektor aufgefan-
gen. Mit dem anderen Teil des Strahles wird der Detektor, auf dem dann aus
beiden Strahlen ein fiir die dreidimensionale Struktur der Probe charakte-
ristisches Interferenzmuster entsteht, direkt beleuchtet [Leith]. Bei der von
Gabor urspriinglich vorgeschlagenen In-Line Geometrie werden durch ein
Pinhole kohdrente Kugelwellen erzeugt, die an einer teilweise transparen-
ten Probe gestreut werden. Auf dem Detektor interferiert dann der gestreu-
te Teil der Kugelwelle mit dem ungestreuten Referenzstrahl, der die Probe
durchdringt. Hier liegen alle Komponenten (Pinhole, Probe und Detektor)
auf einer Linie (In-Line).

Holographie im optischen Bereich wird heute vielseitig eingesetzt. So
dienen Hologramme nicht nur als Echtheitsnachweis bei Kreditkarten und
Geldscheinen, sondern gerade die Moglichkeit dreidimensionale Strukturen
direkt abbilden zu konnen wird wissenschaftlich vielfiltig verwendet. So
konnen zum Beispiel Mikroorganismen wie Algen dreidimensional lokali-
siert oder sogar vierdimensional verfolgt werden [KreuzerO1] [Heydt].

Da die Holographie ein linsenloses Verfahren ist, bietet sich ihre Anwen-
dung im Bereich der Rontgenstrahlen an, da hier der Einsatz herkémmli-
cher Linsen aufgrund des geringen Brechungsindex transparenter Werkstof-
fe nicht moglich ist. Zudem kénnen mit den deutlich kleineren Wellenlédngen
der Rontgenstrahlung theoretisch auch sehr viel kleinere Objekte aufgelost
werden. Praktisch ist hier jedoch hauptsichlich die GroBe des Pinholes ent-
scheidend [BarthO8].

Ein weiterer Vorteil der Rontgenholographie ist die Moglichkeit auf Farb-
stoffe verzichten zu konnen, und statt dessen materialspezifischen Kontrast
zu verwenden. Gerade im Bereich sehr hoch aufgeldster Mikroskopie stellt
sterische Aberration ein Problem dar, das auf diese Weise vermieden werden
kann. Bei ersten Vorexperimenten dieser Arbeit konnte materialspezifischer
Kontrast bereits gezeigt werden [Rosenhahn08].

Biologisch besonders interessant ist der Bereich des Wasserfensters bei
einer Wellenlidnge von 2,3 nm bis 4,4 nm bzw. einer Photonenenergie von
530 eV bis 280 eV, in der die Photonen von Wasser nicht signifikant absor-
biert werden. In diesem Wellenlidngenbereich werden die Photonen jedoch
von grofleren Luftschichten absorbiert, so dass die Experimente im Vakuum
durchgefiihrt werden miissen.

Kohirente Strahlquellen mit ausreichender Brillianz sind in diesem Wel-
lenlédngenbereich in Form von Synchrotron-Strahlquellen aus Elektronen-



speicherringen wie zum Beispiel BESSY, und dem Freie Elektronen Laser
(FLASH) bei DESY vorhanden.

Ziel dieser Arbeit war es eine Vakuumkammer zu planen und zu bau-
en, mit der holographische Experimente mit Synchrotronstrahlung durch-
gefiihrt werden konnen. Dabei mussten nicht nur die speziellen Anforde-
rungen der Experimente, wie sehr genaue Positionierbarkeit bei weiten Ver-
fahrwegen der einzelnen Komponenten gegeneinander sowie geringe Vi-
brationen der einzelnen Komponenten beriicksichtigt werden, sondern auch
der Umstand, das sich das gesamte Experiment im Vakuum befinden muf.
AuBerdem sollte die gesamte Apparatur transportabel sein und den Sicher-
heitsvorschriften und Vakuumrichtlinen an den verschiedenen Strahlquellen
geniigen.

Die Planung des Aufbaus wurde vollstindig am Computer mit Hilfe von
3D-CAD Software durchgefiihrt. Auf diese Weise konnten beim spiteren
Aufbau mogliche Kollisionen zwischen einzelnen Komponenten vermieden
werden, und die Planung weiterer Komponenten wird deutlich vereinfacht.
Nach der Planung wurden die benétigten Komponenten beschafft und de-
ren Vakuumtauglichkeit tiberpriift. SchlieBlich wurde das gesamte System
aufgebaut und im Labor getestet.

Erste Messungen mit der neuen Apparatur wurden erfolgreich am Spei-
cherring BESSY des Helmholtz-Zentrums Berlin fiir Materialien und Ener-
gie GmbH durchgefiihrt. Dabei wurden fossile Diatomeen, Fibroblasten und
Lungenkrebszellen mit der bislang hochsten durch digitale In-Line Holo-
graphie erreichten Auflosung aufgenommen, materialspezifische Kontraste
im Zellkern, sowie die erfolgreiche Anwendung der Tomographie gezeigt.
AuBlerdem wurden erste Experimente mit Zonenplatten durchgefiihrt und
Untersuchungen zu den durch die Aufnahme verursachten Strahlenschidden
angestellt.

Am Freie Elektronen Laser FLASH bei DESY wurden erstmals Bilder
mit einem Holographieaufbau aufgenommen und rekonstruiert. Aufnahmen
durch kohidrente Rontgenstreuung, die in Zusammenarbeit mit verschiede-
nen anderen Gruppen durchgefiihrt wurden, zeigen die Vielseitigkeit der mit
der neuen Apparatur moglichen und durchgefiihrten Experimente.



Kapitel 2

Grundlagen

In diesem Kapitel werden die Grundlagen der Arbeit vorgestellt. Dies um-
fasst sowohl einige Begriffe der Vakuumtechnik, wie auch eine Einleitung in
die verschiedenen bildgebenden Verfahren der Optik und Rontgenoptik. Da-
zu werden auch kurz die verschiedenen Generationen der Strahlungsquellen
erldutert.

2.1 Vakuumtechnik

Das Arbeiten im Vakuum ist eine Grundvoraussetzung fiir Experimente mit
weicher UV-Strahlung, da diese von Luft stark absorbiert wird. Hier sollen
jedoch nur die fiir diese Arbeit relevanten Grundlagen betrachtet werden.
Grundlegender Parameter von Vakuumkomponenten ist der Druck p. Er
ist nach DIN 1314 definiert als Quotient von Normalkraft auf eine Flidche
und wird stets absolut (p,,s) angegeben. Dabei entspricht ein Druck von
1 bar 10° 2% oder 10° 2 Diese Werte zeigen bereits eindrucksvoll wel-
che Krifte auf eine nahezu vollstindig evakuierte Apparatur wirken. Ein
weiterer wichtiger Parameter ist die mittlere freie Wegldnge A. Unter An-
nahme einer Maxwellschen Gleichgewichtsfunktion gilt nach [Umrath] in
guter Ndherung:
N 1
V27nd?

wobei n die Teilchenzahldichte und d der Teilchendurchmesser ist. Generell
unterscheidet man in Abhingigkeit von der mittleren freien Weglidnge vier
unterschiedliche Druckbereiche: Grob-, Fein-, Hoch- sowie Ultrahochvaku-
um (vgl. Tabelle 2.1). Bei der in dieser Arbeit entwickelten Apparatur liegen
wir ausschlieBlich im Hoch- und Ultrahochvakuumbereich.
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2.1. VAKUUMTECHNIK 5

’ Druckbereich H Druck [mbar] \ A ‘
Grobvakuum 300...1 0,1...100 um
Feinvakuum 1...107° 0,1...100 mm
Hochvakuum (HV) 103...1007 | 10cm...1km
Ultrahochvakuum (UHV) || 10~7...107"> | 1km...10° km

Tabelle 2.1: Die verschiedenen Vakuumdruckbereiche

2.1.1 Saugleistung und Leitwert

Zum Abschitzen der Pumpengroen wichtig ist die Saugleistung ¢gg einer
Pumpe

_p-dv
qs = i
sowie der Stromungsleitwert
9w = Ap L

(vgl. [Demtroder]). Mit ihm kann der Gasdurchsatz in einer gegebenen Geo-
metrie bestimmt werden. Der Leitwert L richtet sich dabei zum einen nach
der Geometrie der Verbindung, und zum anderen nach der Art der Stro-
mung, wobei nach [Umrath] grundsitzlich drei Bereiche in Abhéngigkeit
von der freien Weglidnge A einzelner Gasatome unterschieden werden:

e Viskose oder Kontinuumsstromung: Sie kommt fast ausschlielich
im Grobvakuum vor. Den Charakter dieser Stromung bestimmen die
Wechselwirkungen der Teilchen untereinander, daher spielt die inne-
re Reibung, die Viskositét der stromenden Substanz, eine grofle Rolle.
Treten Wirbel beim Stromungsvorgang auf, so spricht man von turbu-
lenter Stromung, findet ein Gleiten verschiedener Schichten des stro-
menden Mediums gegeneinander statt, so nennt man die Stromung
laminar. Viskose Stromung liegt generell dann vor, wenn die mittlere
freie Weglinge der Teilchen sehr viel kleiner als der Durchmesser der
Leitung ist: 4 << d.

e Knudsenstromung: Der Ubergang von viskoser Stromung zur mole-
kularen Stromung ist die Knudsenstromung. Sie herrscht im Feinva-
kuumgebiet vor: 4 = d.

e Molekularstromung: Die Molkularstromung ist im Hoch- und Ultra-
hochvakuumbereich vorherrschend. In diesen Bereichen kénnen sich
die Teilchen ohne gegenseitige Behinderung frei bewegen. Moleku-
larstromung liegt vor, wenn die mittlere freie Wegstrecke eines Teil-
chens sehr viel groBer als der Durchmesser der Leitung ist: 4 > d.
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Der Leitwert L einer Vakuumverbindung lédsst sich nach [Umrath] bei einem
Rohr im Bereich der Molekularstrémung abschétzen mit:

3

L~12,1- <

l
wobei d der Rohrdurchmesser und / die Lénge des Rohres ist. Der Leitwert
verhilt sich also proportional zu dritten Potenz des Rohrdurchmessers. Um
eine Druckdifferenz in einem System aufrecht zu halten ist es dementspre-
chend sinnvoll die Verbindungswege so klein wie moglich zu halten.

2.1.2 Ausgasraten und erreichbare Driicke

Der erreichbare Enddruck einer Vakuumapparatur ist abhéngig von der Leck-
rate sowie der Ausgasrate der Apparatur. Dabei ist die Leckrate g, die Gas-
stromung durch die AuBBenwinde in das Innere der Apparatur, die Ausgasra-
te g4 die durch von Oberflichen abgegebene oder aus eingebauten Materiali-
en entweichende Gasstromung. Diese Gasstromung fiihrt nach [Demtroder]
bei nicht gepumpten Systemen mit dem Volumen V zu einem Druckanstieg

d_P:CIL+CIA
dt \%

aus dem sich Leck- und Ausgasrate bestimmen lassen, indem man zunéchst
die Leckrate der leeren Apparatur bestimmt und dann mit eingebauten Va-
kuumkomponenten Leck- und Ausgasrate misst, also

dp-V
dt

qa = —qL-

Bei aktiv gepumpten Systemen herrscht ein Gleichgewicht zwischen Ausgas-
und Leckrate sowie Saugleistung der Vakuumpumpe, also gs = g1 + ga.

Damit stellt sich nach [Umrath] auch ein von diesen Parametern abhédngiger

Druck ein:
_ qr + 4ga

5
wobei S das Saugvermdégen der verwendeten Pumpe ist. Der Druck in einer
gegebenen Vakuumkammer héngt also lediglich von Ausgas- und Leckrate
sowie dem Saugvermdgen der verwendeten Pumpe ab.

Die Messungen der Ausgasraten einiger in dieser Arbeit verwendeten
Komponenten sind in Kapitel 3.4.2 ndher beschrieben. In der hier vorliegen-
den Arbeit muss der Enddruck des Systems an der Verbindung zum Strahl-
rohr 5 - 10~ mbar (BESSY), bzw 1 - 10~ mbar (FLASH) erreichen.
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2.2 Strahlungsquellen

Alle optischen bildgebenden Verfahren sind auf eine Strahlungsquelle an-
gewiesen. Dies war bei den ersten Mikroskopen noch Sonnenlicht, spi-
ter wurden zur genaueren spektralen Analyse Quecksilberdampflampen mit
Farbfiltern eingesetzt. Modernere Verfahren nutzen nicht nur die Amplitu-
de sondern auch die Phaseninformationen und sind deshalb auf kohédrentes
Licht angewiesen. Im sichtbaren Bereich erzeugt man dieses durch Laser,
im Vakuum-UV (VUV) und Rontgenbereich werden aufwindigere Strahl-
quellen benétigt.

Man unterscheidet Rontgenquellen der ersten, zweiten, dritten und vier-
ten Generation. Diese unterscheiden sich im Wesentlichen durch die Brilli-
anz der emittierten Strahlung, die nach [Kim] beschrieben wird als

3 F

- 2
An OO TyTTw Oy

also der Photonenfluss F in Photonen/(s - 0,1% der Linienbreite) pro Fliche
und Raumwinkel, wobei o7, und or, die gesammte Quellengroe in x und
y,und o7 sowie o7y die gesamte Divergenz in horizontaler bzw. vertikaler
Richtung ist.

e Bei der ersten Generation wurden Teilchenbeschleuniger der Teil-
chenphysik (Synchrotrons) unter anderem bei DESY “parasitir” ver-
wendet. Es wurde erkannt, das die tangential aus dem Beschleuniger
austretende Strahlung nicht nur einen Energieverlust darstellt, son-
dern fiir Experimente sinnvoll genutzt werden kann.

e In der zweiten Generation wurden Synchrotronstrahlungsquellen al-
lein zur Erzeugung der Strahlung gebaut. Dabei speichert man die
beschleunigten Teilchen, meist Elektronen, fiir mehrere Stunden in
Speicherringen und erreicht damit konstante Arbeitsbedingungen. Die
Erzeugung der Strahlung erfolgt mit speziellen Magneten, den Dipol-
magneten und Wigglern wie zum Beispiel bei BESSY .

e Die dritte Generation bilden Synchrotrone mit Undulatoren im Spei-
cherring. Mit ihnen kann eine hohere Brillianz als mit Wigglern er-
zeugt werden. Dieses Prinzip wurde bei BESSY II verwirklicht.

e Freie-Elektronen-Laser (FEL), bei denen Linearbeschleuniger unter
Ausnutzung des SASE (Self-Amplified Spontaneous Emission) Ef-
fektes (vgl. Kapitel 2.2.3) verwendet werden, stellen die vierte Gene-
ration dar. Sie verfiigen iiber eine noch deutlich groere Brillianz und
erzeugen zudem einen groeren Anteil kohédrenter Photonen.
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Fiir diese Arbeit wurden Messungen an Strahlungsquellen der dritten (BES-
SY II, Berlin) und der 4. Generation (FLASH, Hamburg) durchgefiihrt.

2.2.1 Synchrotronstrahlung

Abbildung 2.1: Foto der BESSY Experimentierhalle. Im Vordergrund ist die
fiir diese Arbeit verwendete Beamline UES2SGM zu erkennen.

Synchrotronstrahlen sind elektromagnetische Wellen, die durch Ablen-
kung von schnellen, geladenen Teilchen entstehen. Die Grundlagen gehen
dabei auf [Hertz] zuriick, der die Entstehung elektromagnetischer Wellen
durch schnell beschleunigte Ladungen beschrieb. Dass dieser Effekt auch
bei Teilchenbeschleunigern, besonders im Bereich relativistischer Energien,
auftritt wurde 1944 von Ivanenko und Pomeranchuk vorausgesagt [Ivanenko],
damals unter der Primisse des auszugleichenden Energieverlustes, also eher
als designbedingter Nachteil. Beobachtet wurde Synchrotronstrahlung erst-
mals 1947 an einem 70 MeV Betatron bei General Electric [Elder]. Bereits
damals wurde sie eingesetzt, allerdings nur, um Maschinenparameter wie
Strahlstabilitidt und Fokussierung zu optimieren [Pollock].
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Abbildung 2.2: Brillianz der verschiedenen Synchrotron-
strahlungsquellen sowie von FLASH und dem geplanten
XFEL aus [Bosted].

Die von einem, auf die Energie E beschleunigten, geladenen Teilchen
auf einer Kreisbahn abgestrahlte Energie P ist nach [Demtroder]

¢*-c | E *
P= ,
6meyr? \ moc?

wobei g die Ladung des Teilchens, r der Radius der Kreisbahn, m die Ru-
hemasse des geladenen Teilchens und ¢, die elektrische Feldkonstante ist.
Elektronen eignen sich aufgrund der geringen Ruhemasse also besonders
gut zum Erzeugen elektromagnetischer Strahlung.

Mittlerweile werden in Strahlquellen der dritten Generation Speicher-
ringe ausschlieBlich zur Erzeugung von Synchrotron Strahlung betrieben.
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Dazu werden Elektronen in einem Synchrotron auf hohe Energien beschleu-
nigt, und dann in einen Speicherring eingespeist, in welchem sie bei kon-
stant gehaltener Energie umlaufen, um ein konstantes Spektrum der Strah-
lung sicherzustellen. Die Erzeugung der Strahlen erfolgt in Undulatoren:
langen Anordnungen von Dipolmagneten mit abwechselnder Orientierung,
die die Elektronen in periodischen, meist sinusformigen Bahnen ablenken.
Diese Strahlung wird dann in tangential vom Speicherring wegfithrenden
Vakuumrohren den Experimenten zugefiihrt.

2.2.2 BESSY Beamline UE52SGM

Von oben M,
M1 M2 G M3 ,
\iwy 176 1—7{‘
"\ [ T I /
I ——] = ]
Gitter
900/1200/ 1500
I/mm
o Probe
Von der Seite . |
I —
t
...... I l, Austritts - Zylindrischer Elliptischer
...... I r spalt Spiegel Spiegel

~

Wand Spiegel Eintritts - pya ey

spalt  ghiegel

Undulator Zylindrischer
us2z

den K [mm]

16000 : 1000 A 2500 { 2700 ) 8700 A 2000 1250 750 |
Il
I I I

| I I
0 16000 17000 19500 22200 30900 32900 34150 34900

Abstand zur Quelle [mm]

Abbildung 2.3: Schematische Zeichnung der Beamline UES2 bei BESSY.
Links befindet sich der Undulator, der Strahl trifft dann nach einem Fokus-
sierspiegel auf den Eintrittsspalt, Spiegel und Gitter des Monochromators,
Austrittsspalt und zwei weitere Fokussierspiegel (nach [Godehusen]).

Der vom Helmholtz-Zentrum Berlin fiir Materialien und Energie GmbH
(HZB) seit 1998 betriebene Speicherring BESSY II ist eine Synchrotron
Strahlungsquelle der dritten Generation. Elektronen laufen hier mit einer
Energie von bis zu 1,7 GeV in einem Speicherring mit 240 m Umfang um.

Die in dieser Arbeit verwendete Beamline UES2SGM verfiigt iiber einen
Undulator mit verstellbarem Spalt um die gewiinschten Photonenenergien
vorzuselektieren, und auBlerdem iiber einen Monochromator mit drei ver-
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schieden Gitterabstinden, die je nach gewiinschter Energie gewechselt wer-
den konnen, sowie einen verstellbaren Austrittsspalt um die Bandbreite zu
beeinflussen [Godehusen]. Aulerdem verfiigt die Beamline iiber horizontale
und vertikale Fokussierspiegel, so das am Experiment ein Strahldurchmes-
ser von nur 17 um (FWHM) erreicht wird. Ein Schema der Beamline findet
sich in Abbildung 2.3.

2.2.3 Freie Elektronen Laser

Undulator

Gasabsorber
Monochromator
“ MO M1 Ausgangsspalt
M3
b \A

PG2
PGO

Abbildung 2.4: Schematische Zeichnung der Beamlines PGO und PG2 bei
FLASH nach [Wellhofer]. Links befindet sich der Undulator, danach kommt
ein Gasabsorber, der Monochromator und bei PG2 schlieflich der Ausritts-
spalt.

Freie Elektronen Laser (FEL) werden auch als Strahlquellen der 4. Ge-
neration bezeichnet. Im Unterschied zu einem Speicherring, bei dem die
Elektronen auf einer Kreisbahn umlaufen, kommen hier Linearbeschleuni-
ger zum Einsatz, auerdem wird ein deutlich lingerer Undulator verwendet.

Die Erzeugung kohirenter Strahlung wird durch den Microbunching-
Effekt moglich, das heilit eine Mikrostrukturierung des Elektronenpaketes
entsteht durch die Wechselwirkung mit der erzeugten Strahlung. Das Elek-
tronenpaket wird in diinne Scheiben strukturiert, die senkrecht zur Flugrich-
tung ausgerichtet sind. Diese Scheiben haben einen genau der Wellenlinge
der emittierten Strahlung entsprechenden Abstand, so dass alle Elektronen
in dem Paket gleichzeitig kohdrent emittieren konnen. Durch das phasen-
richtige Emittieren der Strahlung addieren sich die Amplituden der einzeln
erzeugten Wellen und nicht mehr die Intensitéten, wie es bei zufilliger, nicht
phasenrichtig emittierter Strahlung der Fall wire. Die Folge ist, dass die In-
tensitidt der emittierten Strahlung beim FEL proportional zum Quadrat der
Anzahl der emittierenden Elektronen steigt und nicht mehr linear. Dieser
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Effekt wird als SASE (Self-Amplified Spontaneous Emission) bezeichnet,
und ist die Ursache fiir die sehr hohe erreichbare Brillanz im Bereich von
10% - 10*° Photonen/(s mrad> mm? - 0,1% BW), die neben der groBeren
Kohirenz den Hauptvorteil des FEL darstellt [Saldin].

2.2.4 Wechselwirkung von Rontgenstrahlung mit Materie

124 248 372 496
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| | ! !
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Abbildung 2.5: Absorptionsldnge verschiedener Elemente im Bereich des
Wasserfensters, also zwischen den Absorptionskanten von Kohlenstoff und
Sauerstoff [CXRO].

Die Untersuchung von Proben mit weicher Rontgenstrahlung wird erst
durch deren Wechselwirkung mit dieser Strahlung ermdglicht. Diese beruht
hauptsédchlich auf Absorption, Phasenverschiebung und elastischer Streu-
ung, da inelastische oder Compton Streuung erst bei Energien von mehreren
keV auftritt [Demtroder].
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Absorption und Phasenverschiebung von Rontgenstrahlen in einem ho-
mogenen Material kann nach [Demtrdder] makroskopisch durch den kom-
plexen Brechungsindex n beschrieben werden:

n=1-0-1ip.
Wenn sich eine ebene Welle

EO — Aoei((ut—k-z)
also in einem homogenen Material bewegt, gilt

E, = Aoet(wt—nk-z) — Aoet((ut—k-z) . ezékz . e—,BkZ ,
Vakuumausbreitung ~ Phasenverschiebung — Absorption

wobei ¢ die Phasenverschiebung und 8 die Absorption bestimmt. Die Ab-
sorption wird normalerweise durch den Absorptionskoeffizienten

4np

=28k = —=
u=28 )

oder den Massenabsorptionskoeffizienten

angegeben, wobei p die Massendichte des Materials ist. Diese Massendich-
te ist elementspezifisch, das heiflt bei jedem Material treten abhingig von
der Wellenldnge unterschiedliche Absorptionskoeffizienten auf. Da diese
bekannt sind, ermoglicht eine Serie von Aufnahmen bei unterschiedlichen
Wellenldngen Riickschliisse auf die in der Probe vorhandenen Elemente und
deren Verteilung. Abbildung 2.5 zeigt die Absorptionsldngen verschiedener
Elemente im biologisch wichtigen Bereich des Wasserfensters, also zwi-
schen den Absorptionskanten von Kohlenstoff und Sauerstoft [Wolter].
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2.2.5 Auflosungsbegrenzung durch Strahlenschéiden

1.0E+18
L ‘ ‘ ‘ | ‘ | | ‘ o 1keV, Protein in
1.0E+17 NN EEEE T 1 H,0
1.0E+16 =<I=C Benétigte Dosis zum Abbilden
1.0E+15 | \\Q\T . | | (Rose Kriﬁerium) 1
1.0E+14 e « :' 0 (I;eV, Protein in
= 1.0E+13 Sy 2
> AN
S 1.0E+12 - : T S -
2 SN X L |, "
g 1OB+11 7 gtriukturzerstorende Dosis . 1F Literaturwerte fur
QO 1.0E+10 ~— % 1 Elektronen
N~ [T
1.0E+09 1 \«‘\ =T N
A L1, ~
1.0E+08 ==l R NN * Literaturwerte fiir
1.0B+07 | —% ®1 T BEE AEN RN Réntgenstrahlen
1.0E+06 et
1.0E+05 N
x CXDI Experimente
1 10 100 1000 mit Réntgenstrahlen
Auflésung (A)

Abbildung 2.6: Zur Bildaufnahme nétige Dosis der Rontgenstrahlung bei
Kohirenter Rontgenstreuung (Rose Kriterium), sowie strukturzerstorende
Dosis in Abhiingigkeit von der Auflosung bei unterschiedlichen bildgeben-
den Verfahren nach [MarchesiniO3b].

Die Auflosung bei bildgebenden Verfahren mit Rontgenstrahlung ist stets
durch die Strahlungsschidigung des Priparates begrenzt. Fiir immer kleine-
re abzubildende Strukturen ist eine immer groflere Anzahl an Photonen no-
tig, da stets eine gewisse Anzahl an Photonen mit der abzubildenden Struk-
tur wechselwirken muf3, um diese rekonstruieren zu konnen. Nach [Rose]
muss dafiir ein Signal zu Rauschverhiltnis von mindestens 5 gegeben sein,
also mindestens 25 Photonen miissen mit der aufzulosenden Struktur wech-
selwirken und den Detektor treffen. Diese Photonen haben durch die Wech-
selwirkung, gerade im Bereich von Rontgenstrahlen, natiirlich auch einen
zerstorenden Effekt auf die Struktur. Mit steigender Strahlenbelastung der
Probe werden immer groBere Strukturen zerstort. Nach [Howells] ist der
Zusammenhang zwischen Dosis und der GroBe der zerstorten Struktur

Dosis [Gy] = 1 - 10%- Auflésung [nm]

Abbildung 2.6 zeigt das Rose Kriterium fiir Kohédrente Rontgenstreuung
sowie die strukturzerstorende Dosis in Abhingigkeit von der zu beobach-
tenden StrukturgroBe. Hier wird sichtbar, das es ein Minimum fiir die er-
reichbare Auflosung gibt, und zwar wenn die fiir die Auflésung benétigte
Strahlendosis eine Struktur in der gleichen Groenordnung zerstort.
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2.3 Bildgebende Verfahren

2.3.1 Mikroskopie

[ d
e—g—=
Ly Zwischenbild |
‘DOA Fo |
. hd
Fy
-ty Y Auge

virtuelles Bild
im Unendlichen

Abbildung 2.7: Grundprinzip des Strahlengangs im Mikroskop aus
[Demtroder]. Links ist das Objekt abgebildet, daneben das Objektiv, das
Okular und rechts das ,,Auge des Betrachters”.

Nach der Entdeckung von Linsen, die als Lupen zur optischen Vergrofe-
rung kleiner Objekte verwendet wurden, stellte das Mikroskop den néchs-
ten Schritt in der Entwicklung vergroBBernder Optiken dar. Hier werden im
einfachsten Fall zwei Linsen verwendet, wobei die erste Linse (Objektiv)
ein reelles Zwischenbild des Gegenstandes in der Brennebene einer zwei-
ten Linse (Okular) entwirft (Abbildung 2.7). Das Auge sieht also von jedem
Punkt des Objektes parallele Strahlenbiindel. Aus dem Strahlensatz ergibt
sich das Verhiltnis

D, b

Dy g
wobei D, die GroBe des Gegenstandes, D; die Grofle des virtuellen Zwi-
schenbildes, g der Abstand zwischen Gegenstand und Objektivlinse und b
der Abstand zwischen dem virtuellen Zwischenbild und der Objektivlinse
ist. Aus der Linsengleichung ergibt sich:

I 1 1 .
e . /i .
hog b g—
Befindet sich das Objekt in der Nihe der Brennebene von L; wird b >
g = D; > D,. Hier wirkt das Okular als Lupe fiir das Zwischenbild. Der
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Sehwinkel € ist also

an Dy, Dy-b
€= —=—-.
g g h

Bei einem Abstand s, des Objektes vor dem Auge wire der Sehwinkel da-
gegen:

Dy

tane = —,
S0

was zu einer Winkelvergrof3erung Vj; von
_ DobSQ _ b- So
Dogfr g f2

fiihrt, und mit d = b+ f, ergibt sich dann wegen g ~ f; fiir die Vergroerung
Vi des Mikroskops:

Vu

(d - f2)s0
Vu ~x ————.
fi ko
. d>1,22 % —d
_ Zwischen-
bildebene
Objektebene

Abbildung 2.8: Grundprinzip der Auflosung eines
Mikroskops aus [Demtroder].

Die Auflosung ist hier jedoch durch Beugung begrenzt. Betrachtet man
einen Punkt P; des Objektes, der sich im Abstand g vor der Objektivlinse
L; mit Durchmesser D befindet (Abbildung 2.8), entsteht in der Bildebene
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im Abstand b ein Beugungsscheibchen mit dem Durchmesser der zentralen

Beugungsordnung
b

dpeng = 2,44 - /15.
Damit zwei rdaumlich nahe liegende Punkte P, und P, mit Abstand Ax ge-
trennt zu beobachten sind, muss der Abstand der Beugungsmaxima mindes-
tens 0, 5-dgeuy = 1,22-Ab/D betragen. Dies entspricht einem Objektabstand

von

8

1 8
_dBeugE = 1,22/15

2
Im Allgemeinen liegt die Objektebene in der Nihe der Brennebene von
Ly, so dass g = f ist. Damit ist

Axmin =

Axpin = 1,22 -2 i
D

Der von der Linse erfasste, maximale Offnungswinkel 2 ist durch
2sina = —

bestimmt. Damit erhélt man fiir die Auflosung:

A
2nsina’

Axmin = 1, 22 .

wobei 7 sin « als numerische Apertur (NA) bezeichnet wird [Demtroder].

Die Auflosung in der klassischen Lichtmikroskopie ist also begrenzt
durch die numerische Apertur (moderne Objektive erreichen hier einen Wert
von 1,5 bis 1,6) sowie die Wellenlidnge des verwendeten Lichtes.

Allerdings kann der Offnungswinkel durch die Verwendung eines zwei-
ten Objektives erhoht werden. Dies wurde bereits 1978 von [Cremer78]
vorgeschlagen und realisiert. Auf diese Weise konnte eine Auflésung von
75 nm, also deutlich unterhalb des Abbe-Kriteriums, realisiert werden [Hell].
Moderne Verfahren wie SMI Mikroskopie oder 4PI STED Mikroskopie er-
moglichen es die Auflésung noch weiter zu verbessern [Albrecht] [Klar].

Fiir eine noch groere Auflosung liegt es auBerdem nahe, zu kleineren
Wellenldngen zu gehen, also Messungen zum Beispiel im Bereich der wei-
chen Rontgenstrahlen mit einer Wellenldnge im Nanometerbereich vorzu-
nehmen.
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2.3.2 Rontgenmikroskopie

drN

™

Abbildung 2.9: Schema einer Zonenplatte mit N konzentrischen Zonen.
Links ist die Ansicht entlang der optischen Achse, rechts der Querschnitt
abgebildet, aus [Wiesemann].

Fiir die Rontgenmikroskopie ist zunichst eine vollig andere Art der Op-
tik notig, da normale Glas- oder Quarzlinsen besonders im weichen Ront-
genbereich einen Brechungsindex von nahezu 1 haben. Deshalb werden
Fresnelsche Zonenplatten verwendet, also runde Streugitter mit nach au3en
zunehmender Liniendichte (Abbildung 2.9). Dabei sind die Zonen so ange-
ordnet, dass transparente Bereiche zu einem optischen Wegunterschied von
m Wellenldangen A fithren, und damit durchgelassene Strahlen im Fokusab-
stand f,, konstruktiv interferieren. Um dies zu erfiillen muss der Radius r,
der n-ten Zone nach [Wiesemann]

m*n??

, n=1.N
1 n

r, = mndf, +

betragen. Dabei kann fiir lange Brennweiten (f,, > mnAa/4) der zweite Term
vernachlissigt werden, und es ergibt sich:

2
Iy

=N

Die Auflosung ergibt sich dann aus der Linienbreite der duflersten Zone

[Wiesemann]:

Ax, =1.22. 9N
m

Mit dieser neuen Optik ist es nun moglich Rontgenstrahlen zu fokus-
sieren oder auch ein Objekt auf einem Detektor abzubilden und so einen
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Detektor ———
Monochromatische Fokus 3.
Réntgenstrahlung Ordnung

Zonhenplatte 0. Ordnung

Abbildung 2.10: Schema eines Rastertransmissionsrontgenmikroskops nach
[Wiesemann]. Der monochromatische Rontgenstrahl wird durch eine Zo-
nenplatte fokussiert, hohere Ordnungen werden durch eine OSA (Order
sorting aperture) ausgeblendet. Das Objekt befindet sich im Fokus und der
transmittierte Strahl wird mit einem Detektor aufgenommen.

dem optischen Mikroskop entsprechenden Aufbau zu realisieren. Man un-
terscheidet grundsitzlich zwischen Transmissionsrontgenmikroskopen (TXM)
und Rastertransmissionsrontgenmikroskopen (STXM). Beim Rastertrans-
missionsrontgenmikroskop wird die einfallende, monochromatische Ront-
genstrahlung durch eine Zonenplatte auf einen Punkt im Objekt fokussiert,
und die transmittierte Welle von einem Detektor aufgenommen. Ein zwei-
dimensionales Bild der Probe entsteht dann durch Abrastern des Raumes
entweder durch die Zonenplatte oder durch die Probe (Abbildung 2.10).

Beim Transmissionsrontgenmikroskop wird dagegen das gesamte Ob-
jekt ausgeleuchtet und dann durch eine Zonenplatte auf einen zweidimen-
sionalen Detektor abgebildet [Wiesemann].

Dieses Verfahren ist mittlerweile ausgereift und in der Anwendung eta-
bliert [Jacobsen92] [Kirz]. Die Auflosung hédngt dabei praktisch nur noch
von der Qualitit der Zonenplatten ab [Schmahl]. Mit aktuellen Rontgen-
mikroskopen ist es moglich eine Auflosung von 30 nm [Meyer-Ilse] bis zu
15 nm [Chao] zu erreichen .
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2.3.3 Kohirente Rontgenstreuung

Abbildung 2.11: Beispiel fiir Kohidrente Streuung an einem Kohlenstoff Na-
norohrchen: das vom Detektor aufgenommene Streumuster (a), die Rekon-
struktion (b) und das theoretische Modell des Nanorchrchens (¢) [Zuo].

Kohirente Streuung (CDI) ist ein vollstidndig linsenloses, bildgebendes
Verfahren, das auf der Idee, hochaufgeloste, reelle Bilder aus Streumustern
kohirent beleuchteter Proben zu rekonstruieren, beruht. Die Optik wird hier
also durch Computersoftware bei der Rekonstruktion ersetzt, die frei von
optischen Abbildungsfehlern ist.

Experimentell wird dabei eine ebene Welle von einem zu untersuchen-
den Objekt gestreut und das Streumuster wird mit einem Detektor aufge-
nommen. Bei den so aufgenommenen Bildern kann jedoch nicht zwischen
Amplitude und Phase unterschieden werden, da die Phase der Welle zu In-
terferenzen fiihrt, die von Amplitudeninformationen im Streubild nicht zu
unterscheiden sind.

Mathematisch betrachtet liegt also nach [Fineup] die Information iiber
das Objekt im Phasenraum vor:

F(]?) — foo f(ijeZﬂi/;de)

wobei F (l?) den Phasenraum und f(¥) das zu rekonstruierende Bild im Real-
raum darstellt. Fiir einen Detektor mit N Pixeln ergibt sich die Summe:

N-1
F(k) = Z F(x)e*m kR
x=1
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Allerdings kann nur die Amplitude, nicht aber die Phase der einfallenden
Welle gemessen werden, also |F'(k)|:

N-1

Z £(x) o2k

x=1

|F (k)| =

Hier haben wir ein System mit N Gleichungen aber 2N Unbekannten, das
sich so nicht 16sen lidsst. Dieses Phasenproblem lédsst sich jedoch mit ei-
ner erhohten Samplingrate [Bates] und geschickten, iterativen Algorithmen
umgehen.

Die Ergédnzung der Phaseninformation erfolgt dann also durch Software.
Zunichst wurden durch einen iterativen “hybrid input-output” (HIO) Algo-
rithmus Bilder der Probe mit Hilfe von niedrig aufgelosten Realraumbildern
(z. B. Mikroskopie) rekonstruiert [Fineup]. Spéter wurden phasenrekonstru-
ierende Algorithmen entwickelt, die nur auf Informationen tiber den Real-
raum des Probenhalters angewiesen sind in [MarchesiniO3a] beschrieben,
und das Verfahren erstmals an Rontgenstreumustern (CXDI) demonstriert
[Miao]. Die dabei erzielte Auflosung lag bei 75 nm.

Heute konnen mit Kohirenter Rontgenstreuung und noch weiter ver-
besserten Rekonstruktionsalgorithmen [Marchesini07] Proben mit atoma-
rer Auflésung (0,1 nm) (Kohlenstoff Nanor6hrchen [Zuo]) oder biologische
Proben mit einer Auflésung von 30 nm (Hefezellen [Shapiro]) abgebildet
werden.
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2.4 Holographie
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Abbildung 2.12: Grundprinzip der Off-Axis Hologra-
phie nach [Demtroder].

Uberlagerung

Die Holographie geht zuriick auf Gabor, der sie 1948 zur Erhohung der
Auflosung in der Elektronenmikroskopie entwickelte [Gabor]. Die Idee ist
nicht nur das Streumuster der Probe aufzunehmen, sondern dieses mit einer
nicht gestreuten Referenzwelle zu iiberlagern. Auf diese Weise lésst sich die
Phaseninformation der Photonen (und damit die dreidimensionale Struktur)
aus der Interferenz zuriickgewinnen. Deshalb wird im Unterschied zur Fo-
tografie (Abbildung 2.12a) eine kohirente Lichtquelle verwendet, und nach
[Demtroder] die an der Probe gestreute Welle

Es = Ag plwrtes (x.y))

mit einer Referenzwelle
EO — Aoei(wt—ko-r)

iberlagert, wobei die Phase ¢g (x, y) von der Entfernung der streuenden Ob-
jekte abhédngt (Abbildung 2.12b). Die Intensitit auf dem Detektor ist dann:

I(x,y) = ce&lEs(x,y)+ Eo(x,y)l
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ce |A(2) +A§ +A8AS ei(koro+ws(ro)) +A0A§ e—i(k()ro+(p5(r0))|

ce |AG + A5 + 2A0A5 cos(ey — ¢s)|

wobei die von x und y abhingige Phasendiftferenz (¢ — ¢g) durch die op-
tischen Wegdifferenzen zwischen Referenz- und Streuwelle bestimmt wird.
Der phasenabhingige Interferenzterm enthilt die Information iiber die Ent-
fernung der verschiedenen Objektpunkte von den Punkten (x, y) des Detek-
tors [Demtroder].

2.4.1 In-Line Geometrie

Referenz- und
gestreute Welle

Referenzwelle

Detektor

Punktquelle I
Objekt

>

s

Abbildung 2.13: Grundprinzip der In-Line Holographie nach [Schiirmann].

Experimentell einfacher ist die urspriinglich von [Gabor] vorgeschla-
gene In-Line Geometrie. Dabei wird mit einer punktformigen, kohirenten
Lichtquelle, die zum Beispiel durch ein kleines Pinhole realisiert wird, nur
das, in diesem Fall, teilweise transparente Objekt beleuchtet. Dementspre-
chend ist die Referenzwelle nun eine Kugelwelle:

o

EO ei(a)t—ko -r) )

Diese wird nun von der gestreuten Welle des mit der Kugelwelle beleuch-
teten Objektes iiberlagert und erzeugt ein fiir die Probe charakteristisches
Interferenzmuster. Abbildung 2.14 zeigt beispielhaft das Hologramm eines
fossilen Diatomees.
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2.4.2 Rekonstruktion

Abbildung 2.14: Hologramm eines fossilen Diatoms aufgenommen mit ei-
nem 300 nm Pinhole bei einer Wellenldnge von 1,37 nm in In-Line Geome-
trie. Die Rekonstruktion dieses Hologrammes ist in Abbildung 4.7 auf Seite
69 dargestellt.

Wihrend [Gabor] aufgrund der zu seiner Zeit fehlenden numerischen
Moglichkeiten noch ein direktes optisches Rekonstruktionsverfahren vorge-
schlagen hat, bei dem das auf einer Photoplatte aufgenommene Hologramm
erneut mit einer kohidrenten Welle beleuchtet wird, haben wir heute die
Moglichkeit Aufnahmen direkt mit einem digitalen Detektor (CCD Chip)
aufzunehmen und im Computer zu rekonstruieren.

Normalerweise erfolgt das mit Hilfe der Kirchhoff-Helmholtz-Formel:

k@) = [ der@es
S

wobei S die zweidimensionale Oberfliche des Detektors, 5 = (x,y,d) der
Raum hinter dem Pinhole und /(¢) das Hologramm nach Abzug der Quelle
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ist. Die von uns verwendete Implementierung dieser Formel in Software
nach [Kreuzer02] beriicksichtigt auBerdem Kissenverzerrungen, die durch
das Auftreffen einer Kugelwelle auf einen planen Detektor entstehen, sowie
die Nichtlinearitit des Phasenfaktors der Kirchhoff-Helmholtz-Formel.

2.4.3 Auflosung

Analog zur Auflosung in der klassischen Mikroskopie kann die Auflosung
in der Holographie als

Axmin = 1,22 : L
2 NA
definiert werden. Die Bestimmung der numerischen Apertur ist im Fall der
Holographie jedoch anders als beim Mikroskop, da Parameter wie Detek-
torgrofe, PinholegroBe und Grofle der Airy Scheibe beriicksichtigt werden
miissen. Der von der Probe ausgehende Offnungswinkel zum Detekor ist
nach [BarthO8] hier

D/2
V(D/2)* + (L - )2
wobei D die Grofe des Detektors, L der Pinhole Detektor Abstand und / der
Abstand zwischen Pinhole und Probe ist. Fiir Experimente mit Synchrotron-

strahlung ist das Umgebungsmedium Vakuum, also n = 1, ausserdem gilt
L > D und L > [. Daraus folgt:

@ = arcsin

NA i b2
=nsina x ——
L-1T
und damit ergibt sich fiir die Auflosung:
A-L
Axpin = 0,61 - ——.
8 D/2

Hier ist die Auflosung also von der Wellenldnge, der Detektorgroe und
dem Detektorabstand abhéngig. Diese Parameter konnen jedoch nicht frei
gewihlt werden. Es gibt ein Optimum wenn der Detektor moglichst voll-
standig von der Airy Scheibe ausgeleuchtet wird. Die ist unter der Annah-
me, dass die Wellenldnge viel kleiner ist, als das Pinhole, nach [BarthO8]
bei einem Detektorabstand von
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gegeben und ergibt eine numerische Apertur von

A
NA=1,22-—
A
und damit die Auflésung
A A
Xmin = 7+
2

Die Auflosung ist also nur, wenn die Wellenldnge in der GroBenord-
nung des Pinholes liegt von der Wellenldnge abhingig. Bei Wellenlidngen,
die deutlich kleiner als das Pinhole sind, und bei optimiertem Abstand zwi-
schen Pinhole und Detektor, ist sie nur noch von der Pinholegro3e abhiingig
[BarthO8].

2.4.4 Pinholes

~ B

UWO CrossBeam  EHT= 5.00kV  Signal A= InLens  Date 4 Apr 2007
Mag= 33.73 KX WD= 7mm ___ FIB Imaging = SEM  Time :12:48:02

Abbildung 2.15: Rasterelektronenmikroskopiebild eines 250 nm Pinholes
der dritten Generation in einer 2 um dicken Goldfolie aus [BarthOS].

Offensichtlich stellen die Pinholes also eine besonders kritische Kom-
ponente dar. Aus diesem Grund wurden sie im Verlauf der Vorexperimente
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zum Bau der HORST-Kammer iiber mehrere Generationen weiterentwickelt
[BarthOS].

Bei der ersten Generation Pinholes handelte es sich um kommerzielle
Lochblenden mit einem Durchmesser von 0,5 um und 1 pm in einer Ni-
ckel Folie von 2,5 um Dicke auf einer 127 um dicken Edelstahlhalterung.
Obwohl diese Pinholes sehr grol im Vergleich zur Wellenldnge sind, ha-
ben sie bei Photonenenergien von 90 eV bis 140 eV zu einer ausreichend
groBBen Airy-Scheibe gefiihrt. Bei diesen ersten Versuchen wurden jedoch
auch prinzipielle Nachteile der kommerziellen Pinholes sichtbar: der Durch-
messer A wurde nach L

A=1,22--F
q

aus dem Radius der Airy-Scheibe ¢, der Wellenldnge A und dem Pinhole
Detektor Abstand L bestimmt. Dabei zeigte sich, das die Pinholes deutlich
groBer als vom Hersteller angegeben sind. Die wahre Pinholegrofle betrug
bei den mit 1 um spezifizierten Pinholes 1,42 + 0,04 wm und bei den mit
0,5 wm spezifizierten 0,71 + 0,06 um [Barth08]. Viel gravierender war je-
doch die Tatsache, das der direkte Strahl des Synchrotrons von der diinnen
Nickel Folie nicht vollstindig blockiert wurde und zu einem nicht zu rekon-
struierenden, hellen, zentralen Fleck auf dem Detektor fiihrte.

Bei der zweiten Pinholegeneration wurde deshalb die Nickel- durch eine
Goldfolie ersetzt. Es wurden Edelstahlscheiben mit einer Dicke von 50 um
und einer zentralen Bohrung von 1,5 mm angefertigt, auf die dann eine 24
karitige 0,7 wm dicke Goldfolie aufgeklebt wurde. In diese Folien wurden
dann mit einem fokussierten Ionenstrahl 400 nm gro3e Locher gebohrt. Die-
ses Verfahren erwies sich als sehr erfolgreich zur Produktion kleinerer Pin-
holes, allerdings war es mit der diinnen Goldfolie immer noch nicht moglich
den direkten Synchrotronstrahl vollstindig zu blockieren [Barth08].

Deshalb wurde bei der dritten Generation der Pinholes die Dicke der
Goldschicht erhoht, indem auf die 700 nm dicke Goldfolie zusétzlich 1,3 um
Gold aufgedampft wurde, so dass die Gesamtdicke des Goldes 2 um betrégt.
In diese Goldschicht wurden wieder mit einem fokussierten lonenstrahl Lo-
cher gebohrt, diesmal mit einem Durchmesser von 250 nm. Diese Pinholes
erwiesen sich dann als ausreichend, um den direkten Strahl zu absorbieren
[BarthO8]. Ein Pinhole der dritten Generation wird in Abbildung 2.15 ge-
zeigt.

2.4.5 Rontgenholographie

Erste Experimente mit Rontgenholographie an einem Rontgenlaser mit ei-
ner Wellenlidnge von 20,6 nm und 20,9 nm als kohidrente Rontgenquelle und
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Abbildung 2.16: Hologramm (a) und Rekonstruktion (b) einer Fi-
broblastenzelle, aufgenommen bei 13,8 nm aus [Rosenhahn07].

Fotofilm als Detektor wurden bereits 1987 von [Trebes] anhand von Gold-
strukturen auf einem Glastriager gezeigt. Dort wurde auch auf den Vorteil
des materialspezifischen Kontrastes im Wasserfenster (2,3 nm bis 4,4 nm
Wellenldnge) hingewiesen, allerdings konnten diese Wellenlidngen mit dem
verwendeten Rontgenlaser nicht erreicht werden.

Durchgefiihrt wurden erste Messungen in diesem Wellenldngenbereich
an einer Synchrotron-Strahlungsquelle mit PMMA Fotolack als Detektor
und Zymogenkornchen als Probe von [Jacobsen90]. Hier konnte eine Auf-
16sung von 56 nm erreicht werden. Komplexere biologische Objekte (Dia-
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tomeen und Fibroblasten) wurden von [Lindaas] mit einer Auflésung von
40 nm bei einer Wellenldnge von 1,89 nm aufgenommen. Hier wurde eben-
falls Fotolack als Detektor verwendet, der mit Rasterkraftmikroskopie aus-
gelesen wurde.

Ein CCD Detektor, der die direkte digitale Rekonstruktion der Aufnah-
men ermoglicht, kam fiir Rontgenholographie bei [Rosenhahn07] zum Ein-
satz, hier wurden ebenfalls Fibroblastenzellen als Probe bei einer Wellen-
linge von 13,8 nm verwendet. Zur weiteren Verbesserung der Auflosung
wurde Holotomographie im Wasserfenster erstmals von [Watanabe] bei ei-
ner Wellenldnge von 2,34 nm mit Wolframdrihten und fossilen Diatomeen
als Proben gezeigt. Auch hier wurde ein CCD Detektor eingesetzt.

Fourierholographie, bei der ein Referenzloch oder Punkt die Referenz-
welle generiert, wurde mit einer Zonenplatte von [McNulty] bei einer Wel-
lenlinge von 3,4 nm an Goldstrukturen durchgefiihrt. Dabei wurde eine
Auflésung von 60 nm erzielt. Auch magnetische Strukturen konnen auf die-
se Weise mit hoher Auflosung untersucht werden [Eisebitt].

2.4.6 Holographieaufbau bei BESSY

/

Abbildung 2.17: Testaufbau mit der Alice Kammer der Ruhr Universitit Bo-
chum [Grabis]. Zu sehen sind die zusitzlich angebrachten manuellen Mani-
pulatoren fiir Pinhole und Probe, der Shutter und der CCD Detektor.

Fiir erste Testexperimente mit Synchrotronstrahlung wurde eine bereits
vorhandene Vakuumkammer [Grabis] mit einem Rontgen-CCD-Detektor
und manuellen Manipulatoren fiir Pinhole und Probe ausgestattet, wobei die



30 KAPITEL 2. GRUNDLAGEN

eigentliche Kammer nur als “Zwischenstiick” fiir einen vergroBerten Kam-
merabstand verwendet wurde. Damit konnten Versuche mit unterschiedli-
chen Pinholes sowie zu materialspezifischem Kontrast durchgefiihrt werden
und erste experimentelle Erfahrungen am Synchrotron gewonnen werden.
So hat sich zum Beispiel die Halterung von Probe und Pinhole an langen
Armen, die sich auB3erhalb des Vakuumsystems befinden als unpraktisch er-
wiesen, da diese sehr anfillig fiir mechanische und thermische Drift sind.

2.4.7 Materialspezifischer Kontrast

Bei den ersten Probemessungen bei BESSY konnte bereits ein groBer Vor-
teil der Holographie mit Synchrotronstrahlung im Vergleich zur Licht- und
Fluoreszenzmikroskopie gezeigt werden: materialspezifischer Kontrast. Da-
zu wurden Proben mit 2 um groBen Partikeln aus Polystyrol sowie Eisenoxid
bei unterschiedlichen Photonenenergien (Wellenlidngen) oberhalb (330 eV),
auf (283 eV) und unterhalb (220 eV) der Kohlenstoff K-Absorptionskante
aufgenommen (Abbildung 2.18). An der Absorptionskante wird der Bre-
chungsindex der Polystyropartikel eins, ist also gleich dem Brechungsin-
dex von Vakuum. Dadurch werden die Partikel bei dieser Photonenenergie
im Hologramm unsichtbar. Aus bei verschiedenen Photonenenergien auf-
genommenen Hologrammen konnen dadurch verschiedene Elemente unter-
schieden werden [Rosenhahn(08] [BarthO8]. Abbildung 2.19 zeigt farblich
kodierte Bilder der Partikel korreliert mit Rasterelektronenmikroskopiebil-
dern (REM). Auf diese Weise konnen materialspezifischer Kontrast und ho-
he Auflosung der REM Bilder kombiniert werden.

2.4.8 Streukammern

Verschiedene Apparaturen dienten als Vorbild fiir den geplanten Aufbau.
Zum einen die in Abbildung 2.17 bereits gezeigte Alice-Kammer der Ruhr
Universitdt Bochum [Grabis]. Sie ist zwar fiir den geplanten Aufbau zu
klein, und auch von der Geometrie her als Goniometer, also winkelbasiert
konstruiert, und nicht in einer rechtwinkligen Geometrie, die fiir die Holo-
graphie sinnvoller erscheint. Allerdings konnten bei den Experimenten mit
dieser Kammer wertvolle Hinweise zum Arbeiten bei BESSY, zur Vakuum-
technik und Steuerung sowie zur Justage von Vakuumsystemen allgemein
gewonnen werden.

Zum anderen aber auch das sich derzeit in der Entwicklung befindende
Rontgenmikroskop bei BESSY [Guttmann]. Hier waren besonders die kom-
merziell erhdltlichen Komponenten zum Kryotransfer und zum Bewegen
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Abbildung 2.18: Unterscheidung verschiedener Elemente durch un-
terschiedlichen Kontrast bei verschiedenen Photonenenergien aus
[Rosenhahn08]. Rekonstruktionen der Hologramme einer Probe aus
2 wm groBen Polystyrol- und Eisenoxidpartikeln bei 220 eV (a und f),
283 eV (b und g) sowie 330 eV (c und h). Die Diagramme zeigen die
Absorptionslinge (d) sowie den Brechungsindex (e) der beiden Materialien.
Deutlich zu erkennen ist, das die Polystyrolpartikel bei einer Photonenener-
gie von 283 eV nicht mehr sichtbar sind, da der Brechungsindex bei dieser
Energie den Wert eins hat.

der einzelnen Elemente im Vakuum interessant. Deren Einsatz hitte die Ent-
wicklung einer eigenen Apparatur zwar beschleunigt, diese wire dann aller-
dings nicht so genau den Anforderungen der Holographie gefolgt, wie es bei
einer Eigenentwicklung moglich ist. Weitere Rontgenmikroskope werden in
[Kilcoyne] beschrieben.
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Abbildung 2.19: Materialspezifischer Kontrast einer Probe aus 2 um groen
Polystyrol- und Eisenoxidpartikeln aus [Rosenhahn08]. Farbig codierte Ho-
logrammrekonstruktionen (a und d), Rasterelektronenmikroskopiebilder (b
und e) sowie die Korrelation beider Verfahren (c und f).

Ein dhnlicher Aufbau fiir Kohédrente Rontgenstreuung und Kryotomo-
graphie wurde von [Beetz] entwickelt und beschrieben.

AuBerdem waren verschiedene andere Vakuumsysteme bei BESSY und
DESY Grundlage fiir die geplante Apparatur. Es wurde dabei versucht aus
allen bekannten technischen Losungsansitzen die fiir die hier geplante Ap-
paratur bestmogliche Losung zu finden.



Kapitel 3
Aufbau

Abbildung 3.1: Foto der HORST-Apparatur. Von links nach rechts: Experi-
mentierkammer mit differentiellem Pumpstiick, Rack mit Steuer- und Uber-
wachungsgeriten sowie Computer.

33
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Abbildung 3.2: CAD Zeichnung der Verstelleinheiten. Im Vordergrund
die Kamera mit Verfahrtischen, im Hintergrund Proben- und Pinholehalter
ebenfalls mit Tischen.

Planung, Beschaffung und Zusammenbau der Komponenten der HORST -
Kammer (Holographie Rontgen Streukammer) sind ein zentraler Bestand-
teil dieser Arbeit. Zu Beginn wurde deshalb die komplette Apparatur per
3D-CAD-Software am Computer geplant. Dadurch konnten Schwierigkei-
ten wie Kollisionen der verschiedenen motorisierten Einheiten vermieden
werden und die mechanische Funktion des gesamten Systems bereits vor
dem Bau der ersten Komponente getestet werden. Aullerdem wird die spa-
tere Adaption neuer Komponenten deutlich vereinfacht. Diese Vorgehens-
weise ist bei der Planung einer komplexen Anlage wie der hier Vorgestellten
unverzichtbar.

3.1 Planung

Die experimentelle Anordnung aus Shutter, Pinhole, Probe und Kamera
stand zu Beginn der Planung bereits fest. Zunichst wurden dann die von
der Kammer zu erfiillenden Kriterien zusammengestellt:
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Abbildung 3.3: CAD Zeichnung der Vakuumkammer mit den Verstellein-
heiten. Links sind die Proben- und Pinholehalter mit Tischen, in der Mitte
ist die Kamera ebenfalls mit Verfahrtischen, Rechts ist die Kiihlfalle.

e Die Kammer soll moglichst flexibel fiir spitere Anderungen im Ver-
suchsaufbau und Adaptionen an andere Verfahren, wie zum Beispiel
Kohirente Rontgenstreuung sein.

e Eine moglichst hohe Driftstabilitit zwischen Pinhole, Probe und Ka-
mera, um lange Aufnahmezeiten zu gewihrleisten.

e Aus dem selben Grund groStmogliche Vibrationsfreiheit.

e FEin sehr kleiner Minimalabstand zwischen Probe und Pinhole fiir sehr
hohe Vergroflerungen.

e Die Kammer soll transportabel und an verschiedenen Beamlines ohne
Umbauten einsetzbar sein.

e Die Kammer soll die Vakuum- und Sicherheitsrichtlinien von DESY
sowie BESSY erfiillen. Dies schlieB3t ein Interlock System, das an den
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Druck sowie die Drehzahl der Turbomolekularpumpe gekoppelt ist,
ein.

e In einer spiteren Ausbaustufe soll ein Kryotransfersystem angebaut
werden konnen.

e Der experimentelle Aufbau durfte insgesamt einen vorgegebenen Kos-
tenrahmen nicht tiberschreiten.

Nach diesen Anforderungen wurde entschieden, die Kammer als einen drift-
und thermisch stabilen optischen Tisch im Vakuum zu gestalten. Die Ver-
stelleinheiten fiir die einzelnen Komponenten sollten sich alle im Vakuum
befinden und motorisiert sein. Die weitere Planung erfolgte dann von einem
zentralen Punkt, dem Probenhalter, aus. Hier wurde zuerst eine Kryotrans-
ferhalterung entwickelt, die in der Lage ist die verwendeten Siliziumnitrid-
membranen im kalten (-196°C) Zustand aufzunehmen und in der Kammer
automatisch auszutauschen. Danach wurden die Verstelleinheiten nach den
benotigten Freiheitsgraden, Verfahrwegen und Belastbarkeiten ausgewihlt
und angeordnet (Abbildung 3.3). Zuletzt wurde die eigentliche Vakuum-
kammer mit den benétigten Flanschen, das differentielle Pumpstiick und
das Gestell um den inneren Aufbau herum entwickelt.

3.2 Kryotransfersystem

Ein Kryotransfersystem fiir die Einschleusung von Proben im gefrorenen
Zustand ist fiir die Untersuchung biologischer Proben zwingend notwen-
dig um diese, wie in der Kryoelektronenmikroskopie mit moglichst wenig
Veranderung der Struktur, abbilden zu konnen [Sartori] [Grimm]. Dieses
System ist bereits geplant, gezeichnet und zum Teil auch gebaut worden.
Bislang kommt allerdings die weit verbreitete, aber bei weitem nicht so
schonende Priparation durch Trocknung der Proben am kritischen Punkt
zum FEinsatz.

3.2.1 Plunge Freezer

Der Plunge Freezer wurde uns von der Abteilung Baumeister des Max Plank
Institutes fiir Biochemie zur Verfiigung gestellt. Er dient dazu die Proben
sehr schnell, das heiit bevor das enthaltene Wasser kristallisieren kann, ein-
zufrieren. Dabei werden die Siliziumnitrid Membranen mit einer Eintauch-
geschwindigkeit von bis zu 10 m/s in fliissiges Ethan, das eine deutlich ho-
here Wiarmekapazitit als fliisssiger Stickstoff hat, getaucht. Zunichst wird
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Abbildung 3.4: Foto des Plunge Freezers. Zu erkennen sind der groBere
Dewar fiir den fliissigen Stickstoff, sowie der kleine Behilter fiir das fliissi-
ge Ethan. Der Probenhalter befindet sich fiir die Pridparation der Membran
oberhalb des Dewars (rechts) und wird zum schnellen Einfrieren elektroma-
gnetisch entriegelt und in das Ethan abgesenkt (links). Der Plunge Freezer
wurde uns von der Abteilung Baumeister des Max Plank Institutes fiir Bio-
chemie zur Verfiigung gestellt.

dazu der Dewar des Plunge Freezers mit fliissigem Stickstoff gefiillt (Ab-
bildung 3.4), und in dem eingebauten, kleineren Behilter Ethan, das nor-
malerweise gasformig vorliegt, kondensiert. Dann wird die Siliziumnitrid
Membran am Plunge Freezer befestigt, leicht getrocknet und elektrisch ent-
riegelt, so dass sie mit der nétigen Geschwindigkeit in das Ethan eintaucht.
Erste Experimente zeigen, das dieses Verfahren auch mit den von uns ver-
wendeten, diinnen Membranen funktioniert.

3.2.2 Transferhalter

Das Kryotransfersystem soll ein Einschleusen der gefrorenen Probe in die
Experimentierkammer ohne Erwdrmung und mit moglichst geringen Kon-
densationen auf der Probe gewihrleisten. Au3erdem soll die Probe fiir ho-
lographische Aufnahmen mit hohen VergroBerungen moglichst dicht an das
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Abbildung 3.5: CAD Zeichnung des Kryotransfersystems. Links ist der Hal-
ter fiir die Siliziumnitrid Membranen (Blau) im Transferschlitten, rechts der
gesamte Probenhalter mit der Anschlussplatte fiir die Kiihllitzen aus Kupfer
und dem thermischen Isolationsstiick aus Delrin abgebildet.

Pinhole herangefahren werden konnen. Aus diesem Grund wurde ein spezi-
eller Probenhalter fiir die Aufnahme der Siliziumnitrid Membranen entwi-
ckelt. Dieser Halter iiberragt die Probe in Richtung Pinhole nur um 0,1 mm,
erlaubt also sehr kleine Pinhole- Probenabstidnde und wird von einem Trans-
ferschlitten aufgenommen (Abbildung 3.5 links). Der Schlitten verfiigt am
oberen Ende iiber eine Ose, mit der er von einem Transferarm auf dem Weg
in die Kammer gehalten wird. Am unteren Ende befindet sich ein Zapfen,
der den Schlitten in der Halterung des Probenarmes zentriert (Abbildung
3.5 rechts). Unterhalb dieser Halterung befindet sich dann eine Kupferplatte
zur Aufnahme von Litzen, die die Wirme des Probenhalters zu einer fliis-
sigstickstoffgefiillten Kiihlfalle ableiten sollen. Um das ganze System ther-
misch vom Arm des Probenhalters mit den Verstelltischen zu trennen, wurde
ein Isolationsblock aus Delrin angefertigt. Dieses Material verfiigt bei guter
Stabilitidt und Vakuumtauglichkeit iiber eine sehr geringe Wirmeleitfdhig-
keit.
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3.3 Experimentierkammer

Hauptbestandteil der Apparatur ist die Experimentierkammer mit den In-
nenmaBen 1000 x 700 x 600 mm. Sie verfiigt iiber eine grofle Tiir, die sich
iber eine komplette Seitenwand erstreckt und durch zwei Viton Ringe mit
Zwischenabsaugung gedichtet wird. Dadurch ist ein einfacher und schneller
Zugriff auf alle Komponenten im Inneren der Vakuumkammer moglich.

Durch den Boden der Experimentierkammer wurde ein thermisch sta-
bilisierter optischer Tisch im Vakuum realisiert. Aullen besitzt er Wasser-
gefiillte Kanile, durch die die Temperatur konstant gehalten werden kann.
Im Inneren befindet sich ein 50 mm Lochraster aus M6 Gewindebohrungen,
die eine flexible Montage aller Komponenten ermodglichen. Die technischen
Zeichnungen der Kammer sind in Anhang A enthalten.

3.3.1 Motorisierte Verfahrtische

Um Pinholes, Proben und die Kamera im Vakuum zu bewegen kommt ein
System aus 13 motorisierten Verfahrtischen zum Einsatz. Sie wurden mit va-
kuumtauglichen Motoren und Kabeln sowie vakuumdicht vergossenen Pla-
tinen ausgestattet. Dabei wurden mit Gleichstrom betriebene Getriebemoto-
ren verwendet, da diese im Unterschied zu Schrittmotoren im Ruhezustand
keinen Strom benétigen und so keine Abwirme und damit keine thermi-
sche Drift der Verstelleinheiten verursachen. Um fiir die Ansteuerung 13
Stromdurchfiihrungen zu vermeiden wurden die Controller der Verfahrti-
sche ebenfalls vakuumtauglich vergossen, so das sie in der Expermentier-
kammer eingebaut werden konnen und nur zwei Stromdurchfiihrungen fiir
die Energieversorgung sowie fiir eine serielle Schnittstelle zum Senden der
Steuerbefehle und Auslesen der Positionen notwendig sind. In Abbildung
3.6 sind die Controller in einem dafiir konstruierten Halter unter der Kam-
merdecke angebracht zu sehen.

Der Pinholehalter (Abbildung 3.8 links) besteht aus drei motorisierten
Tischen mit insgesamt vier Achsen. Die Pinholes konnen mit zwei Tischen
(M-505.3VG, Physik Instrumente) mit jeweils 150 mm Verfahrweg orthogo-
nal zum Rontgenstrahl verschoben sowie mit einem zweiachsigen Kipptisch
(M-042.VG, Physik Instrumente) um jeweils +9° gekippt werden. Dabei
haben die Verschiebeachsen einen so groB3en Verfahrweg, dass verschiedene
Pinholes gleichzeitig montiert und ohne die Experimentierkammer zu beliif-
ten verwendet werden konnen, und der Pinholehalter bei Bedarf auch ganz
aus dem Strahl gefahren werden kann. Die beiden Kippachsen sind erfor-
derlich, um auch nicht orthogonal in das Trigermaterial gebohrte Pinholes
parallel zum Rontgenstrahl auszurichten.
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Abbildung 3.6: Foto der Experimentierkammer. Links der Pinholehalter, da-
neben der Probenhalter, rechts der Kamerahalter. Oben im Bild sind die
Controller fiir die Verfahrtische zu erkennen.
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Abbildung 3.7: CAD Zeichnung (links) und Foto (rechts) des Probenhalters
mit drei groBen Linearverstellern fiir alle Raumachsen, Drehtisch fiir die
Tomographie und zwei kleinen Linearverstellern.

Der Probenhalter (Abbildung 3.7) verfiigt iiber drei Linearversteller (M-
505.3VG, Physik Instrumente) mit jeweils 150 mm Verfahrweg fiir alle
drei Raumachsen. Auflerdem sind fiir die Tomographie ein Rotationstisch
(M-037.VG, Physik Instrumente) mit 360° Drehwinkel sowie zwei weitere,
kleine Linearversteller (M-111.VG, Physik Instrumente) mit 15 mm Ver-
fahrweg auf der Drehachse montiert, um die Position der Drehachse auf den
zu untersuchenden Bereich in der Probe einzustellen.

Der Kamerahalter (Abbildung 3.8 rechts) verfiigt ebenfalls iiber drei Li-
nearversteller fiir alle drei Raumachsen. Dabei wurde auf einen besonders
langen Verfahrweg von 300 mm (M-531.VG, Physik Instrumente) entlang
der Strahlachse Wert gelegt um bei unterschiedlichen Pinholegrof3en und
verschiedenen Wellenldngen den CCD Chip optimal ausleuchten zu kon-
nen. Die beiden anderen Achsen sind mit Tischen mit 150 mm Verfahrweg
(M-505.3VG, Physik Instrumente) ausgestattet.

3.3.2 Shutter und Kamera

An der Kammerwand montiert ist ein vakumtauglicher UniBlitz Rontgen-
shutter mit 5 mm Apertur und einer Verschlusszeit von 100 ms. Er ist iiber
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Abbildung 3.8: Links: Foto des Pinholehalters mit zwei Linearverstellern
sowie zweiachsigem Kipptisch. Rechts: Foto des Kamerahalters mit drei
Linearverstellern in allen drei Raumachsen und Kamera. Zum GroBenver-
gleich daneben eine 2 Euro Miinze.

ein Steuergerit direkt mit der Kamera verbunden und 6ffnet so genau wéh-
rend der Belichtung.

Als Kamera kommt ein hintergrundbeleuchteter 2048x2048 Pixel Ront-
gen-CCD-Detektor der Firma Andor zum Einsatz. Die verwendete Spezial-
anfertigung kann iiber einen CF100 Flansch sowohl auB3erhalb der Kammer
als auch komplett im Vakuum eingesetzt werden. Die Kiihlung des Chips
auf bis zu -60°C erfolgt durch einen integriertes, dreistufiges Peltierelement.
Die dabei entstehende Abwirme wird beim Einsatz au3erhalb des Vakuums
direkt durch Kiihlwasser abgefiihrt, beim kompletten in-Vakuum Einsatz
der Kamera ist dies nicht moglich, da die Vakuumrichtlinien bei FLASH
wasserfiihrende Schlduche innerhalb der Vakuumkammer nicht erlauben.
Die Abfuhr der Wirme (bei voller Kiihlleistung der Peltier Elemente bis
zu 100 W) wurde deshalb tiber vier sauerstofffreie Kupferlitzen mit einem
Querschnitt von je 50 mm? realisiert, die mit der Fliissigstickstoff gefiill-
ten Kiihlfalle verbunden sind. Dieses System ermoglicht durch die grof3e
Temperaturdifferenz d7T von 216°C und die hohe Wirmeleitfihigkeit von
sauerstofffreiem Kupfer von 4 = 401 W/mK bei einer Kabelldnge dx von
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Abbildung 3.9: Foto des Pinhole- und Probenhalters. Oben und links sind
die Verfahrtische des Pinholehalters zu erkennen unten und rechts sieht man
den Probenhalter. In der Mitte befindet sich der Rontgenshutter.

60 cm nach [Demtroder]

a0 _

dT
dr

“1-
1 dx

die Abgabe einer Wirmemenge % von 29 W ohne die Bewegungsfreiheit
der Kamera im Vakuum einzuschrianken. Diese Wirmeleitung reicht aus,
um die von der Kamera durchschnittlich umgesetzte Leistung von 20 W
abzufiihren.

3.3.3 Steuersoftware

Die Software zur Steuerung der Verfahrtische wurde komplett in Visual Ba-
sic geschrieben. Sie erlaubt es die Tische sowohl absolut zu positionieren,
als auch relativ zur aktuellen Position mit beliebiger Schrittweite und Ge-
schwindigkeit zu verfahren. Auflerdem konnen die Bewegungsparameter
der Tische wie Beschleunigung und Maximalgeschwindigkeit eingestellt
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Abbildung 3.10: Foto des Kamerahalters mit montierter Kamera. In der Mit-
te des runden Halters ist der CCD-Chip zu erkennen. Im Hintergrund ist die
Kiihlfalle mit Kupferfliigeln zum Vergrofern der Oberflidche.
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Abbildung 3.11: Steuerfenster fiir die Verfahrtische zur Eingabe der Sollpo-
sition und der Schrittweite sowie der Information iiber die aktuelle Position
jedes einzelnen Verfahrtisches.

werden. Positionen von Interesse, zum Beispiel einmal gefundene Pinho-
les, oder interessante Stellen der verschiedenen Proben konnen gespeichert
werden. Sie konnen dann spéter per Knopfdruck mit hoher Préizision wieder
angefahren werden.

In die Software integriert wurde ein Modul mit dem die Kamera ange-
sprochen werden kann. Es ermoglicht die Steuerung von Belichtung, Shut-
ter, Auflosung und Auslesegeschwindigkeit und verfiigt iiber einfache Mog-
lichkeiten der Bildanalyse, wie zum Beispiel variable Zoom- und Kontrastein-
stellungen, um die Qualitiit der Aufnahme direkt beurteilen zu kénnen. Eben-
falls integriert wurde eine Funktion zur automatischen Suche der Pinholes.
Dabei fihrt das Pinhole eine groler werdende Spirale bei der nach einem
einstellbaren Abstand jeweils ein Bild aufgenommen wird. Die akkumulier-
te Gesamtintensitit dieses Bildes wird dann als Intensitit an dem zur Pin-
holeposition der Aufnahme korrelierten Pixel gespeichert. Auf diese Weise
entsteht praktisch eine Ubersichtskarte der Transmission des Pinholehalters,
und die Pinholes konnen leicht automatisch lokalisiert werden.
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i
Position X [m] Y [um] alpha beta Comment
Referenz | -20.997 || 30013 | 9.786 | 20,000
@ PosO | -28.447.790 | 39,934,210 | 10,000 | 20,000 |—
© Pos1 | -28.646_020 | 32,380,080 | 000 | 000 |Pl 1jim Pinhole
¢ Pos2 | -6.662.989 | 31.680.130 | _000 | 000 |P3 250 nm Pinhole
CPos3 [ 17.26.030 | 31842170 | LT .000 [PZ 400 nm Einzelpinhale
e 4226.992 | 31640130 | 000 | .000 [P4 400 nm Einzelpinhole
© Fos5 [ 16300280 [  29.400,000 | 000 | 000 [
£ PosE [ -17087.820 | 35604220 | 10.000 | 20.000 [PZ 400 nm Einzelpinhole ALT
C Pos7 [ 15.458.050 | 31.336.040 | LT .000 [P5 400nm Doppelpinhole
F Pos8 [ 76337130 [ 37.900.140 | 10.000 | 20.000 [Zonenplatte ALT
£ Pos3 [ 3089968 | 28899940 | 000 | .o00 |-
Saveall Pos.to file | Load from file | Save Ref to Pos. 0| [ Load from Pos 0 Bi |

Abbildung 3.12: Positionsspeicher fiir die Verfahrtische. Fenster zum spei-
chern und abrufen der Positionen verschiedener Pinholes.

Die Steuerung fiir Undulator und Monochromator den Beamline UES?2
bei BESSY wurde ebenfalls in die Software integriert, so das in Zukunft
auch spetroskopische Bildserien automatisch aufgenommen werden kon-
nen.

3.4 Vakuumtechnik

Da die fiir diese Arbeit verwendete weiche Rontgenstrahlung im Bereich
von 100 eV bis 1000 eV durch Luft, insbesondere durch den Sauerstoff der
Luft, stark absorbiert wird, und keine stabilen Fenster mit hoher Transmis-
sion erhiltlich sind, muf} die gesamte Apparatur eine direkte Vakuumver-
bindung zur Strahlquelle (Undulator) besitzen. Das setzt natiirlich fiir den
Versuchsaufbau auch eine Vakuumkammer voraus, welche die speziellen
Anforderungen der benutzten Strahlrohre (Beamlines) erfiillen muf.
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3.4.1 Anforderungen an das Vakuumsystem

Zunichst wurden die Anforderungen der verschiedenen Strahlquellen an die
Vakuumtechnik des Experimentes zusammengefasst. Diese sind im Allge-
meinen bei Beschleunigern:

e Olfreies Vakuum - alle verwendeten Pumpen miissen olfrei sein.

e Interlock - es muss ein potentialfreier Interlock Ausgang vorhanden
sein, welcher den Zustand der Turbomolekularpumpe sowie den Druck
im differentiellen Pumpstiick an das Uberwachungssystem der Beam-
line meldet.

e Der Druck im System darf bestimmte, strahlrohrabhéingige Grenzen
nicht iiberschreiten.

e Innerhalb der Vakuumkammer diirfen sich keine fliissigkeitsfiihren-
den Schlduche befinden.

Bei der hier vorgestellten HORST Kammer wurde zundchst vom Einsatz
an der Beamline UES2 bei BESSY sowie vom Einsatz an einem beliebigen
Strahlrohr bei FLASH (DESY) ausgegangen. Dabei war bei BESSY vor
allem der zu erreichende Druck im Strahlrohr von 5 - 10~ mbar kritisch,
bei FLASH hingegen wurde auf eine erweiterte Interlockfunktion und die
Staubfreiheit der Apparatur gemall Reinraumspezifikation Wert gelegt. Der
Druck ist hier mit 1 - 10~ mbar nicht so kritisch, da die Strahlrohre an sich
bereits iiber differentielle Pumpstufen verfiigen.

Eine weitere Anforderung an das Vakuumsystem von unserer Seite war
eine einfache Zugangsmoglichkeit zum Experiment in Form einer grof3en
Tiir, so dass Umbauten und Reparaturen auch wihrend einer Strahlzeit mog-
lichst zeitsparend durchgefiihrt werden konnen. Zusitzlich wurde eine kurze
Abpumpzeit angestrebt.

Auch wurde die in einer spiteren Ausbaustufe vorgesehene Kryotrans-
fereinheit bereits bei der Planung beriicksichtigt, ein vorldaufiges Konzept
erstellt und ein Teil der benotigten Komponenten (Druckmessungen, Vaku-
umpumpen und Ventile) bereits beschafft.

3.4.2 Ausgasraten und Pumpleistungen

Bereits wihrend der Planung der Experimentierkammer wurden mit mehre-
ren Komponenten erste Tests durchgefiihrt, um Funktion und Vakuumtaug-
lichkeit zu bestimmen. Dazu kamen zwei verschiedene Systeme zum Ein-
satz: eine grofe, an die Flood Gun Apparatur angekoppelte Vakuumkammer
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Abbildung 3.13: Druckanstiegskurven von Teflonkabel, Pi-Verfahrtisch (M-
505.3VG) und Kamera in der groflen Testkammer.

mit einem Volumen von 31,1 Litern, und ein kleineres Kreuzstiick mit einem
Volumen von 3,9 Litern. Beide Kammern waren mit einer Turbomolekular-
pumpe mit einer Saugleistung von 300 I/s und einem Ventil, um diese Pumpe
von der Kammer zu trennen, ausgestattet. AuBerdem verfiigten sie iiber eine
Druckmessung. Zunichst wurden nun die Ausgas- und Leckraten der leeren
Kammern bestimmt, indem die Geschwindigkeit des Druckanstieges nach
dem Schlielen des Ventiles gemessen wurde. Die Leck- beziehungsweise
Ausgasrate berechnet man dabei nach

dp _ qi+qa

d —V
(Vgl. Kapitel 2.1.2). Plots der Druckanstiegskurven verschiedener Bauteile
in der groBen Testkammer sind in Abbildung 3.13 aufgetragen, die Druck-
anstiegskurven in der kleinen Testkammer in Abbildung 3.14. Es ergaben
sich die in Tabelle 3.1 angegebenen Ausgasraten.

Alle getesteten Komponenten erwiesen sich damit als ausreichend vaku-
umtauglich.

Kfritisch ist hier besonders der motorisierte Verstelltisch mit einer Aus-
gasrate von 1,3 - 107 mbar 1/s sowie der Controller mit einer Ausgasrate
von 2,3 - 107 mbar /s zu betrachten, da die Kammer in der ersten Ausbau-
stufe iiber 13 motorisierte Achsen mit Controllern verfiigt, diese Kompo-
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Abbildung 3.14: Druckanstiegskurven von Shutter und PI-Controller in der

kleinen Testkammer.

Komponente Drukanstieg | Ausgasrate

[mbar/s] [mbar 1/s]
GroBe Testkammer leer 2,2-1077 | 6,8-107°
Kleine Testkammer leer | 4,7 -107° 1,8-1078
Kamera 2,3-1077 | 7,2-10°°
Verfahrtisch M-505.3VG | 4,1-1077 1,3-107
Teflonkabel 2,2-1077 | 6,8-107°
Controller 5,8-10° | 2,3-107
Shutter 1,5-10°° 5,9-10°°

Tabelle 3.1: Druckanstiegs- und Ausgasraten der verschiedenen getesteten

Komponenten.

nenten also 13 mal eingebaut werden. In Anbetracht der hohen Ausgasraten
der Verstelltische sowie der groen Tiir, welche zumindest im UHV Bereich
ebenfalls ein erhebliches Vakuumleck darstellt, wurde entschieden zwischen
Kammer und Strahlrohr ein zusitzliches differentielles Pumpstiick einzuset-
zen. Dieses differentielle Pumpstiick verringert den Gasfluss aus der Experi-
mentierkammer in Richtung Beamline erheblich und fiihrt zu deutlich gerin-
geren Vakuumanforderungen im Experiment, welche wiederum die Kosten
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Abbildung 3.15: Schematische Darstellung des Vakuumaufbaues der
HORST Apparatur mit Vorpumpen, Turbomolekularpumpen, Ventilen und
Druckmessungen im Bedienfenster der Uberwachungssoftware.

fiir die eingesetzten Komponenten senken.

Eine weitere Anforderung an das Vakuumsystem, die damit erfiillt wird,
ist eine kurze Abpumpzeit von wenigen Stunden bis zum erforderlichen Be-
triebsdruck. Dies ermdglicht es, auch wihrend einer Strahlzeit Anderungen
am Versuchsaufbau, wie zum Beispiel einen Wechsel von Proben oder Pin-
holes durchzufiihren, ohne dabei Messzeit zu vergeben.

3.4.3 Verwendeter Aufbau

Abbildung 3.15 zeigt einen schematischen Uberblick iiber das eingesetz-
te Vakuumsystem im Bedienfenster der Uberwachungssoftware. Da auf ei-
ne groBe Turbomolekularpumpe aufgrund des groB3en Volumens, und der
geforderten kurzen Abpumpzeit der Experimentierkammer nicht verzichtet
werden konnte, wurde auf den zunichst angedachten Einsatz von Ionen-
getterpumpen verzichtet. Diese hitten zwar einen absolut schwingungsfrei-
en Betrieb ermoglicht, aber auch zu erheblichen Mehrkosten gefiihrt. Die-
se Mittel wurden fiir eine komplett magnetgelagerte Turbomolekularpumpe
(Turbovac MAG W 1300, Leybold) mit 1300 1/s Saugleistung verwendet,
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die nur sehr geringe Vibrationen, die durch die Masse der Vakuumkammer
effizient gedampft werden, verursacht.

Zwei kleinere, aber ebenfalls magnetgelagerte Turbomolekularpumpen
mit einer Saugleistung von jeweils 70 1/s (Turbovac TW 70H, Leybold)
kommen beim differentiellen Pumpstiick und bei der geplanten Transfer-
kammer zum Einsatz. Alle drei Turbomolekularpumpen verfiigen iiber ei-
ne eingebaute Compound-Stufe, welche den Betrieb auch bei relativ hohen
Vorvakuumdriicken bis 107! mbar ermdglicht. Um dieses Vorvakuum zu er-
zeugen werden zwei dlfreie Scroll Vorpumpen mit jeweils 10 1/s (35 m?/h)
Saugleistung verwendet (XDS351, BOC Edwards). Sie konnen iiber ein Ven-
tilsystem aus 6 elektropneumatisch betriebenen Ventilen einzeln oder zu-
sammen mit allen Turbomolekularpumpen verbunden werden. Diese Ver-
schaltung ermdglicht die groBtmogliche Flexibilitdt und eine besonders ho-
he Ausfallsicherheit wihrend der zeitlich sehr begrenzten Strahlzeiten.

Fiir die Druckmessung werden im Vorvakkumbereich zwei Pirani-Mess-
rohren verwendet (TTR 91 S, Leybold), im UHV Bereich kommen Weitbe-
reichsmessrohren mit kombinierten Pirani- und Penning-Sensoren (PTR 90,
Leybold) zum Einsatz (Kaltkathode). Diese haben im Vergleich zu Bayard-
Alpert-Messrohren (Glithkathoden) den Vorteil erheblich geringerer Emis-
sion im sichtbaren und IR-Bereich, was eine Druckiiberwachung auch wéh-
rend einer Messung mit dem in diesem Bereich sehr empfindlichen CCD-
Detektor erlaubt.

Die vakuumdichte Trennung zwischen Kammer, differentiellem Pump-
stiick und Beamline wurde ebenso durch elektropneumatisch betriebene UH V-
Plattenventile realisiert.

Ebenfalls, wenn auch nur teilweise, zum Vakuumsystem gehort die Kiihl-
falle (Abbildung 3.10). Sie besteht aus einem Edelstahlrohr mit einem Volu-
men von ca. 1,5 Litern, das sich in der Experimentierkammer befindet und
im Betrieb mit fliissigem Stickstoff gefiillt wird. Die Oberflache dieses Roh-
res, welche durch seitlich angebrachte Kupferplatten noch vergrossert wird,
absorbiert alle kondensierbaren Gase mit einer Saugleistung von ca. 10.000
1/s. Das befiillen der Kiihlfalle mit fliissigem Stickstoft erfolgt dabei durch
ein automatisches Niveauregelgerit.

3.4.4 Steuerung der Vakuumkomponenten

Die Steuerung aller Vakuumkomponenten wurde in einem, eigens entwi-
ckelten, zentralen Steuergerit (Abbildung 3.16) zusammengefasst. Integriert
wurden hier auch die Interlocks, die bei einem Druckanstieg die Pumpen
ausschalten und die Vakuumventile schlieen, sowie ein potentialfreier Kon-
takt der den Druck sowie die Drehzahl der Turbomolekularpumpe des diffe-
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Abbildung 3.16: Foto der Steuereinheit fiir die Ventile, Vakuumpumpen und
das Interlocksystem. Im Vordergrund ist die Frontblende mit Schaltern und
Statusanzeigen, in der Mitte die Relais fiir Riickmeldungen und Interlocks,
im Hintergrund sind die Stecker zum Anschlieen der Pumpen und Ventile
sowie des Beamlineinterlocks zu erkennen.

rentiellen Pumpstiickes an die Beamline meldet (Schaltpldne im Anhang C).
Die gesamte Steuerung wurde als reine Hardwarelosung mit mechanischen
Schaltern, LEDs und Relais realisiert, um Softwareprobleme auszuschlie-
Ben. Das gesamte Vakuumsystem kann somit an einer einzigen Stelle ge-
steuert und iiberwacht werden.

Diese Uberwachung schlieft auch eine Protokollierung der Driicke, Ven-
tilzustinde und Temperaturen des Systems per Computer mit ein. Das heil3t
alle Parameter konnen auf dem Computerbildschirm und im Internet in Echt-
zeit beobachtet werden. Dabei werden die fiinf verschiedenen Driicke ana-
log aus den Messgeriten ausgelesen und iiber einen Analog/Digital-Wandler
(NI USB-6008, National Instruments) in den Computer iibertragen. Dieser
Wandler verfiigt auBerdem iiber zwolf Digitaleingéinge, mit denen die Ven-
tilpositionen und Statusmeldungen der Turbomolekularpumpen ausgelesen
werden. Die Temperaturen werden mit Nickel-Chrom-Nickel Thermoele-
menten gemessen und iiber einen Achtkanal A/D-Wandler (USB TC-08,
Pico Technology) digitalisiert und per Software ausgelesen.

In dieser Software konnen dann Grenzwerte fiir einzelne Parameter ge-
setzt werden, bei deren Uber- oder Unterschreiten eine Alarm auf dem Uber-
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wachungscomputer und das Versenden einer Nachricht per Email ausgelost
wird. Auf diese Weise kann eine Storung des Vakuumsystems schnell er-
kannt, und darauf reagiert werden. Abbildungen B.2 und B.3 in Anhang B
zeigen das dazu erstellte LabView Programm, Abbildung 3.15 die Bedien-
oberfliche und Abbildung B.6 zeigt einen beispielhaften Plot der Druck-
und Temperaturiiberwachung wihrend der Strahlzeit bei BESSY im De-
zember 2007. Diese Plots sind besonders beim Auftreten langsamer Ver-
dnderungen oder kleiner Vakuumlecks sehr hilfreich.

3.5 Differentielles Pumpstiick

S nchrotron-
strahl

el i) e |
Abbildung 3.17: Foto des differentiellen Pumpstiickes. Oben: Balg zum Be-

wegen von Spiegel und Phosphorschirm. Unten: optischer Tisch mit Laser
und Spiegeln.



54 KAPITEL 3. AUFBAU

Das differentielle Pumpstiick dient dazu, die Druckdifferenz zwischen
Experimentierkammer und Strahlrohr auszugleichen. Da der Druck in der
Experimentierkammer im Bereich von 107% mbar liegt, der Druck im Strahl-
rohr bei BESSY jedoch hochstens 5 - 10~ mbar betragen darf, aber den-
noch eine direkte Vakuumverbindung notwendig ist, wurde das differentiel-
le Pumpstiick entwickelt. Die technischen Zeichnungen sind in Anhang A
enthalten.

3.5.1 Kapillarverjiingung

Abbildung 3.18: Foto der Kapillarapertur zur Gasdurchflussverringerung.
Auf dem linken Foto sieht man die beiden Kapillarrohrchen des differenti-
ellen Pumpstiickes, auf dem rechten Foto wurde das Ventil mit Lochblende
(Apertur) vor dem Rohrchen geschlossen.

Die eigentliche Funktion der Druckverminderung wird durch einen an
zwei Positionen stark verminderten Leitwert fiir den Gasfluss in Verbin-
dung mit einer dazwischen liegenden Pumpe erreicht. Der Leitwert wird
zum einen mittels beweglicher Aperturen, zum anderen durch sich daran
anschlieBende Kapillarrohrchen verringert (Abbildung 3.18). Dabei miissen
zwel widerspriichliche Anforderungen iiberein gebracht werden: eine klei-
nere Apertur verringert zwar den Gasstrom deutlich stérker, erschwert aber
die Justage an der Beamline, da die gesamte Apparatur genauer positioniert
werden muss. Als Kompromiss zwischen diesen Anforderungen wurde eine



3.5. DIFFERENTIELLES PUMPSTUCK 55

Apertur mit einem Durchmesser d von 3 mm gewihlt. Sie hat nach

nd?
~ — -,

16
wobei ¢ die Schallgeschwindigkeit ist, einen Leitwert von 0,61 I/s. Dies
fiihrt zu einem Druckabfall von ca. einer Grolenordnung, was in unserem
Fall nicht ausreicht. Erst in Kombination mit einem Kapillarrohr von 30 mm
Lénge und einem Innendurchmesser von nur 3,5 mm erreicht man nach
d3
L~12,1- T

(Vgl. Kapitel 2.1.1) einen Leitwert von 0,017 1/s, was zu einem Druckabfall
von 1,5 bis 2 GroBenordnungen pro Kapillarrohr fiithrt. Mit den zwei ein-
gebauten Kapillarrohren kann bei geschlossenen Aperturventilen also die
Druckdifferenz von 3-4 Grofenordnungen tiberwunden werden. Zum Ab-
pumpen und Ausheizen des Verbindungsstiickes zum Strahlrohr kann das
Aperturventil gedffnet werden.

3.5.2 Spiegel und Phosphor - die Justage

Abbildung 3.19: Foto in das Innere des differentiellen Pumpstiickes. In der
Mitte ist der Spiegel zu sehen, in dem das Kapillarrohr vor der Kammer zu
erkennen ist. Dariiber befindet sich um 90° verdreht der Phosphorschirm,
mit welchem die Lage des Rontgenstrahles tiberpriift werden kann.
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Die beiden Kapillarrohre erfordern natiirlich eine recht genaue Positio-
nierung der gesamten Kammer relativ zur Strahlachse. Diese erfolgt durch
ein zweistufiges System am Gestell der Kammer (siehe Abbildung 3.20 auf
Seite 57). Um die Position des Synchrotronstrahles zu beobachten sind an
verschiedenen Stellen des Systems Phosphorschirme angebracht. Zwei da-
von befinden sich im differentiellen Pumpstiick, um den Strahl durch die
beiden Kapillarrohre zu fadeln. Aullerdem wurde ein groBes Fenster einge-
baut, um diese Schirme zu beobachten. Der erste Schirm kann mit einem
Balg von auflen direkt in die Strahlachse gefahren werden. Wenn dabei das
Aperturventil gedffnet bleibt kann die Strahlachse auch unter sehr ungiins-
tigen Bedingungen gefunden werden, und die erste Apertur zentriert wer-
den. Dann kann der Phosphorschirm aus dem Strahl gefahren werden und
der am gleichen Arm befestigte Spiegel kommt zum Einsatz. Mit ihm kann
der Strahl auf dem zweiten Phosphorschirm, der sich auf der kammerseiti-
gen Aperturblende befindet, beobachtet werden. Ein dritter Phosphorschirm
befindet sich auf der Riickseite der Experimentierkammer. Damit kann die
Strahlachse nach dem Einfadeln durch die beiden Aperturen in der Kammer
zentriert werden. Die technischen Zeichnungen des Spiegelhalters sind in
Anhang A enthalten.

3.5.3 Laser

In Abbildung 3.17 ist unten links ein kleiner, am differentiellen Pumpstiick
angebrachter optischer Tisch zu erkennen. Auf ihm sind ein Laser und zwei
Spiegel, sowie eine Linse montiert. Dieser Laser kann iiber die Spiegel au-
Berhalb des differentiellen Pumpstiickes justiert werden, und dann mit dem
Spiegel im Inneren genau auf der Strahlachse in die Kammer eingekoppelt
werden. Mit seiner Hilfe konnen alle beweglichen Komponenten in der Ex-
perimentierkammer bereits vor einer Mefzeit justiert werden.

3.6 Gestell

Zum Halten von Experimentierkammer und differentiellem Pumpstiick wur-
de ein Gestell entwickelt. Es ermoglicht den einfachen Transport und Auf-
bau der Apparatur an unterschiedlichen Beamlines. Es besteht aus einem
inneren und einem &dufleren Gestell, wobei das innere Gestell hydraulisch
vertikal im AuBeren bewegt werden kann, wihrend es durch vier Kugelum-
laufwagen an zwei Schienen gefiihrt wird. Damit kann die Kammer auf die
zur jeweils verwendeten Beamline passenden Hohe gebracht, und einfach
angeflanscht werden.
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Abbildung 3.20: CAD Zeichnung des Gestelles. Zu erkennen sind inneres
(grau) und duBleres Gestell (griin) sowie die Experimentierkammer mit da-
vor montiertem differentiellen Pumpstiick sowie Réadern und Geritefiif3en.
Die Justage an der Beamline erfolgt in zwei Stufen: eine Grobjustage (grii-
ne Pfeile) mittels Rddern und Hydraulikzylinder, sowie die Feinjustage (rote
Pfeile) mittels Gewindetellern und GeriitefiiSen.

3.6.1 Transport

Fiir den Transport verfiigt das duflere Gestell tiber vier leichtgingige Schwer-
lastrollen, von denen zwei lenkbar sind, so dass die gesamte Apparatur trotz
des Gewichtes von 1500 kg von zwei Personen bewegt werden kann. Auf3er-
dem verfiigt die Kammer iiber vier Gurtdsen, mit denen man sie mit einem
Kran bewegen kann. Die gesamte Apparatur wird fiir den Transport auf eine
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Maximalhthe von 180 cm abgesenkt und dann mit Schrauben gesichert, so
dass sie mit einem Gabelstabler oder einer Hebebiihne in einen normalen
7,5t LKW verladen werden kann.

3.6.2 Justage an der Beamline

o |

Abbildung 3.21: Foto der vertikalen Justageeinheiten. Links der Hydraulik-
zylinder zum Hochfahren und Absenken des gesammten Systems, rechts die
vertikalen Fiihrungsschienen, die die Position der Kammer stabilisieren.

Um die Kammer an unterschiedlichen Beamlines (BESSY, DESY, etc.)
verwenden zu konnen ist eine moglichst flexible horizontale und vertikale
Halterung notig. So ist die Hohe des Strahles am letzten Flansch bei der
Beamline PG2 bei FLASH (DESY) 154 cm iiber dem Boden, bei der Be-
amline UE52 (BESSY) jedoch auf einer Hohe von 141,7 cm. Die Apparatur
muss also in einem weiten Bereich vertikal verfahrbar sein, im Betrieb je-
doch trotzdem stabil bleiben um eine Bewegung des Pinholes relativ zum
Strahl zu vermeiden. Dies wurde mit einem zweistufigen System zur Ho-
henjustage erreicht: in einer ersten Stufe kann der innere Teil des Gestelles
mit der Experimentierkammer und dem differentiellen Pumpstiick mit Hil-
fe eines groBen Hydraulikzylinders (Abbildung 3.21), der im Schwerpunkt
der Kammer angebracht ist, in der Hohe verstellt werden. Kurz unterhalb
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Abbildung 3.22: Foto der horizontalen Verstellung. Zu erkennen ist ein Ful3
der Experimentierkamer mit den zwei Gewindespindeln zur horizontalen
Feinjustage.

der zu erreichenden Endhohe wird die Kammer fest mit dem Gestell ver-
schraubt. Die Feinjustage erfolgt dann in einer zweiten Stufe mit Hilfe von
herausschraubbaren Maschinenfiien, die aufgrund des groBlen Gewichtes
der Anlage iiber Kugellager verfiigen.

Die horizontale Justage erfolgt ebenfalls zweistufig. Zunichst wird die
Kammer mit Hilfe der Réader grob iiber dem Fokuspunkt der Beamline auf-
gestellt. Dazu ist genau unterhalb des Pinholehalters aulen an der Kammer
ein Lot angebracht. Die horizontale Feinjustage erfolgt dann iiber die vier
FiiBe der Experimentierkammer, die iiber verschiebbare Teller verfiigen,
welche mit jeweils zwei Gewindespindeln bewegt werden konnen (Abbil-
dung 3.22). Abbildung 3.23 zeigt die einsatzbereit angeflanschte und jus-
tierte HORST Apparatur bei BESSY (HZB) sowie FLASH (DESY).
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bei BESSY (oben) und an der Beamline PG2 bei FLASH (unten).



Kapitel 4

Messungen

4.1 Experimente bei BESSY (HZB)

Der erste Praxistest der entwickelten Apparatur erfolgte im Dezember 2007
an der Beamline UE52-SGM (vgl. Kapitel 2.2.2) des Speicherringes BESSY
der Helmholtz-Zentrum Berlin fiir Materialien und Energie GmbH (HZB).
Aufgrund der dabei erzielten Ergebnisse wurden weitere Strahlzeiten bewil-
ligt und im Mérz und Juli 2008 durchgefiihrt.

4.1.1 Drift und deren Korrektur

Eine moglichst geringe Drift zwischen den einzelnen Komponenten des Ex-
perimentes, besonders zwischen Pinhole und Probe war ein sehr wichtiges
Designkriterium der neuen Apparatur. Die Drift wurde nach der Fertigstel-
lung durch wiederholtes Aufnehmen eines Bildes, ohne die Verfahrtische zu
bewegen, gemessen. Aus dem zeitlichen Abstand zwischen verschiedenen
Aufnahmen und der Verschiebung der Bilder kann dann die Bewegungsge-
schwindigkeit der Probe relativ zum Pinhole berechnet werden. Abbildung
4.1 zeigt zwei auf diese Weise aufgenommene Bilder.

Es zeigte sich zunichst eine relativ grofe Drift, die auf Temperatur-
schwankungen in der Kammer durch das wiederholte Auftauen und Befiil-
len der Kiihlfalle zuriickzufiihren war. Darauthin wurden zusétzliche Kup-
ferlitzen an den Verfahrtischen angebracht, die mit dem temperierten Boden
der Kammer verbunden sind, und so einen schnelleren Temperaturausgleich
ermdglichen. AuBBerdem wurde eine automatische Nachfiilleinrichtung fiir
den Fliissigstickstoff installiert, die es ermdglicht die Kiihlfalle wéhrend
Strahlzeiten rund um die Uhr befiillt zu lassen. Abbildung 4.2 zeigt die
Temperaturschwankungen in der Apparatur vor und nach dem Umbau. Die

61
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Abbildung 4.1: Driftmessung durch zwei im Abstand von 10 Minuten auf-
genommene Bilder. Die Probe (heller Fleck, roter Pfeil) bewegt sich gegen-
iiber dem dunklen Fleck (staub auf dem CCD-Chip, gelber Pfeil) im Bild
um 500 nm.

Temperaturen wurden dabei mit dem in Kapitel 3.4.4 beschriebenen Uber-
wachungssystem aufgezeichnet.

Auf diese Weise konnte die Drift zwischen Pinhole und Probe von ca.
200 nm pro Minute auf ca. 50 nm pro Minute, ein Wert deutlich unterhalb
der momentan erreichbaren Auflosung, reduziert werden (Abbildung 4.1).
Die Bewegung der Kamera spielt an dieser Stelle eine untergeordnete Rolle,
da sie um GroéBenordnungen kleiner als die PixelgroBe von 13,5 um ist, und
deshalb nicht in Erscheinung tritt.

Die Bewegungen zwischen Pinhole und Probe konnen zusitzlich mit
Hilfe von Software ausgeglichen werden. Dazu hat es sich als sinnvoll er-
wiesen nicht nur jeweils ein Bild mit sehr langer Belichtungszeit aufzuneh-
men, sondern Serien von 10 bis 20 Aufnahmen mit kiirzerer Belichtungs-
zeit. Diese Bildserien werden dann zum Beispiel mit dem ImageJ Plugin
StackReg nach [Thévenaz] ausgerichtet und aufsummiert.
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Abbildung 4.2: Diagramm der Temperaturen der Kammer iiber zwei bzw.
eineinhalb Tage wihrend der Messungen bei BESSY. Oben die stark
schwankenden Temperaturen bei manueller Fliissigstickstoffnachfiillung,
unten die Temperaturen nach Installation der automatischen Nachfiillein-
richtung und der zusitzlichen Kupferlitzen.
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4.1.2 Energiespektren

1000 8 1100 e

Abbildung 4.3: Hologramme einer Fibroblastenzelle aufgenommen mit
Photonenenergien zwischen 400 eV und 1100 eV mit einem 300 nm Pinhole
in einer 2 um Goldfolie. Auf das Angleichen der Intensitéiten wurde hier be-
wusst verzichtet, um die Unterschiede in der Intensitit zu verdeutlichen. Der
horizontale Streifen ist dabei der vom Pinhole transmittierte direkte Strahl
der Beamline.

Da die Beamline UES52 einen Monochromator sowie einen Undulator
mit einstellbarer Spaltbreite besitzt, ist es moglich die Photonenenergie in
einem weiten Bereich frei zu wihlen. Abbildung 4.3 zeigt eine Fibroblasten-
zelle, aufgenommen mit Photonenenergien zwischen 400 eV und 1100 eV
mit einem Pinhole mit nominal 300 nm Durchmesser. Deutlich zu erkennen
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Abbildung 4.4: Bildausschnitte der Hologramme aus
Abbildung 4.3 fiir die Intensitéits- und Transmissi-
onsdiagramme in Abbildung 4.5: direkter Strahl (a),
Zellkern (b) und Airy-Scheibe (c).

ist die unterschiedlich starke Absorption des Strahles durch die 2 pm di-
cke Goldfolie der Pinholes bei unterschiedlichen Energien. Der horizontale
Streifen ist dabei der von der Pinholefolie transmittierte direkte Strahl der
Beamline, der sich durch die stiarkere horizontale Fokussierung in der Ebene
des CCD-Chips horizontal stirker aufweitet.

Abbildung 4.4 zeigt drei Ausschnitte der Hologramme aus Abbildung 4.3:
den direkten, von der Goldfolie transmittierten Strahl, einen Ausschnitt der
Airy-Scheibe sowie einen Ausschnitt aus dem Zellkern. Die Intensitit in
diesen Bereichen wurde gemittelt und in Abbildung 4.5 aufgetragen. Zu-
satzlich wurde das Verhiltnis Zellkern / Airy-Scheibe fiir die Originaldaten,
sowie die rekonstruierten Bilder mit und ohne Untergrundabzug aufgetra-
gen. Fiir die rekonstruierten Daten mit Abzug ergibt sich annidhernd eine
Gerade, was auch zu erwarten war. Interessant ist hier, das die Kurve der
Originaldaten und die der Rekonstruktion ohne Untergrundabzug sich sehr
dhneln. Die Rekonstruktion hat offensichtlich keinen Einfluss auf den Kon-
trast, was in Zukunft schnelle Spektroskopie mit einem gro3en Pinhole und
einer Photodiode ermoglicht.

Aus Abbildung 4.5 ist auBBerdem zu erkennen, das die relative Trans-
mission im Bereich der grofiten Absorption des Zellkernes bei 750 eV ein
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Abbildung 4.5: Diagramm der Intensitidten an drei Stellen der Fibroblastzel-
le (Abbildung 4.4) bei verschiedenen Energien (oben), sowie die Intensitit
im Zellkern geteilt durch die Intensitit der Airy-Scheibe bei den Originial-
daten und in der Rekonstruktion mit und ohne Untergrundabzug (unten).

Minimum hat. Hier ist der Kontrast des Zellkernes also am grof3ten. Al-
lerdings wird bei dieser Energie der direkte Strahl von der Goldfolie des
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Pinholes nicht ausreichend absorbiert, so das fiir die weiteren Aufnahmen
eine Energie von 900 eV, bei der der direkte Strahl ausreichend absorbiert
wird, gewihlt wurde.
Aus den verschieden groflen Airy-Scheiben bei verschiedenen Energien
in Abbildung 4.3 lisst sich nach [BarthO8] der Pinholedurchmesser A nach
L-2a

A=1,22-—
q

bestimmen. Dabei ist L der Abstand zwischen Pinhole und Kamera, in die-
sem Fall 1050 mm, A die Wellenldnge der Photonen und ¢ der Radius der
Airy-Scheibe auf dem Detektor. Fiir das in Abbilding 4.3 verwendete, und
mit einem FIB (Focused lon Beam) gebohrte, Pinhole der dritten Generation
wurde eine Grofle von 252 + 27 nm ermittelt.

4.1.3 Auflosungsbestimmung bei Diatomeen

Diatomeen bilden in der duleren Plasmamembran eine Kieselsdureschicht,
die sich zu einem harten Panzer mit sehr feiner Struktur entwickelt. Daher
sind sie ein ideales Testobjekt fiir abbildende Techniken [Ross]. Die hier
gezeigten fossilen Diatomeen wurden zunichst in Wasser suspendiert, dann
auf Siliziumnitrid Membranen aufgetropft und schlieBlich getrocknet.
Abbildung 4.6 zeigt beispielhaft den Weg vom Originalbild der Probe
bis zur fertigen Rekonstruktion. Zunichst wird eine Bilderserie (in diesem
Fall 20 Bilder mit je 30 Sekunden Belichtungszeit) aufgenommen (Abbil-
dung 4.6 a), und dann der Hintergrund (Airy-Scheibe) abgezogen. In dem so
entstandenen Bildstapel kann man dann eine eventuell vorhandene Drift kor-
rigieren und die einzelnen Bilder aufsummieren (Abbildung 4.6 b). Schlief3-
lich wird das so entstandene Bild numerisch rekonstruiert (Abbildung 4.6 d).
Abbildung 4.7 zeigt das Mikroskopiebild (a) und das Hologramm (b)
eines weiteren fossilen Diatomes. Beide Hologramme (Abbildung 4.6 und
Abbildung 4.7) wurden bei 900 eV (1,37 nm Wellenldnge) mit einem Pin-
hole mit 252 nm Durchmesser aufgenommen. Der Abstand L zwischen Pin-
hole und Detektor betrug 1050 mm, zwischen Pinhole und Probe lagen [ =
4,8 mm. Die GroBe des Detektors D war 13,8 - 13,8 mm?. Daraus ergibt sich

nach
D
NA ~ P12
L-1

(vgl. Kapitel 2.4.3) eine numerische Apertur von

NA = 0,0066.
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Abbildung 4.6: Einzelnes Hologramm (a), hintergrundkorrigierter und auf-
summierter Hologrammstack (b), Mikroskopiebild (c) und Rekonstruktion
(d) einer fossilen Diatomeen Probe bei 900 eV, aufgenommen mit einem
300 nm Pinhole. Das Mikroskopiebild wurde mit einem Nikon TE2000-U
Mikroskop mit 40x Objektiv (NA 0,55) aufgenommen.

Die theoretische Auflosung der Rekonstruktion entspricht hier der halben
Pinholegrofle (vgl. Kapitel 2.4.3 und [Barth08]), also Ax,,;,, = 126nm.

An zwei Stellen (in Abbildung 4.7 durch eine rote und eine griine Linie
angedeutet) wurden die Intensititsprofile untersucht. Abbildung 4.8 zeigt
den Verlauf der Intensititen entlang der Linien. Da die Auflésung des Bil-
des in etwa der fiir den Anstieg von 10% auf 90% der Intensitét erforderli-
chen Entfernung entspricht [BarthO8], kann man aus diesen Kurven die mit
der Holographie erziehlte Auflosung bestimmen. Diese Entfernung wurde
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Abbildung 4.7: Mikroskopiebild (a) und Rekonstruktion (b) einer fossilen
Diatomeen Probe. Das Mikroskopiebild wurde mit einem 40x Objektiv (NA
0,55) aufgenommen, das Hologramm (Abbildung 2.14 auf Seite 24) bei ei-
ner Photonenenergie von 900 eV (1,37 nm) mit einem 300 nm Pinhole. Die
Intensitit an der roten und griinen Linie wurde in Abbildung 4.8 aufgetra-
gen.

an drei Stellen in Abbildung 4.8 bestimmt und eine gemessene Auflosung
von Ax,,;, = 164 nm + 24 nm ermittelt, welche dem theoretischen Wert na-
he kommt. Die verbleibende Abweichung der Auflésung kann hier an den
verwendeten Objekten, also den fossilen Diatomeen liegen, die natiirlich
keine scharfen Kanten haben. Auch eine nicht vollstindige Kohédrenz der
Beamline, iiber die diesbeziiglich keine Angaben vorhanden sind, kann die
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Abbildung 4.8: Intensititsprofile des Diatoms aus Abbildung 4.7. Die Be-

reiche in denen der Anstieg von 10% auf 90% gemessen wurde, sind mit
Pfeilen markiert.

Auflosung verringern. Trotzdem handelt es sich hier um die bislang beste
mit digitaler In-Line Holographie erreichte Auflésung.
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4.1.4 Materialkontrast bei Fibroblasten

50 pm

Abbildung 4.9: Mikroskopiebild (a) und Rekonstruktion des Hologramms
(b) einer Fibroblastenprobe vom Stamm REF52WT bei 133 eV mit einem
400 nm Pinhole. Deutlich zu erkennen sind hier die Zellkerne sowie die zy-
toplasmatischen Fortsidtze. Das Mikroskopiebild wurde mit einem 40x Ob-
jektiv (NA 0,55) aufgenommen.

Als Beispiel fiir die Aufnahme kompletter Zellen und fiir Materialkon-
trast wurden zunéchst Fibroblasten der Linie REF5S2WT verwendet und bei
unterschiedlichen Photonenenergien aufgenommen. Nach dem Anwachsen
auf der Siliziumnitrid Membran wurden sie mit Formaldehyd fixiert und
in Ethanol getrocknet. Das Ethanol wurde dann in einem Kritisch-Punkt-
Trockner (Baltec CPD 030) durch CO, ausgetauscht, welches am kritischen
Punkt verdampft wurde. Die Zellen sind nach dieser aus der Elektronenmi-
kroskopie bekannten Prozedur fixiert und vakuumtauglich [Ehlers].

Abbildung 4.9 zeigt eine solche Fibroblastenprobe, aufgenommen bei
133 eV mit einem 400 nm Pinhole. Der Abstand zwischen Pinhole und
Probe betrug hier 6,9 mm, der Kamera-Detektorabstand war 691 mm, die
GroBe des Detektors war 27,6 - 27,6 mm?, was einer numerischen Apertur
von 0,02 entspricht. Abbildung 4.10 zeigt den unteren Zellkern aus Abbil-
dung 4.9 aufgenommen bei Photonenenergien von 133 eV, 137 eV, 220 eV
und 260 eV. Zwischen 133 eV und 137 eV liegt die K Absorptionskante
des Phosphors (135 eV), allerdings kann der Phosphorkontrast im Zellkern
nicht beobachtet werden. Dies liegt vermutlich an der geringen Konzentrati-
on des Phosphors (nach [Fayard] nur 0,2% der Zellmasse) und der im Zell-
kern gleichméBig verteilten, ihn enthaltenden DNS. Auflerdem spielt hier
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Abbildung 4.10: Rekonstruktionen des Hologramms bei einer Photonen-
energie von 133 eV (a), 137 eV (b), 220 eV (d) und 260 eV (f) sowie Mikro-

skopiebild (c) und Differenzbild (a-b) (d) an der Phosphorkante des unteren
Zellkernes der Fibroblastenprobe aus Abbildung 4.9.
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Abbildung 4.11: Farbige Wiedergabe der Rekonstruktionen des Holo-
gramms bei einer Photonenenergie von 220 eV (rot) und 260 eV (griin)
sowie Differenzbild (blau) der beiden Aufnahmen des unteren Zellkernes
der Fibroblastenprobe aus Abbildung 4.9.

der geringe Kontrast des Phosphors an der K Absorptionskante einer Rolle.
Die Transmission einer 200 nm dicken Phosphorschicht verringert sich bei
135 eV von 0,3 auf 0,1 im Vergleich zu Kohlenstoff, bei dem die Absorption
einer gleich dicken Schicht an der K Kante bei 284 eV von 0,9 auf 0,1 fillt.

Abbildung 4.11 zeigt eine farbige Darstellung des Materialkontrastes
zwischen den Aufnahmen bei 220 eV und 260 eV. Hier sind deutlich Struk-
turen im Bereich der Nucleoli zu erkennen. Dies zeigt nicht nur eindrucks-
voll die hohe Empfindlichkeit des Verfahrens, sondern auch erstmals ho-
lographisch abgebildeten Materialkontrast in einem Zellkern. Der Ursprung
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dieses Kontrastes ist bislang ungeklért, da im Bereich von 220 eV bis 260 eV
keine in Frage kommenden Absorptionskanten liegen.

4.1.5 Nucleoli in Lungenkrebs Zellen

Abbildung 4.12: Mikroskopiebild (a) und Rekonstruktion des Hologramms
(b) einer Lungenkrebszelle vom Stamm H1299 bei 900 eV (1,37 nm) mit
einem 300 nm Pinhole aufgenommen. Deutlich zu erkennen sind hier der

Zellkern sowie die Nucleoli. Das Mikroskopiebild wurde mit einem 40x
Objektiv (NA 0,55) aufgenommen.

Hier wurden Lungenzellen des Stammes H1299 verwendet [Sigal], die
genau wie die Fibroblasten fixiert und am kritischen Punkt getrocknet wur-
den. Abbildung 4.12 zeigt das Mikroskpiebild und die Rekonstruktion ei-
nes Hologramms bei 900 eV (1,37 nm). Die numerische Apertur des Ho-
logramms betrug hier 0,066, die Probe wurde fiir die Aufnahme 20 mal 60
Sekunden, also 20 Minuten lang belichtet.

Abbildung 4.13 zeigt zwei weitere Beispiele dieser Lungenkrebszellen
mit einer theoretischen Auflosung von etwa 150 nm. Hier sind in der Re-
konstruktion sehr gut die Nucleoli zu erkennen.

Die Auflosung von Abbildung 4.12 wurde durch einen Linescan be-
stimmt und betrug nach dem 10%-90% Kriterium 263 nm. Der Unterschied
zur theoretischen Auflésung liegt hier vermutlich wieder in einer ,,unschra-
fen Kante”, also an der nicht genau abgegrenzten Struktur der Nucleoli im
Zellkern und in der nicht vollstindigen Kohédrenz der Beamline.
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Abbildung 4.13: Mikroskopiebilder (a, c) und Rekonstruktionen des Holo-
gramms (b, d) von zwei Lungenkrebszellen des Stammes H1299 bei 900 eV
(1,37 nm) mit einem 300 nm Pinhole aufgenommen. Deutlich zu erkennen
sind hier der Zellkern sowie Strukturen innerhalb des Zytoplasmas und des
Zellkerns. Das Mikroskopiebild wurde mit einem 40x Objektiv (NA 0,55)
aufgenommen.
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4.1.6 Chromosomen

Abbildung 4.14: Hologramm (a) und Rekonstruktion des Hologramms (b)
eines Chromosoms aufgenommen bei 137 eV (4,8 nm) mit einem 400 nm
Pinhole.

Als weitere Probe kamen Chromosomen zum Einsatz. Dazu wurden He-
La Zellen durch Colcemid in der Metaphase synchronisiert, und Chromoso-
menspreads auf der Siliziumnitrid Membran prépariert [Kaya]. Abbildung
4.14 zeigt das Hologramm und die Rekonstruktion eines so préparierten
Chromosoms, aufgenommen mit einem 400 nm Pinhole bei 137 eV. Die
Belichtungszeit betrug hier 10 mal 60 Sekunden. Abbildung 4.15 zeigt ein
weiteres Chromosom aufgenommen bei 260 eV mit einem 200 nm Pinho-
le. Hier wurde die Auflosung erneut durch den Anstieg der Intensitit von
10% auf 90% bestimmt und betrug 370 + 40 nm bei einer theroretisch
moglichen Auflésung von 100 nm. Diese Differenz kann an leichten me-
chanischen Schwingungen, die die feinen Interferenzringe hoherer Ordnung
verwischen, oder an einem nicht optimalen Abstand zwischen Pinhole und
Detektor liegen [Barth(09].
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Abbildung 4.15: Hologramm (a) und Rekonstruktion des Hologramms (b)
eines Chromosoms aufgenommen bei 260 eV mit einem 200 nm Pinhole. Im
Mikroskopiebild (d) sind zwei Linien zur Auflésungsbestimmung markiert,
die in (c) aufgetragen sind. Die Mikroskopiebilder wurden mit einem 40x
Objektiv (NA 0,75) aufgenommen [Barth(09].
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4.1.7 Tomographie

Mit der neu entwickelten Apparatur ist es moglich die Probe im Rontgen-
strahl zu drehen, es konnen also tomographische Bildserien aufgenommen
werden. Dazu wird zunichst die aufzunehmende Stelle der Probe genau auf
der Drehachse des Drehtisches justiert, so das sich das Sichtfeld beim Dre-
hen nicht dndert. Dann kann die Probe um 100° (+ 50°) gedreht werden.
Die Abbildungen 4.16, 4.17 und 4.18 zeigen Beispiele solcher Bildserien
von den Lungenkrebszellen, aufgenommen mit einem 300 nm Pinhole bei
900 eV (1,37 nm).

Die Probe wurde dabei in Schritten von jeweils 10° gedreht. Fiir eine
Rekonstruktion wiren allerdings deutlich mehr Drehschritte erforderlich,
aulerdem muss bei der Priaparation auf ausreichend viele Referenzpunkte
in der Umgebung der Zellen geachtet werden, um ein prézises finden der
Drehachse fiir die Rekonstruktion zu ermoglichen. Bei den hier gezeigten
Aufnahmen war dies leider nicht gegeben, weshalb eine tomographische
Rekonstruktion scheiterte.

Die im Fall von tomographischen Aufnahmen vergleichsweise lange Be-
lichtungszeit fiihrt nicht zu direkt beobachtbaren Strahlenschiden (vgl. Ka-
pitel 4.2).
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Mikraskopie

Abbildung 4.16: Mikroskopiebild aufgenommen mit einem 40x Objektiv
(NA 0,55) (oben links) und tomographische Bildserie einer Lungenkrebs-
zelle bei 900 eV.
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Mikraskopie

Abbildung 4.17: Mikroskopiebild aufgenommen mit einem 40x Objektiv
(NA 0,55) (oben links) und tomographische Bildserie einer Lungenkrebs-
zelle bei 900 eV.
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Mikroskopie

Abbildung 4.18: Mikroskopiebild aufgenommen mit einem 40x Objektiv
(NA 0,55) (oben links) und tomographische Bildserie einer Lungenkrebs-
zelle bei 900 eV.
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4.2 Strahlenschiaden

Abbildung 4.19: Strahlenschiaden der Lungenkrebszelle aus Abbildung
4.13. Mikroskopiebild aufgenommen mit einem 40x Objektiv (NA 0,55)
vor (a) und nach (b) der Bestrahlung mit Rontgenstrahlen.

Die Exposition von Zellen mit Rontgenstrahlen fiihrt stets zu einer Schi-
digung dieser Zellen, was nicht nur durch eine beeintrichtigte Funktion,
sondern im Falle einer hohen Dosis auch in einer Verdnderung der Struk-
tur sichtbar wird [Howells]. Diese Strukturverdnderung ist zunédchst auf die
Zerstorung von chemischen Bindungen innerhalb der Proteine der Zelle zu-
riickzufiihren.

Abbildung 4.19 zeigt eine Lungenkrebszelle der Linie H1299 vor und
nach der holographischen Aufnahme mit weicher Rontgenstrahlung von
900 eV. Die Belichtungszeit betrug dabei 20 mal 60 Sekunden, also 20 Mi-
nuten. Deutlich zu erkennen ist eine erheblich verdnderte Struktur nach der
Bestrahlung (rechts).

Die Dosis der von der Zelle absorbierten Strahlung berechnet sich da-
bei aus dem Photonenfluss der Beamline von 8 - 10'! Photonen/Sekunde bei
900 eV, der durch das Pinhole um den Faktor 3 - 10~ abgeschwicht wird.
Dies ergibt einen Photonenfluss von auf 2,4 - 10® Photonen/Sekunde auf der
Probe, ein Wert der gut mit den vom CCD-Chip detektierten 4 - 107 Photo-
nen/Sekunde iibereinstimmt, wenn man die Transmission der 100 nm dicken
Siliziumnitrid Membran von 90% bei dieser Energie, sowie die Absorption
der Probe beriicksichtigt.
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Abbildung 4.20: Strahlenschdden der Lungenkrebszellen aus Abbildung
4.16 und Abbildung 4.18. Mikroskopiebilder aufgenommen mit einem 40x
Objektiv (NA 0,55) vor (a, ¢) und nach (b, d) der Bestrahlung mit Rontgen-
strahlen.

Unter der Annahme, das der Zellkern eine Dichte von eins hat und, und
82% der ihn treffenden Photonen absorbiert werden (Mittelwert der Absorp-
tion im Bild gemessen) ergibt sich eine Strahlenbelastung des Zellkernes
von 6 - 107 Gy bei einer Belichtungszeit von 20 Minuten. Nach [Howells]
ist der Zusammenhang zwischen Dosis und GroBe der zerstorten Struktur
(Vgl. Kapitel 2.2.5)

Dosis [Gy] = 1 - 103- Auflésung [nm].

Bei einer Auflosung von 300 nm wird eine Struktur in dieser Gro3enord-
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Abbildung 4.21: VergroBerung des Zellkernes aus Abbildung 4.20 ¢ und d.
Die Hologramme aus der Tomographieserie (Abbildung 4.18) wurden nach
60 (a) bzw. 180 (b) Minuten im Rontgenstrahl bei 20° bzw. 80° Drehwinkel
aufgenommen. Die Mikroskopiebilder wurden mit einem 40x Objektiv (NA
0,55) vor (c) und nach (d) der Bestrahlung mit Rontgenstrahlen aufgenom-

men.

nung also erst bei einer Dosis von 3 - 10! Gy beeintrichtigt. Umgedreht
kann davon ausgegangen werden, das bei der fiir die holographische Bild-
aufnahme bislang eingesetzten Strahlendosis Schddigungen der Zelle in der
GroBenordnung von 0,6 nm entstehen, also deutlich unter der momentan
erreichbaren Auflosung. Tabelle 4.2 zeigt die fiir das aufgenommene Holo-
gramm bestimmte Strahlendosis im Vergleich zu mit Rontgenmikroskopie
und Rontgenstreuung bestimmten strukturzerstorenden Dosen.

Sichtbare Strahlenschédden sollten also erst bei erheblich lingeren Be-
lichtungszeiten auftreten. Diese Berechnung wird von den aufgenomme-
nen Tomographieserien bestétigt. Abbildung 4.20 zeigt zwei Zellen die to-
mographisch aufgenommen wurden, und damit fiir die zehn Drehwinkel
200 Minuten bestrahlt wurden. Auch hier ist eine deutliche Verdnderung
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’ Dosis [Gy] \ Auflésung [nm] \ Verfahren ‘

1-10' 30 Rontgenmikroskopie bei 520 eV
5-10'" 60 Rontgenmikroskopie bei 520 eV
3-10° 25 Rontgenstreuung bei 520 eV

’ 6-10’ \ 300 \ Rontgenholographie bei 900 eV ‘

Tabelle 4.1: Strukturzerstorende Dosis bei Rontgenmikroskopie und Ront-
genstreuung fiir verschiedene StrukturgroBen aus [Howells]. Im Vergleich
dazu Dosis und erreichte Auflosung bei der Rontgenholographie.

der Struktur nach der Bestrahlung nur im Mikroskopiebild sichtbar.

Diese Verdnderung ist in den Tomographischen Bildserien (Abbildun-
gen 4.16 und 4.18) nicht zu erkennen. Abbildung 4.21 zeigt Ausschnitte der
Mikroskopiebilder der Zellen in Abbildung 4.20 und zum Vergleich zwei
Drehwinkel des gleichen Zellkernes aus Abbildung 4.18 nach 60 sowie 180
Minuten Bestrahlung. Die Struktur des Zellkerns hat sich dabei nicht sicht-
bar verindert.

Offensichtlich entstehen die beobachteten Verdnderungen der Struktur
erst nach dem Ausbau der Probe aus der Vakuumkammer. Hier liegt die
Vermutung nahe, das die Verinderungen durch Oxidation der Zellschiden
am Sauerstoff der Luft nach dem Beliiften der Vakuumkammer entstehen.
Wihrend der Aufnahme bleiben die Strukturen jedoch erhalten.
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4.3 Experimente bei FLASH (DESY)

Erste Experimente an einem Freie Elektronen Laser (FEL) wurden im De-
zember 2007 und im Juli 2008 an der Monochromator Beamline PG2 so-
wie der Beamline PGO bei FLASH (Free Electron Laser Hamburg) (DE-
SY) durchgefiihrt. Auch hier sind weitere Strahlzeiten bewilligt worden
und geplant. Im Unterschied zu BESSY stellt FLASH als Strahlungsqgel-
le der vierten Generation ganz besondere Anforderungen an die Apparatur.
Da stets nur einige Stunden Strahlzeit bewilligt wurden, musste die Justa-
ge des gesamten Aufbaus bereits im Vorfeld durch einen in das Strahlrohr
eingekoppelten Laser erfolgen. Auflerdem muss die Montage der Pinholes
sehr prizise erfolgen, da die Zeit um diese spiter mit dem Rontgenstrahl
zu suchen, sehr begrenzt ist. Aus diesem Grund wurden die hier gezeigten
holographischen Aufnahmen auch mit einem kommerziellen, 13 um dicken
Edelstahlpinhole mit einem Durchmesser von 1 um aufgenommen. Dieses
ist aufgrund seiner deutlich groeren Transmission sehr viel schneller und
einfacher zu finden.

4.3.1 Strahl und Kohiarenzstabilitit bei FLASH

Abbildung 4.22: Zwei aufeinanderfolgende Pulsziige bei FLASH. Deutlich
zu erkennen ist die sehr unterschiedliche Intensitit sowie die hohere Kohi-
renz im rechten Bild. Das Bild wurde bei einer Photonenenergie von 460 eV
mit einer Lungenkrebszelle als Streuobjekt und einem 1 um Pinhole aufge-
nommen.



4.3. EXPERIMENTE BEI FLASH (DESY) 87

Bei ersten Messungen fiel auf, das die Lage des Strahles, wie auch
die Kohirenz und Intensitit zwischen den einzelnen Pulsziigen stark vari-
iert. Abbildung 4.22 zeigt Bilder von zwei aufeinanderfolgenden Pulsziigen
aus einer Holographieserie mit 1 wm Pinhole und einer Lungenkrebszelle
als Probe. Dies ist auf die Erzeugung der Pulse zuriickzufiihren: fiir jeden
einzelnen Puls wird ein Elektronenpaket erzeugt, beschleunigt und emit-
tiert schlieBlich im Undulator Photonen. Kleinste Abweichungen bei diesem
Prozess fiihren dann zu leicht unterschiedlichen Pulsen.

4.3.2 Holographie Experimente

Abbildung 4.23: Hologramm (a) und Rekonstruktion (b) einer Diatomeen
Probe, aufgenommen bei FLASH mit einem 1 wm Pinhole bei 155 eV
[Rosenhahn09].

Abbildung 4.23 zeigt Mikroskopiebild und Rekonstruktion eines fos-
silen Diatomees, aufgenommen mit einem 1 um Pinhole ohne Monochro-
mator bei einer fundamentalen Wellenlidnge von 155 eV. Hier wurden wie
auch schon bei BESSY fiinf Bilder mit einer Belichtungszeit von jeweils
60 Sekunden aufgenommen, die Drift korrigiert, aufsummiert und dann nu-
merisch rekonstruiert. Die Auflosung wurde anhand von Linienprofilen be-
stimmt und betrug 620 nm. Abbildung 4.24 zeigt eine mit den gleichen Pa-
rametern aufgenommene Fibroblastenzelle, die Rekonstruktion, sowie zwei
Mikroskopiebilder dieser Zelle, aufgenommen mit Durchlicht und mit Pha-
senkontrast. Die numerische Apertur betrug hier nur 0,008. Trotzdem kon-
nen Strukturen im Zellkern, die vergleichbar mit den Mikroskopiebildern
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Abbildung 4.24: Hologramm (a) und Rekonstruktion des Hologrammes (b)
einer Fibroblastenzelle mit einem 1 um Pinhole bei 155 eV. Mikroskopie-
bilder der selben Zelle aufgenommen mittels DIC (100x, NA 0,9) (c) und
Phasenkontrast (20x NA 0,45) (d) [Rosenhahn09].

sind, aufgelost werden. Aufgrund der raumlichen Filterung durch das Pin-
hole konnte hier nur ein Anteil von ungefihr 10 der in einem Puls vorhan-
denen Photonen verwendet werden, weshalb die Aufnahmen ungefidhr 6300
Einzelpulse enthalten. Eine genauere Fokussierung des Strahles durch Zo-
nenplatten, so das 10% der in einem Puls enthaltenen Photonen genutzt wer-
den, konnte hier jedoch Einzelpulsmessungen ermoglichen [Rosenhahn(09].
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Abbildung 4.25: CXDI Streumuster einer Fibroblastenzelle, aufgenommen
bei 155 eV. Deutlich zu erkennen ist die zentrale Strahlblende als Kreis in
der Mitte.

4.3.3 CXDI und Fourier Holographie Experimente

Auch CXDI (Coherent X-ray Diffraction Imaging) Experimente sind mit
der neuen Apparatur moglich. Dazu wurde direkt vor der Kamera ein moto-
risierter Halter fiir Mittenstops (Beamstops) unterschiedlicher Grofle mon-
tiert. Mit thm konnten verschieden groe Epoxidharzkiigelchen in den di-
rekten Strahl bewegt werden, um ihn vor der Kamera zu blockieren und
damit diese vor Schiden zu bewahren. Abbildung 4.26 zeigt schematisch
ein solches Experiment im Vergleich zur Holographie. Der Halter fiir die
Pinholes wird in diesem Fall vollstindig aus dem Strahlengang gefahren.
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Abbildung 4.26: Struktur eines CXDI Experimentes: der Synchrotron Strahl
trifft zunichst auf die Probe, die zur Streuung der Photonen fiihrt. Der di-
rekte Strahl wird vor der Kamera durch einen Mittenstop absorbiert, das ihn
umgebende Streumuster wird aufgenommen (a). Bei der Fourier Hologra-
phie befindet sich hier zusétzlich ein Referenzpunkt auf der Probe. Bei der
In-Line Holographie (b) ist vor der Probe ein Pinhole im Strahlengang, auf
den Mittenstop vor der Kamera kann deshalb verzichtet werden.

Die Probe wird nun ohne Pinhole mit dem direkten Strahl belichtet und
das Streumuster um die Strahlblende herum aufgenommen. Abbildung 4.25
zeigt ein so aufgenommenes Streumuster einer Fibroblastzelle.

Bei der Fourier Holographie entsteht eine zusitzliche Referenzwelle aus
einem Referenzloch in der Probe. In dem Fall der Navicula Probe konnte je-
doch gezeigt werden, das dieses Verfahren auch mit einem punktférmigen
Referenzobjekt auf der Probe funktioniert. Dies fithrt dazu, dass das CXDI
Bild durch einfache Fourier Transformation in ein Realraumbild iiberfiihrt
werden kann. Abbildung 4.27 zeigt die durch CXDI, Holographie und Fou-
rier Holographie entstandenen Bilder einer Navicula Probe aufgenommen
bei einer Photonenenergie von 460 eV. Deutlich sichtbar ist hier allerdings,
dass wie zu erwarten die Auflosung der Holographie mit einem 1 um Pinho-
le sowie der Fourier Holographie schlechter als die des lichtmikroskopisch



4.3. EXPERIMENTE BEI FLASH (DESY) 91

Abbildung 4.27: Mikroskopiebild (a), Rekonstruktion des Hologramms (b),
CXDI Bild (c) und Rekonstruktion der Fourier Holographie (d) einer Navi-
cula Probe bei 155 eV. Das Mikroskopiebild wurde mit einem 40x Objektiv
(NA 0,55) aufgenommen, das Hologramm mit einem 1 um Pinhole.

aufgenommenen Bildes sind.
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4.4 Zonenplatten

Synchrotronstrahl
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Abbildung 4.28: Skizze der Zonenplattenexperimente. Die Zonenplatte war
dabei an den Pinholehalter montiert und befand sich leicht hinter dem Fo-
kuspunkt der Beamline. Am Probenhalter war die Order sorting Aperture
(OSA) montiert. Sie wurde fiir die folgenden Experimente in allen drei
Raumachsen verfahren. Eine Probe befand sich nicht im Strahlengang.

Der Einsatz von Zonenplatten um den Strahl auf das Pinhole zu fokus-
sieren und so einen deutlich hoheren Photonenfluss zu erhalten stellt einen
nichsten Entwicklungsschritt der Rontgenholographie dar. Auf diese Wei-
se konnen die Belichtungszeiten deutlich verkiirzt werden, und so auch in
Energiebereichen mit sonst viel zu niedrigem Photonenfluss Hologramme
aufgenommen werden. Aullerdem erlaubt eine gute Fokussierung des Ron-
tenstrahles die Verwendung noch kleinerer Pinholes, mit denen dann ei-
ne entsprechend hohere Auflosung der Hologramme zu erzielen wire. Bei
FLASH konnten mit einer prizisen Strahlfokussierung durch eine Zonen-
platte Einzelpulsaufnahmen méglich werden.

Sowohl bei BESSY wie auch bei FLASH wurden erste Experimente mit
Zonenplatten durchgefiihrt. Die bei BESSY verwendeten Zonenplatten wur-
den uns von S. Rehbein zur Verfiigung gestellt. Sie bestehen aus einer 50 nm
dicken Siliziumnitrid Membran. Sie haben 280 Zonen aus 180 nm Nickel,
der Radius betridgt 45 um, die dullerste Zone hat eine Breite von 80 nm.
Daraus ergibt sich eine Brennweite von 3 mm bei 2,4 nm Wellenléinge.

Bei dem ersten Experiment wurde auf dem Pinholehalter eine Zonen-
platte und auf dem Probenhalter ein groes Pinhole als Order Sorting Ap-
perture (OSA) montiert, eine Probe befand sich nicht im Strahlengang. Die
OSA wurde dann im Strahl um den Fokus der Zonenplatte bewegt, um die-
sen zu finden (Abbildung 4.28). Abbildungen 4.29, 4.30 und 4.31 zeigen die
dabei entstandenen Aufnahmen und das die Zonenplatte die lange Bestrah-
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Abbildung 4.29: Abbildung des Strahls bei BESSY durch eine Zonenplat-
te. Die Order Sorting Apperture (OSA) befand sich dabei 500 um hin-
ter dem Brennpunkt der Zonenplatte. Im mittleren Bild ist die OSA vor
der Zonenplatte zentriert, bei den dufleren Bildern um jeweils 1 um nach
oben/unten/rechts/links/diagonal verschoben.

lung bei BESSY problemlos iiberstanden hat.

Allerdings zeigen die Bilder auch, dass die Zonenplatte in etwa um ihre
Brennweite hinter dem Fokus der Beamline montiert war. Dadurch wur-
de der Strahl anndhernd parallelisiert und auf dem CCD-Chip abgebildet.
Durch die unterschiedlichen horizontalen und vertikalen Fokusldngen der
Beamline entstehen die unterschiedlichen Muster der Abbildungen. Hier
zeigt sich, das eine Verfahrmoglichkeit entlang der Strahlachse, die fiir die
Pinoles nicht nétig war, fiir Zonenplatten unerlésslich ist.
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Abbildung 4.30: Abbildung des Strahls bei BESSY durch eine Zonenplatte.
Die Order Sorting Apperture (OSA) befand sich hier im Brennpunkt der
Zonenplatte. Im mittleren Bild ist die OSA vor der Zonenplatte zentriert, bei
den duBeren Bildern um jeweils 1 um nach oben/unten/rechts/links/diagonal
verschoben.
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Abbildung 4.31: Abbildung des Strahls bei BESSY durch eine Zonen-
platte. Die Order Sorting Apperture (OSA) befand sich dabei 500 um
vor dem Brennpunkt der Zonenplatte. Im mittleren Bild ist die OSA vor
der Zonenplatte zentriert, bei den dufleren Bildern um jeweils 1 wm nach
oben/unten/rechts/links/diagonal verschoben.



Kapitel 5

Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde eine neue Apparatur, primir fiir die Holographie mit
Synchrotronstrahlung, entwickelt. Dies ist besonders interessant, da es auf
diese Weise moglich ist Proben linsenlos, also auch ohne Abbildungsfehler
durch Linsen aufzunehmen. Synchrotronstrahlung bietet sich an, da zum
einen durch die kurzen Wellenlingen eine hohe Auflosung erzielt werden
kann, zum anderen kann bei Wellenlingen im Wasserfenster (2,3 nm bis
4,4 nm) der materialspezifischer Kontrast der Probe ausgenutzt werden, eine
aufwendige Féarbung ist bei der Pridparation also nicht notig.

Zunichst wurden erste Testmessungen bei BESSY mit einer anderen
Vakuumkammer durchgefiihrt, um die praktische Umsetzbarkeit dieser Idee
zu demonstrieren und ein Anforderungsprofil fiir die eigene Apparatur zu
erstellen. Dabei konnten nicht nur erste erfolgreich aufgenommene Holo-
gramme [Rosenhahn(07] sondern auch materialspezifischer Kontrast am Bei-
spiel von Eisenoxid- und Polystyrolpartikeln gezeigt werden [RosenhahnO8].

Nach den sich auf diese Weise herauskristallisierten Anforderungen wur-
de dann mit der Planung der neuen Apparatur begonnen. Dabei wurde von
Beginn an auf ein moglichst flexibles Konzept, basierend auf einem opti-
schen Tisch in einer groen Vakuumkammer, gesetzt um spétere Erweite-
rungen der Apparatur einfach umsetzen zu kénnen. Von Anfang an wurde
die Apparatur in einer 3D-CAD Software geplant und gezeichnet, um jeder-
zeit einen genauen Uberblick iiber alle Komponenten und deren Anordnung
gegeneinander zu haben, und Unstimmigkeiten so bereits vor dem Bau der
einzelnen Komponenten erkennen zu kdnnen.

Noch wihrend der Planung wurden erste Komponenten beschafft und
deren Verwendbarkeit im Vakuum getestet. Nach Abschlufl der Planung
wurden die fiir die Apparatur bendtigten Teile in der Werkstatt des Insti-
tutes gefertigt, bzw. kommerziell erhiltliche Komponenten bestellt und der
Aufbau montiert.
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Nach ausgiebigen Funktionstests im Labor wurden erste Messungen bei
BESSY und FLASH durchgefiihrt um die Funktionsfihigkeit des Systems
zu demonstrieren. Die dabei gewonnenen Erkenntnisse fiihrten zur weiteren
Verbesserungen der Apparatur, wie zum Beispiel das automatische Stick-
stoffnachfiillsystem, oder die zusitzlichen Kiihllitzen, um die thermische
Stabilitédt zu erhohen und dadurch die mechanische Drift zu verringern.

Bei diesen Strahlzeiten wurde am Beispiel von fossilen Diatomeen eine
Auflosung der Rekonstruktion des Hologrammes von 164 nm gezeigt, und
damit die bisher mit digitaler In-Line Holographie erreichte Auflosung um
den Faktor zwei verbessert. Aulerdem konnten erstmals holographisch auf-
genommene Materialkontraste im Zellkern am Beispiel von Fibroblasten
gezeigt werden. Anhand von Lungenkrebszellen wurde die hervorragende
Abbildbarkeit von Nucleoli gezeigt, die Entstehung von Strahlenschiden
wihrend der Aufnahme konnte ausgeschlossen werden. Auch wurden zum
ersten mal Chromosomen mit weicher Rontgenstrahlung hochaufgelost ho-
lographisch abgebildet [Barth09]. Der Funktionsnachweis der Tomographie
am Beispiel von Lungenkrebszellen vervollstindigt diesen Uberblick.

Bei ersten Strahlzeiten bei DESY konnten erstmals Hologramme mit ei-
nem Freie Elektronen Laser aufgenommen und rekonstruiert werden. Die
Flexibilitdt der Apparatur fiir unterschiedliche Experimente wurde durch
CXDI Messungen in Kollaboration mit verschiedenen anderen Arbeitsgrup-
pen erfolgreich unter Beweis gestellt [Mancuso].

Hier wurden auch die Unterschiede zwischen digitaler In-Line Hologra-
phie und anderen bildgebenden Verfahren deutlich. Im Vergleich zu Fourier
Holographie wird kein Referenzloch oder Referenzobjekt in der Probe be-
notigt, was die Probenpriparation deutlich vereinfacht. Im Unterschied zu
Kohirenter Rontgenstreuung wird keine zentrale Strahlblende eingesetzt, so
dass auch die niederfrequenten Informationen aus der Probe aufgezeichnet
und fiir die Rekonstruktion verwendet werden konnen. Die Auflosung di-
gitaler In-Line Holographie ist momentan mit beiden Verfahren noch nicht
vergleichbar, liegt aber bereits im Bereich der klassischen Lichtmikrosko-
pie, wobei hier, wie bereits eingangs erwihnt, auf ein Farben der Probe
verzichtet, und materialspezifischer Kontrast abgebildet werden kann. Dies
verhindert besonders bei biologischen Proben wie Zellen mogliche Struk-
turverdnderungen und in Zukunft, bei hoheren Auflésungen, sterische Ab-
beration.

Eine zukiinftige Weiterentwicklung wird die Verwendung von noch klei-
neren Pinholes sein, um die Auflésung der Rekonstruktion weiter zu verbes-
sern. Dazu notwendig ist der Einsatz von Zonenplatten, um den Synchro-
tronstrahl auf das Pinhole zu fokussieren, und so bei noch kleineren Pinholes
einen hohen Photonenfluss und damit eine kurze Belichtungszeit zu gewihr-
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leisten. Erste Experimente dazu wurden sowohl bei BESSY als auch bei
FLASH durchgefiihrt und zeigen die Moglichkeiten dieser Idee. Momen-
tan wird ein zusétzlicher, motorisierter Haltearm in der Vakuumkammer fiir
solche Experimente mit Zonenplatten entwickelt. Damit werden dann auch
Einzelpulsexperimente bei FLASH moglich, fiir die momentan der Photo-
nenfluss aufgrund der rdumlichen Filterung des Strahles durch das Pinhole
noch nicht ausreicht.

Der Materialkontrast in Zellen stellt nach wie vor ein interessantes For-
schungsgebiet dar. Hier wiren weitere Experimente zum Beispiel an der
Phosphorkante bei 135 eV interessant, um DNS Dichteverteilungen ohne
Firbung abbilden zu konnen. Dazu wiirden sich zunéchst in der Metaphase
synchronisierte Zellen anbieten, da hier die Dichte der DNS deutlich grofer
ist, als bei den in dieser Arbeit verwendeten, nicht synchronisierten, Zellen.
Auch die Tomographie lieBe sich hier zur Steigerung der Auflosung sinnvoll
einsetzen.

SchlieBlich ist der Bau des bereits geplanten Kryotransfersystems anzu-
merken. Damit kdnnen in Zukunft Proben ohne aufwendige Trocknung am
kritischen Punkt und damit deutlich schonender fiir deren Struktur in die
Vakuumkammer eingebracht und abgebildet werden.



Anhang A

Technische Zeichnungen

6xDN4OCF
2xDN63CF
1xDN100CF

1xDNIS0CF |

Abbildung A.1: CAD Zeichnung der Riickseite der Experimentierkammer
mit rechts angebrachtem differentiellen Pumpstiick.
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v

1x Dl\"lSl]Cl"[ .

6x DN 40 CF
~ 2x DN100CF

2x DN 150 CF

6x DN 40 CF
7x DN 63 CF

1x DN200CF

Abbildung A.2: CAD Zeichnung der Tiirseite der Experimentierkammer.
Oben ist die Turbomolekularpumpe und das Ventil zur Transferkammer zu
erkennen.
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Abbildung A.4: CAD Zeichnung des Spiegelhalters. Er besteht aus zwei
Dreiecken, von denen eines fiir die Strahljustage mit Phosphor beschichtet
wurde. Auf das andere Dreieck wurde der Spiegel aufgeklebt.
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Abbildung A.5: CAD Zeichnung des Spiegelhalterarmes an einem CF 40

Flansch mit montiertem Spiegelhalter.
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Abbildung A.6: CAD Zeichnung des dufleren Transportgestelles.
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Abbildung A.7: CAD Zeichnung des inneren Transportgestelles.
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Software

|

D Transfer ) Kammer
& [NaN @ 87E-8

J Diff.

Pumpstiick

& 1,6E-8

Lastunq N0 2

'-E',f"?'_:—-mw

20
Scroll 1
0@ 8 1w &) 7,6E-3
o : T | O
(J\ Scroll 2
X [ i V) 5,2E-3
’ oA @ - ’ o T r
| | I ‘ O
e ki 27.11.08 15:40

o 23,9°C

o 214°C

W 23,9°C

o 25,6°C

o 25.2°C

o -164,8°C

Referenz

Boden
) 39,5°C
Deckel

PTR
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Abbildung B.1: Hauptfenster der Uberwachungssoftware mit Anzei-
gen fiir Driicke und Temperaturen. Unten sind die Schaltflachen fiir
den Alarm und dessen Grenzwerte zu erkennen.
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Abbildung B.2: Initialisierungsroutinen fiir die Druck- und Temperaturmes-
sung.
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Abbildung B.3: Hauptschleife der Uberwachungssoftware mit Druck- und
Temperaturanzeige, Soll- und Istwertvergleich sowie Alarmfunktionen.
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KithiFalle 0,00 -140

Anwenden

Anwenden + Speichern

Abbildung B.4: Bedienfeld der Druckiiberwachung. Hier konnen die Alarm-
grenzwerte fiir Driicke und Temperaturen eingestellt werden.
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Abbildung B.5: Schaltplan des Bedienfeldes zum Einstellen der Grenzwerte
der Druck- und Temperaturiiberwachung.
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Schaltplane
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Abbildung C.8: Schaltplan der Steuerung der Ultrahochvakuumventile zwi-
schen differentiellem Pumpstiick und Beamline, sowie des Interlockaus-
gangs fiir die Beamline.
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