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Einleitung

Bereits unmittelbar nach der Entdeckung der Réntgenstrahlen durch
W.C. Rontgen im Jahr 1895 wurde versucht, diese Strahlung fiir die
Mikroskopie nutzbar zu machen. Weil die Versuche erfolglos waren, verfes-
tigte sich die Ansicht, dass man mit solchen Versuchen aus physikalischen
Griinden keinen Erfolg haben kénne. So hat noch 1979 Ernst Ruska, einer
der Erfinder des Elektronenmikroskops und spiterer Nobelpreistriger, zwei
Argumente gegen die Entwicklung eines Rontgenmikroskops vorgebracht
[1]: Weil fir Rontgenstrahlen die Brechzahl nur wenig von 1 abweicht,
konne man keine Brechungslinsen fiir Réntgenstrahlen bauen. Zum an-
deren sei die Wechselwirkung von Rontgenstrahlen mit Materie so gering,
dass man nicht hoffen kénne, Teilchen von sublichtmikroskopischer Aus-
dehnung mit geniigendem Kontrast sichtbar zu machen.

Dennoch gab es gute Argumente fiir die Entwicklung eines Réntgenmi-
kroskops: 1. Nach Ernst Abbe ist die kleinste Strukeur, die man mit einem
Mikroskop sichtbar machen kann, proportional zur Wellenlinge der be-
nutzten Strahlung. Die kurzen Wellenlingen der Réntgenstrahlen lassen
daher prinzipiell eine hohe riumliche Auflssung zu. 2. Hinreichende Kon-
traste kann man bei der Abbildung mit Réntgenstrahlen dadurch erzielen,
dass man sehr weiche Rontgenstrahlen nutzt. Das hat schon Hans Wolter in
den fiinfziger Jahren erkannt [2]. 3. Zur Abbildung kann man statt der Bre-
chung die Beugung nutzen, d.h., man kann Zonenplatten als Beugungs-
optiken einsetzen. Die Eigenschaften solcher Kreisgitter sind schon seit
1875 bekannt. Friihe Vorschlige zum méglichen Einsatz von Zonenplatten
als Rontgenoptiken sind in einem Ubersichtsartikel [3] zusammenfassend
dargestellt. 4. Da fiir Réntgenstrahlen die Brechzahl nur wenig von 1 ab-
weicht, gibt es — ganz im Gegensatz zur Abbildung mit sichtbarem Licht —
keine Streureflexion an Grenzflichen des abzubildenden Objekts. Diese fiir
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die Rontgenmikroskopie sehr wichtige Erkenntnis findet man bereits im
bekannten Lehrbuch ,Einfithrung in die Physik“ von R. W. Pohl [4] und
bedeutet, dass sehr klare Bilder auch von relativ dicken Objekten erwartet
werden kénnen. Besonders wichtig ist dies fiir tomographische Untersu-
chungen.

Die moderne hochauflésende Réntgenmikroskopie wurde méglich
durch die Entwicklung von Zonenplatten als Réntgenobjektive und Rént-
genkondensoren, die in der Optischen Abteilung der Géottinger Sternwarte
entwickelt wurden [5]. Die Zonenplattenstrukturen, d. h. konzentrische
Ringe mit nach auflen abnehmender Ringbreite, wurden mit Hilfe von
Laserinterferenzen erzeugt und anschlieflend mit Verfahren der Nanostruk-
turtechnik in absorbierende bzw. phasenschiebende Strukturen iibertragen.
Neben der Optikentwicklung war fiir die Rontgenmikroskopie sehr wich-
tig, dass Elektronenspeicherringe als Réntgenquellen zur Verfiigung stan-
den, deren spektrale Brillanz — ein Maf} fiir die Helligkeit — seit 1960 um
mehr als zehn Groflenordnungen gesteigert werden konnte. Ende der sieb-
ziger/Anfang der achtziger Jahre wurden in Géttingen die ersten Rontgen-
mikroskope mit Zonenplatten entwickelt und am Deutschen Elektronen-
synchrotron (DESY) in Hamburg [6], am Elektronenspeicherring ACO in
Paris/Orsay [7] und ab 1982 am Elektronenspeicherring BESSY in Berlin
[8] aufgebaut und betrieben. Die Rontgenkondensoren dienen dabei zur
Beleuchtung der zu untersuchenden Objekte, die Réntgenobjektive zur Er-
zeugung vergroflerter Bilder der Objekte. Anfang der achtziger Jahre ist es
so gelungen, Strukturen mit einer Auflésung von 50 nm abzubilden und
damit das oben genannte Vorurteil experimentell zu widerlegen.

Durch diese Ergebnisse sowie durch die Entwicklung der Rasterrontgen-
mikroskopie in Géttingen, London und insbesondere an der State Univer-
sity of New York in Stony Brook, USA, hat sich ein grofles Forschungs-
gebiet entwickelt. Im Fachbereich Physik der Universitit Géttingen wurde
dafiir das Institut fiir Rontgenphysik gegriindet, in dem von 1988 bis 2002
in gut ausgestatteten Laboratorien an der Weiterentwicklung von Ront-
genoptiken, Réntgenmikroskopen und Réntgenquellen gearbeitet werden
konnte. In Géttingen wurde die Phasenkontrast-Réntgenmikroskopie ent-
wickelt [9], die es ermdglicht, auch mit hirterer Rontgenstrahlung hohe
Kontraste zu erzielen, ebenso die Kryo-Réntgenmikrokopie [10] und die
rontgenmikroskopische Tomographie [11] zur dreidimensionalen Abbil-
dung von Objekten mit hoher Auflésung. Mit dem am BESSY betriebenen
Réntgenmikroskop wurden mit polarisierter Réntgenstrahlung magneti-
sche Strukturen abgebildet [12]. Genannt seien auch die Untersuchungen
zur Morphologie und Dynamik kolloidaler Syteme [13].
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Inzwischen werden weltweit Rontgenmikroskope sowie Rasterrontgen-
mikroskope weiterentwickelt und fiir Grundlagenforschung und ange-
wandte Forschung eingesetzt. Die Grundlagenforschung wird noch vor-
wiegend an Synchrotronstrahlquellen, also in groflen Forschungszentren
durchgefiihrt. Es gibt aber immer bessere kompakte Laborquellen mit hin-
reichender Intensitit. Mehrere Firmen bauen und vertreiben Rontgen-
mikroskope und Rasterréntgenmikroskope.

Diffraktive Rontgenlinsen werden inzwischen in vielen Labors weiter-
entwickelt. Dabei werden die Zonenstrukturen mit modernen Methoden
der Elektronenstrahl-Lithographie erzeugt mit dem Ziel, die beste bisher
erreichte Auflésung von etwa 10 nm noch zu verbessern und mit einem
hohen Wirkungsgrad der Optiken zu verbinden [14].

Parallel zur Verbesserung der Réntgenoptiken, der Rontgenquellen und
der Mikroskope sind viele Anwendungsgebiete erschlossen worden. In [15]
sind Anwendungsgebiete mit den jeweiligen Literaturstellen zusammenge-
stellt. Genannt seien hier aus der Materialforschung Untersuchungen an
integrierten Schaltkreisen unter Nutzung der groflen Reichweite der Ront-
genstrahlen, Untersuchungen zur Morphologie und zu dynamischen Pro-
zessen magnetischer Nanostrukturen sowie Untersuchungen an Polymeren,
Solarzellen, Batterien, Brennstoffzellen und Katalysatoren. Da die Ront-
genmikroskopie gut geeignet ist fiir die Untersuchung von Systemen, de-
ren natiirliche Struktur und Funktion an ein wissriges Medium gebunden
sind, werden kolloidale Systeme, Bodenstrukturen, Sedimente und Bio-
filme analysiert. Morphologische Untersuchungen dienen dabei zur Unter-
suchung von Aggregations- und Ausfallreaktionen, die Nahkantenspektro-
skopie zur chemischen Analyse mit hoher riumlicher Auflssung. Aus dem
Gebiet der Lebenswissenschaften sollen im folgenden zwei Anwendungs-
gebiete diskutiert werden, nimlich die réntgenmikroskopische Tomogra-
phie zur dreidimensionalen Darstellung intakter Zellen und die rontgen-
induzierte Réntgenfluoreszenz zur Elementanalyse und zur Messung von
Spurenelementen in biologischen Proben.

Rintgenmikroskopische Tomographie

Der wesentliche Vorteil der Réntgentomographie besteht darin, dass mit
ihr 3D-Bilder von relativ dicken (5-15 m), intakten Zellen ohne che-
mische Fixierung, ohne Dehydratation und chemische Firbung und ohne
Schneiden in diinne Scheiben gewonnen werden kénnen.

Zur dreidimensionalen Darstellung von Zellen werden diese nacheinan-
der unter verschiedenen Winkeln in Winkelschritten von z. B. einem Grad



250 Giinter Schmahl

abgebildet. Aus dem Datensatz von 120 bis 180 2D-Bildern, aufgenommen
mit einer CCD-Kamera, wird mit Hilfe von Rekonstruktionsalgorithmen,
wie sie z. B. aus der medizinischen Computertomographie (CT) bekannt
sind, die 3D-Struktur der Objekte rekonstruiert. Im Institut fiir Réntgen-
physik gelang im Jahre 2000 die erste rontgenmikroskopische tomographi-
sche Rekonstruktion der Alge Chlamydomonas reinhardtii mit 60 nm Auf-
16sung [11], in Berkeley wurden Hefezellen Saccharomyces cerevisiae mit der
gleichen Auflosung tomographisch dreidimensional dargestellt [16]. Diese
Arbeiten haben gezeigt, dass die rontgenmikroskopische Tomographie sehr
gut geeignet ist, die subzellulire Architektur und Organisation in intakten
Eukaryontenzellen dreidimensional darzustellen, ohne dass kontrasterhs-
hende Firbungen notwendig sind. Die sehr hohen Bildkontraste werden
durch die unterschiedliche Absorption der Réntgenstrahlen durch das bio-
logischen Material und durch Wasser gegeben. Es ist lediglich notwendig,
die Objekte bei tiefen Temperaturen abzubilden (Kryomikroskopie bei ei-
ner Temperatur von etwa 90 K), weil dadurch der Einfluss von Strahlen-
schiden auf die strukturelle Stabilitit der Zellen deutlich reduziert und sts-
rende Bewegungsvorginge vermieden werden. Bereits 1998 hat G. Schnei-
der in einer fiir die Tomographie grundlegenden Arbeit theoretisch und
experimentell gezeigt, dass es mit Hilfe der Kryomikroskopie méglich ist,
Zellen mit einer Auflssung von besser als 10 nm abzubilden, ohne dass auf
dieser Skala strukturelle Anderungen sichtbar werden [10]. In den benutz-
ten Rontgenmikroskopen war allerdings in der Fokalebene des Kondensors
nur Platz fiir kleine Objekthalter in Form diinner Glaskapillaren. Zellen,
die auf Objekrtrigern flach angewachsen sind — wie in der Licht- und der
Elektronenmikroskopie iiblich — konnten nicht untersucht werden.
Nachdem die Fakultit fiir Physik sich 2002 dafiir entschieden hatte,
in Géttingen auf linsenlose réntgenmikroskopische Verfahren zu setzen,
wurde das in Géttingen begonnene Forschungsgebiet der Rontgenmikro-
skopie mit diffraktiven Réntgenlinsen Schrite fiir Schritt in Berlin wie-
der neu aufgebaut. Am Helmholtz-Zentrum fiir Materialien und Ener-
gie wurde unter Leitung von G. Schneider neben der Weiterentwicklung
der Rontgenlinsen [14] ein neues Réntgenmikroskop entwickelt, das meh-
rere Vorteile gegeniiber den bisher eingesetzten Systemen aufweist [17].
Das Mikroskop ist hinter einem Monochromator aufgebaut und enthilt
eine elliptisch geformte Glaskapillare als Spiegelkondensor, gefolgt von ei-
nem Zonenplattenobjektiv. Diese optische Anordnung lisst Untersuchun-
gen mit hoher spektraler Auflésung zu. Die hohe Photonendichte in der
Objektebene erlaubt die Aufnahme von Bildern mit Belichtungszeiten im
Sekundenbereich. P. Guttmann et al. haben diese Eigenschaften des neuen
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Mikroskops genutzt, um mit einer spektralen Auflssung von M AX = 104,
einer riumlichen Auflssung von 25 nm und einem Bildfeld von 15-20 pm
mit Hilfe der Nahkantenspektroskopie und polarisierter Réntgenstrahlung
die elektronischen Eigenschaften von Titandioxyd-Nanostibchen zu unter-
suchen [18]. Bemerkenswert ist u. a., dass die Daten hundert Mal schneller
gesammelt werden konnen als mit Rasterrontgenmikroskopen, die bisher
fiir solche Untersuchungen eingesetzt werden. Damit kénnen eine grofle
Zahl von Nanostrukturen untersucht und statistische Informationen ge-
wonnen werden.

Fiir die Tomographie reicht der Platz in der Fokalebene des Kondensors
aus, um auch Zellen abzubilden, die auf flachen, drehbar in einer Kryo-
kammer angeordneten Objekttrigern gewachsen sind. Diese Eigenschaft
wurde genutzt, um intakte Adenokarzinomzellen der Maus im Kryozu-

Abbildung 1: Réntgenmikroskopische Bilder einer intakten Adenokarzinomzelle der
Maus. Die Bilder sind optische Schnitte durch das tomographisch rekonstruierte Volu-
men der unfixierten, ungefirbten Zelle im Kryozustand und zeigen hohe natiirliche Kon-
traste. Skala 0.39 pm. Man erkennt Nucleoli (Nu) und Kernmembrankanile (NMC) im
Zellkern, Mitochondrien (M), sich teilende Mitochondrien (DM) und Filamente (F)
im Cytoplasma, Auflésung 36 nm. (Reproduziert mit Erlaubnis der Nature Publishing
Group aus G. Schneider et al., Three-dimensional cellular ultrastructure resolved by X-ray
microscopy, Nature Methods 7, 985-987, Supplement 2010).
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stand dreidimensional abzubilden. Abbildung 1 zeigt fiinf 20 nm dicke op-
tische Schnitte durch das rekonstruierte Volumen einer solchen Zelle mit
sehr hohen natiirlichen Kontrasten [19]. Eine ausfiihrliche Darstellung von
Ultrastrukeuren von Zellen aus solchen Untersuchungen und ein Vergleich
mit Aufnahmen der Elektronenmikroskopie finden sich in [20]. Die Kryo-
Elektronentomographie liefert zwar Bilder mit héherer Auflésung, ist aber
auf kleine Objekte bzw. Schnitte von Zellen mit Schichtdicken von 1 pm
oder weniger beschrinkt. Die 3D-Rekonstruktion ganzer Zellen ist damit
sehr aufwendig. Um fiir die 3D-Darstellung von Zellen mit der réntgenmi-
kroskopischen Tomographie eine hohere Auflssung zu erreichen, miissen
in Zukunft Réntgenobjektive mit hoherer riumlicher Aufldsung eingesetzt
werden. Damit verringert sich aber die Schirfentiefe der Optiken auf Wer-
te, die die Dicke von typischen, auf flachen Substraten gewachsenen Zellen
unterschreiten.

Verschiedene Losungen dieses Problems sind in [17] diskutiert. So
konnen z. B. tomographische Abbildungen mit Réntgenstrahlen kiirzerer
Wellenlingen — und damit wesentlich groflerer Schirfentiefen der Op-
tiken — im Phasenkontrast durchgefiihrt werden. In der Réntgenholo-
graphie, einer scheinbar naheliegenden Methode zur dreidimensionalen
Abbildung von Zellen, miissen die durch die Verwendung kohirenter
Strahlung entstehenden Stérinterferenzen (Speckel) eliminiert werden. Das
ist ein Grund dafiir, dass die holographische Mikroskopie komplexer Struk-
turen im Sichtbaren, obwohl wesentlich einfacher als die Réntgenholo-
graphie, bereits in den sechziger Jahren praktisch gescheitert ist.

Die Auflssung von Réntgenmikroskopen reicht aus, biologische Frage-
stellungen zu bearbeiten. Ein Beispiel ist die quantitative Analyse der drei-
dimensionalen Verteilung von Viren verschiedener Reifegrade in Zellen
[21]. Ein anderes Beispiel sind Untersuchungen von Virus-induzierten
Vesikeln in Zellkernen mit Hilfe der Korrelationsmikroskopie, d. h. Unter-
suchungen der gleichen Objekte mit Fluoreszenzstrahlung im Sichtbaren
und mit Réntgenstrahlen, wie sie mit dem Réntgenmikroskop in Berlin
moglich sind [22].

Rintgenfluoreszenzanalyse

Bestrahlt man Objekte mit Rontgenstrahlen oder Elektronen, senden die-
se fiir die bestrahlten Elemente charakreristische Réntgenstrahlen aus, die
es erlauben, Elementhiufigkeiten zu messen und biologische Proben auf
Spurenelemente zu untersuchen. In Mikroskopen gelingt dies mit ho-
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her raumlicher Auflssung. Die Anregung der charakeeristischen Rontgen-
emission mit Réntgenstrahlung hat gegeniiber der Anregung mit Elektro-
nen zwei Vorteile: Zum einen ist die Empfindlichkeit 100 bis 1000 Mal
grofler. So wird mit der réntgeninduzierten Réntgenfluoreszenzanalyse ei-
ne Empfindlichkeit von etwa 107" Mol/pm? erreicht, dem entsprechen
einige 1000 Atome im bestrahlten Gebiet. Zum anderen haben die an-
regenden Rontgenstrahlen eine wesentlich groflere Reichweite in den Ob-
jekten als Elektronen.

Zur réntgenmikroskopischen Fluoreszenzanalyse werden Rasterront-
genmikroskope mit diffraktiven Optiken eingesetzt. Dabei wird die Pro-
be punktférmig nacheinander abgetastet, und es wird fiir jeden Punkt
mit Hilfe von Silizium-Detektoren, die um den Probenhalter angeordnet
sind, die elementspezifische Rontgenstrahlung gemessen. Inzwischen hat
die rontgeninduzierte Rontgenfluoreszensanalyse eine breite Anwendung
gefunden. Aus den Lebenswissenschaften seien hier drei Beispiele erwihnt.
Untersucht werden z. B. die durch Asbestfasern verursachten Eisen- und
Magnesiumverteilungen in Lungenzellen [23], die Verteilung der Kupfer-
konzentration in Leberzellen (Morbus Wilson Krankheit) [24] und die Ver-
teilung von Aluminium in Blittern von Teepflanzen [25], die auch auf Bs-
den mit groffer Aluminiumkonzentration wachsen. Die Messungen haben
gezeigt, dass sich das Aluminium nur im Apoplast der Epidermis, nicht
aber im intrazelluliren Kompartiment sammelt. Eine detaillierte Wiirdi-
gung der mit Réntgenmikroskopen und Rasterréntgenmikroskopen erziel-
ten Ergebnisse in den Gebieten der rontgenmikroskopischen Tomographie
und der réntgeninduzierten Réntgenfluoreszenzanalyse wiirde den Rah-
men dieses Beitrags sprengen.
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