ZUSCHRIFTEN

UDP-Glc vom $4Gal-T1 gebunden werden. Wihrend UDP-
Glc nur mit dem UDP-Teil des Molekiils in Kontakt mit der
Proteinoberfldche steht, wird UDP-Gal komplett von $4Gal-
T1 gebunden. Durch die quantitative Analyse der STD-
Effekte ist eine Definition des Bindungsepitops der UDP-Gal
auf molekularer Ebene moglich. Diese Technik eroffnet die
Moglichkeit, die Bindungseigenschaften einer Vielzahl von
Substraten und Glycosyltransferasen zu untersuchen. Des-
halb werden wir diese Methode zur Untersuchung von
weiteren von Sdugern stammenden Glycosyltransferasen,
fir die zur Zeit noch keine Rontgenstrukturdaten zur
Verfiigung stehen, verwenden. Diese Informationen tiiber
Bindungsepitope bilden eine sehr wichtige Grundlage fiir die
Entwicklung neuer selektiver und hochwirksamer Inhibitoren
fiir Glycosyltransferasen.

Experimentelles

Alle Spektren wurden auf einem Bruker-DRX-500 MHz-Spektrometer mit
einem 5 mm TXI-Probenkopf aufgenommen. Die STD-Spektren wurden
bei 293 K mit 2 k Scans gemessen. Die Referenzspektren wurde mit 1 k
Scans gemessen. Der Sittigungstransfer wurde durch eine Kaskade von 40
selektiven GauB-Pulsen erreicht (Dauer 50 ms, Abstand 1 ms). Es wurde
bei 0 =0 (on-resonance) und bei 6 =40 (off-resonance) eingestrahlt. Die
Subtraktion wurde iiber den Phasenzyklus erreicht.

Die Konzentration von $4Gal-T1 betrug 20 um fiir UDP-Gal und 7 puM fiir
UDP-Glc. Probenvolumen: 300 pL in einem Shigemi-Rohrchen. Die
Konzentration von UDP-Gal betrug 0.9 mm (UDP-Glc 1 mwm). Puffer:
20 mM Tris, 20 mm NaCl, 10 mm MgCl,, pH 7.4 (nicht korrigiert).

Eingegangen am 14. Mai 2001 [Z17095]

[1] Fir eine beispielhafte Ubersicht: A. Varki, R. Cummings, J. Esko, H.
Freeze, G. Hart, J. Marth, Essentials of Glycobiology, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1999.

[2] a) L. N. Gastinel, C. Bignon, A. K. Misra, O. Hindsgaul, J. H. Shaper,
D. H. Joziasse, EMBO J. 2001, 20, 638 —649; b) U. M. Unligil, S. Zhou,
S. Yuwaraj, M. Sarkar, H. Schachter, J. M. Rini, EMBO J. 2000, 19,
5269-5280; c) L. N. Gastinel, C. Cambillau, Y. Bourne, EMBO J.
1999, 18, 3546 -3557; d) U. M. Unligil, J. M. Rini, Curr. Opin. Struct.
Biol. 2000, 10, 510-517.

[3] M. Mayer, B. Meyer, Angew. Chem. 1999, 111, 1902-1906; Angew.
Chem. Int. Ed. 1999, 38, 1784 -1788.

[4] a)J.Klein, R. Meinecke, M. Mayer, B. Meyer, J. Am. Chem. Soc. 1999,
121, 5336-5337; b) M. Vogtherr, T. Peters, J. Am. Chem. Soc. 2000,
122, 6093 -6099; c) H. Maaheimo, P. Kosma, L. Brade, H. Brade, T.
Peters, Biochemistry 2000, 39, 12778 —-12788.

[5] M. Mayer, B. Meyer, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 6108 -6117.
Rekombinante Bovine (4Gal-T1 (My 38 kDa) und synthetische
UDP-Gal (My 610.3 Da) wurden von Calbiochem bezogen.

[7] N.J.Kuhn, S. Ward, W. S. Leong, Eur. J. Biochem. 1991, 195, 243 —-250.

[8] a) M. M. Palcic, O. Hindsgaul, Glycobiology 1991, 1,205-209; b) L. J.
Berliner, R. D. Robinson, Biochemistry 1982, 21, 6340 -6343.

[9] a) T. Endo, Y. Kajihara, H. Kodama, H. Hashimoto, Bioorg. Med.
Chem. 1996, 4,1939-1948; b) Y. Kajihara, T. Endo, H. Ogasawara, H.
Kodama, H. Hashimoto, Carbohydr. Res. 1995, 269, 273-294; c) G.
Srivastava, O. Hindsgaul, M. M. Palcic, Carbohydr. Res. 1993, 245,
137-144; d) H. Yuasa, O. Hindsgaul, M. M. Palcic, J. Am. Chem. Soc.
1992, 7114, 5891 -5892.

[10] a) H. Debray, J. Montreuil, Carbohydr. Res. 1989, 185, 15-26; b) F.
Fukumori, N. Takeuchi, T. Hagiwara, H. Ohbayashi, T. Endo, N.
Kochibe, Y. Nagata, A. Kobata, J. Biochem. 1990, 107, 190-196; c) T.
Weimar, T. Peters, Angew. Chem. 1994, 106, 79-82; Angew. Chem.
Int. Ed. 1994, 33, 88-91.

[11] a) W. F. Broekaert, M. Nsimba-Lubaki, B. Peeters, W. J. Peumans,
Biochem. J. 1984, 221, 163-169; b) E. J. M. Van Damme, A. Barre, P.
Rougé, F. Van Leuven, W.J. Peumans, Eur. J. Biochem. 1996, 235,
128-137.

=

Angew. Chem. 2001, 113, Nr. 22

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2001

Fluoreszenzmikroskopische Verfolgung des
photooxidativen Abbaus eines einzelnen
aromatischen Kohlenwasserstoffmolekiils**

Thomas Christ, Florian Kulzer, Patrice Bordat und
Thomas Basché*

Chemische Reaktionen konnen fluoreszenzmikroskopisch
auf der Ebene einzelner Molekiile verfolgt werden.'! Von
optischen Experimenten mit einzelnen Molekiilen unter
Umgebungsbedingungen weifl man, dass sie durch photoche-
mische Reaktionen beendet werden, wobei die Molekiile in
einen Zustand tiberfiihrt werden, in dem sie nicht mehr
absorbieren oder fluoreszieren. In den meisten Fillen hangt
dieses ,,Photobleichen“ organischer Fluorophore von der
Anwesenheit von Sauerstoff ab, dessen Einfluss auf die
photophysikalischen und photochemischen Eigenschaften
einzelner Fluorophore in jiingeren Arbeiten genauer studiert
wurde.?) Obwohl das ,,Photobleichen® ein wichtiger Prozess
zum Abbau von organischen Farbstoffmolekiilen unter Um-
gebungsbedingungen ist, ist das mechanistische Verstdandnis
weitgehend unbefriedigend — dies gilt in besonderem Malie
fiir die Klasse der vergleichsweise photostabilen Farbstoffe,
die in der Einzelmolekiilspektroskopie oder fiir viele tech-
nologische Anwendungen eingesetzt werden. Fiir den hier
vorgestellten Fall einzelner Terrylenmolekiile in einem p-
Terphenyl-Wirtkristall konnen wir nachweisen, dass eine
selbstsensibilisierte Photooxidation entweder direkt zum
,,Photobleichen“ fiihrt oder den ersten Schritt dahin darstellt.

Um einzelne Terrylenmolekiile in einem p-Terphenyl-
Wirtkristall®! abzubilden, wird die konfokale Fluoreszenzmik-
roskopie eingesetzt. Bei der Messung der Fluoreszenzintensi-
tiat als Funktion der Zeit (Emissionszeitspur) unter Umge-
bungsbedingungen werden verschiedenartige Intensitéts-
anderungen beobachtet. Entweder fillt das Fluoreszenzsignal
nach einer Periode konstanter Emissionsintensitét irreversi-
bel auf den Untergrundwert ab (Abbildung 1a), oder es
springt auf einen neuen Wert, nachdem es zwischenzeitlich
auf den Untergrundwert abgefallen war (Abbildung 1¢). Im
zweiten Fall steht am Ende der Abfolge von Ereignissen ein
irreversibler Abfall des Fluoreszenzsignals auf den Unter-
grundwert. Zusétzlich zu den Zeitspuren werden simultan in
nahtlos aufeinander folgenden Intervallen (5s) die Emissi-
onsspektren des untersuchten Molekiils aufgezeichnet. Fiir
das Molekiil, dessen Zeitspur in Abbildung 1a dargestellt ist,
sind die Emissionsspektren alle identisch bis zu dem Zeit-
punkt, an dem das Signal verschwindet. Sie stimmen vollig mit
dem Spektrum eines Ensembles von Terrylenmolekiilen in
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Abbildung 1. a) Fluoreszenzintensitét eines einzelnen Terrylenmolekiils in p-Terphe-
nyl als Funktion der Zeit (Emissionszeitspur). Die Messung wurde an der Luft
durchgefiihrt (A, =488 nm; /=53 kWcm™2; n=Zahl der registrierten Fluores-
zenzphotonen). Nach ca. 53 s fillt das Fluoreszenzsignal irreversibel auf den Unter-
grundwert ab. b) Emissionszeitspur eines einzelnen Terrylenmolekiils in p-Terphenyl
in einer Argonatmosphire. In diesem Fall bricht das Emissionssignal erst nach 7200 s
zusammen, nachdem das Molekiil 2 x 10'° Photonen emittiert hat (1., =488 nm; /=
53 kW cem™2). ¢) Emissionszeitspur eines weiteren Terrylenmolekiils an der Luft (4., =
488 nm; I=26.5 kWcm~2). Nach dem Durchlaufen eines Dunkelzustandes emittiert
das Molekiil mit einer anderen Intensitét. d) Fluoreszenzspektren, die wihrend der in
¢) markierten Zeitintervalle aufgenommen wurden. Nach der Dunkelphase ist das

kann durch Selbstsensibilisierung bei der Wechselwir-
kung zwischen einem elektronisch angeregten Zu-
stand des Kohlenwasserstoffs (T, oder S;) und Sauer-
stoff im Triplettgrundzustand entstehen. So fiihrt die
selbstsensibilisierte Photooxidation von linearen Ace-
nen (z.B. Anthracen) in Losung bekanntermaBen zu
Endoperoxiden, die in Abhéngigkeit von der An-
regungswellenldnge entweder wieder in die Aus-
gangsverbindungen zerfallen oder sich iiber kompli-
zierte Mechanismen in verschiedene sekundére Pho-
toprodukte umlagern.’! Demgegeniiber weil man
kaum etwas iiber die Abbauwege und die Produkte
der Photooxidation von Rylenen. Im Falle des
Perylens wurde vorgeschlagen, dass es bei der Reak-
tion mit Singulettsauerstoff zunéchst zur Bildung
eines Endo- oder Exoperoxides kommen kann. Als
Hauptprodukte des Oxidationsprozesses konnten
3,10- und 1,12-Perylenchinon identifiziert werden.[®!
Aufgrund dieser beziiglich Terrylen unbefriedigen-
den Situation haben wir quantenchemische Rechnun-
genl” an einer Reihe von moglichen Produktstruktu-
ren durchgefiithrt. Die Struktur I in Abbildung 2
entspricht dem einzig moglichen Exoperoxid, die
Struktur II einem Endoperoxid, das durch einen
Angriff auf die zentrale Naphthalineinheit entsteht.

Spektrum um 40 nm blauverschoben.

p-Terphenyl iiberein. Die Spektren in Abbildung 1d, die zur
Zeitspur in Abbildung 1c gehoren, zeigen allerdings, dass das
Spektrum um 40 nm blauverschoben ist, nachdem das Mole-
kiil in der 53. Sekunde wieder zu emittieren begonnen hat.
Alle vorhergehend beschriebenen Intensitétsdnderungen und
spektralen Verschiebungen werden einer Photooxidation von
Terrylen oder nachfolgenden internen Umlagerungen priméi-
rer Photoprodukte zugeschrieben.

Um zunichst den Nachweis zu fiihren, dass wirklich eine
Photooxidation beobachtet wird, werden mehrere Hundert
Terrylenmolekiile in Luft, Sauerstoff und Argon bei einer
Anregungswellenldnge von 488 nm untersucht. Unabhingig
von den Bedingungen tritt bei ca. 80% der Molekiile ein
einstufiger irreversibler Abfall des Fluoreszenzsignals auf.
Fiir die restlichen 20% werden reversible Intensitdtsdnde-
rungen und damit verbundene spektrale Verschiebungen
beobachtet. Eine Analyse der Verteilungen der ,,An“-Zeiten,
bevor entweder ein irreversibler Signaleinbruch oder ein
reversibler Dunkelzustand auftritt (siche Abbildung 1a bzw.
¢), fithrt zu deutlich kiirzeren mittleren ,,An“-Zeiten, wenn
Luft gegen Sauerstoff ausgetauscht wird. Werden die Mes-
sungen in einer reinen Argonatmosphére durchgefiihrt, erge-
ben sich ,,An“-Zeiten, die um GroBenordnungen lénger sind.
Im Falle des Molekiils, dessen Fluoreszenzzeitspur in Ab-
bildung 1b zu sehen ist, bricht das Signal erst nach 7200 s
zusammen, was wahrscheinlich auf Restsauerstoff im Kristall
zuriickzufiihren ist.

Im ersten Schritt der Photooxidation eines aromatischen
Kohlenwasserstoffes reagiert elektronisch angeregter Sauer-
stoff im Singulettzustand [O, ('A,)] mit dem aromatischen
Kohlenwasserstoff im Grundzustand. Singulettsauerstoff
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Die quantenchemischen Rechnungen ergeben, dass
es sich bei dem Exoperoxid I um eine stabile Struktur
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Abbildung 2. Strukturen der Grundzustinde des Exoperoxids I, des
Endoperoxids III und des Diepoxids I'V von Terrylen aus quantenchemi-
schen Ab-initio-Rechnungen im Vakuum.[! Die dunklen Segmente be-
zeichnen die Sauerstoff enthaltenden Ringe. Im Falle des Endoperoxids IT
konvergierte die Strukturoptimierung nicht. Deshalb sind die Verbindun-
gen I, Il und IV aller Voraussicht nach stabil, wiahrend dies fiir II nicht
zutrifft.

handelt. Fiir das Endoperoxid II konvergieren die Rechnun-
gen dagegen nicht. Die Berechnung der S;-S;-Ubergangs-
energien”! von Terrylen und seinem Exoperoxid I fiihrt zu
dem Ergebnis, dass bei letzterem eine Blauverschiebung um
100 nm vorliegt. Darauf aufbauend folgern wir, dass es sich
bei I um das Hauptprodukt (80 % ) handelt, dessen Absorp-
tion nicht mehr in Resonanz mit der Anregungswellenldnge
von 488 nm ist. Die Blauverschiebung der Absorption fiihrt
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also zum irreversiblen Einbruch des Fluoreszenzsignals, wie
er z.B. in Abbildung 1a zu sehen ist. Man konnte auch
vermuten, dass die irreversiblen Dunkelzustinde durch
Photoprodukte hervorgerufen werden, die nicht mehr fluo-
reszieren statt aus der Resonanz verschoben zu sein. Dieses
Szenario erscheint unwahrscheinlich, da sich ,,dunkle“
Photooxidationsprodukte, die weiterhin Licht absorbieren,
typischerweise in fluoreszierende Produkte umlagern.[®

Fiihrt die Photooxidation von Terrylen zu experimentell
nachweisbaren spektralen Verschiebungen, wird in Bezug auf
die zeitliche Entwicklung der Fluoreszenzintensitdt und
-spektren eine Abfolge von Ereignissen gefunden (sieche
Abbildung 1c, d), die fiir alle Molekiile gleich ist. Nach einem
voriibergehenden Dunkelzustand emittieren die Molekiile
mit unterschiedlicher Signalintensitdt, und die zugehorigen
Spektren sind in ihrer Gesamtheit verschoben. Diese spek-
tralen Verschiebungen weisen eine Verteilung auf: Neben der
bereits erwdhnten Blauverschiebung um 40 nm treten auch
stirkere (70 nm) und schwichere Blauverschiebungen
(10 nm) auf. In einigen Fillen wird sogar eine Rotverschie-
bung (25 nm) beobachtet. Diese Resultate weisen darauf hin,
dass die Photooxidation von Terrylen zu mehreren verschie-
denen Produkten fiihrt. Da von den Produkten, die zu einer
nachweisbaren spektralen Verschiebung fiihren, das um
40 nm blauverschobene Produkt am haufigsten auftritt (Ge-
samtausbeute 7.6 % ), soll im Folgenden die Diskussion darauf
beschriankt werden.

Endoperoxide von aromatischen Kohlenwasserstoffen sind
dadurch gekennzeichnet, dass sie kein Fluoreszenzlicht emit-
tieren.®! Sie konnen sich jedoch bei Lichtbestrahlung in die
Ausgangsverbindungen oder fluoreszierende Sekundérpro-
dukte umlagern.®l Welcher dieser Reaktionswege beschritten
wird und welche Sekundirprodukte gebildet werden, hiangt in
starkem Mafe von der Wellenlidnge des eingestrahlten Lichts
ab.’l Zur Erkldrung des voriibergehenden Dunkelzustandes,
wie er z.B. in Abbildung 1 ¢ auftritt, postulieren wir daher die
Bildung eines nichtfluoreszierenden Endoperoxides. Es zeigt
sich, dass fiir alle Molekiile, die einen nachweisbaren rever-
siblen Dunkelzustand durchlaufen, ein fluoreszierendes Se-
kundarprodukt gefunden wird.

Gemif unserer Modellvorstellungen gehen wir davon aus,
dass das nichtfluoreszierende Endoperoxid weiterhin das
Laserlicht absorbiert. Diese Voraussetzung ist erfiillt, wenn
sich das Endoperoxid in den para-Positionen einer der beiden
duBeren Naphthalineinheiten bildet (Struktur I, Abbil-
dung 2). Quantenchemischen Rechnungen!” zufolge ist diese
Struktur stabil und fiihrt zu einer Blauverschiebung von
70 nm. (Die Rechnungen zeigen auch, dass nur das para-
Endoperoxid stabil ist.) Fiir weiterfilhrende Betrachtungen
erwies es sich als notwendig, zusitzlich zu den quantenche-
mischen Rechnungen im Vakuum, ausgewihlte Produktstruk-
turen in die p-Terphenylmatrix einzubauen und mit Hilfe von
Molekiildynamik(MD)-Simulationen die Losungsmittelver-
schiebungen abzuschétzen. Da diese GroBen gewohnlich sehr
empfindlich auf die verwendeten Potentiale reagieren, ist es
giinstig, dass die Verschiebungen gegeniiber denen von
reinem Terrylen relativ grof3 sind. Weiterhin konnen wir auf
eine bereits optimierte Beschreibung fiir Terrylen in p-
Terphenyl zuriickgreifen.’] Fiir den Sauerstoff wurden be-
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kannte Potentiale wie OPLS!') benutzt. Auf der Grundlage
dieser Simulationen liegt im Einklang mit den quantenche-
mischen Rechnungen die spektrale Verschiebung des Endo-
peroxides Il gegeniiber Terrylen zwischen 75 und 100 nm.['!]

Unser Modell wird auch durch den Befund gestiitzt, dass
die Absorption des Diels-Alder-Addukts von Tetra-tert-
butylterrylen und Acetylendicarbonsidurediethylester, eines
Strukturanalogons von III, um 70 nm blauverschoben ist,
wobei die Form des Spektrums weitgehend erhalten bleibt.['?]
Verbindung III sollte daher bei einer Anregungswellenlédnge
von 488 nm noch absorbieren.

In genauen Untersuchungen von Rigaudy et al.’! konnte
fir Anthracen und einige seiner Derivate nachgewiesen
werden, dass der erste Schritt der photochemischen Umlage-
rung der Endoperoxide in der homolytischen Spaltung der
O-0O-Bindung besteht. Diese diradikalische Zwischenstufe
lagert sich primir in ein Diepoxid um, das durch weitere
Umlagerungen stabilisiert werden kann. In Anlehnung an
diese Befunde konnte das Produkt mit um 40 nm blauver-
schobenem Spektrum (Abbildung 1d) dem Diepoxid IV
(Abbildung 2) entsprechen, das nach unseren Rechnungen
eine stabile Verbindung ist. Die spektralen Verschiebungen
gegeniiber dem Terrylen-Spektrum, die sowohl mit quanten-
chemischen Rechnungen im Vakuum!” als auch mit MD-
Simulationen!") im Kristall ermittelt werden, betragen 70 bzw.
30-55 nm, womit unser Modell weiter bestétigt wird. Wih-
rend also das Diepoxid eine plausible Struktur ist, ist es
momentan nicht moglich, entsprechend abgesicherte Struk-
turvorschlége fiir die weiteren, vorher erwédhnten fluoreszie-
renden Sekundirprodukte abzuleiten.

Nach der Bildung des fluoreszierenden Sekundérprodukts
(Abbildung 1¢) bricht die Emission nach weiteren 10s
irreversibel zusammen. Die Ursache dafiir liegt wahrschein-
lich in einer weiteren Photooxidation, die die Produktabsorp-
tion aus der Resonanz mit der Anregungswellenldnge ver-
schiebt. Diese Annahme beruht auf dem Befund, dass die
Lebenszeit der fluoreszierenden Sekundirprodukte im Mittel
deutlich linger wird, wenn sofort nach ihrer Bildung entweder
die Probe mit Argon gespiilt oder die Bestrahlung unter-
brochen wird.

In einigen Féllen ist es auch gelungen, den sukzessiven
Angriff mehrerer Sauerstoffmolekiile anhand von Intensi-
tatsdnderungen und spektralen Verschiebungen zu erkennen.
In Abbildung 3 folgt der Bildung des Sekundérproduktes (ca.
22's), das wiederum durch eine Blauverschiebung des Spek-
trums um 40 nm gekennzeichnet ist, bei ca. 29 s ein Dunkel-
zustand. Wenn dieses Molekiill wieder Licht emittiert,
findet sich eine weitere Blauverschiebung um 40 nm, sodass
eine Gesamt-Blauverschiebung von 80 nm gegeniiber dem
Terrylen-Spektrum resultiert. Aus der spektralen Ver-
schiebung folgern wir, dass sich das zweite Sauerstoffmolekiil
an die gleiche Naphthalineinheit addiert hat, die bereits
vom ersten Sauerstoffmolekiil angegriffen wurde (IV, Abbil-
dung 2). Nach einem weiteren reversiblen Dunkelzustand
bei ca. 43 s bricht das Signal irreversibel zusammen, was wir
auf die Addition eines dritten Sauerstoffmolekiils und der
damit verbundenen spektralen Verschiebung zuriickfiihren.

Die selbstsensibilisierte Photooxidation eines einzelnen
Fluorophors kann anhand der Verdnderungen der Fluores-
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Abbildung 3. a) Emissionszeitspur eines einzelnen Terrylenmolekiils in p-
Terphenyl an der Luft (i, =488 nm, I=26.5kWcm™2, n=Zahl der
registrierten Fluoreszenzphotonen). Nach den ersten beiden Dunkelzu-
stinden emittiert das Molekiil jeweils mit einer anderen Signalintensitat.
Nach ungefihr 43 s tritt ein weiterer reversibler Dunkelzustand auf, und
nach einer kurzen Emissionsperiode bricht das Signal schlieBlich irreversi-
bel zusammen. b) Fluoreszenzspektren, die wiahrend der in a) markierten
Zeitintervalle aufgenommen wurden. Nach dem ersten Dunkelzustand ist
das Spektrum um 40 nm blauverschoben, nach dem zweiten um insgesamt
80 nm. Die spektralen Daten unterhalb von 510 nm représentieren die
Faltung des Emissionsspektrums mit der spektralen Charakteristik des
Detektionssystems.

zenzintensitdt und der spektralen Verschiebungen erkannt
und verfolgt werden. Dabei werden mehrere verschiedene
Photoprodukte und Reaktionswege gefunden, die durch
Ensembleexperimente nicht leicht zugénglich wiren. Bei-
spielhaft dafiir sei die Mehrfachoxidation ein- und desselben
Terrylenmolekiils genannt. Als ein wichtiges Ergebnis derar-
tiger Untersuchungen ist langfristig ein verbessertes Ver-
stindnis des ,Photobleichens“ und des photooxidativen
Abbaus von aromatischen Kohlenwasserstoffen unter Um-
gebungsbedingungen zu erwarten. Dariiber hinaus ver-
spricht die Untersuchung chemischer Reaktionen mit einzel-
nen Molekiilen neue Erkenntnisse im Hinblick auf Mecha-
nismen, Produktverteilungen und die Kinetik dieser Reak-
tionen.!"

Experimentelles

Diinne, mit Terrylen dotierte p-Terphenyl-Plédttchen werden durch Cosub-
limation hergestellt. In einem typischen Einzelmolekiilexperiment wird
zunéchst mit einem invertierten Konfokalmikroskop ein Fluoreszenzbild
(10 x 10 um) aufgenommen, indem die Probe durch den Objektivfokus
(Numerische Apertur =0.9) gefahren wird. Dann wird die Probenstelle mit
dem zu untersuchenden Molekiil im Objektivfokus positioniert, um
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Fluoreszenzzeitspuren und -spektren dieses Molekiils aufzuzeichnen.
Durch Verwendung eines Zwei-Kanal-Detektionssystems kann das Fluo-
reszenzlicht mit einer APD (avalanche photodiode) detektiert (Fluores-
zenzzeitspuren) und simultan durch einen Spektrographen auf eine mit
fliissigem Stickstoff gekiihlte CCD-Kamera abgebildet werden (Fluores-
zenzspektren). Das Mikroskop ist so aufgebaut, dass die Probe mit Luft,
Sauerstoff oder Argon gespiilt werden kann.
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