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Einzelmolekiil-Untersuchungen

Absolute optische Wirkungsquerschnitte
fluoreszierender Einzelmolekiile**

Lars Kastrup und Stefan W. Hell*

Optische Spektroskopie an Einzelmolekiilen ermoglicht die
Beobachtung von Quantenereignissen wie der Absorption
und Emission einzelner Photonen®* sowie weiterer Mole-
kiileigenschaften, die sich von Molekiil zu Molekiil unter-
scheiden und deshalb in einem Molekiilensemble nicht
beobachtet werden konnen.? Optische Uberginge, die
durch ein einzelnes Photon verursacht werden, also optisch
lineare Ubergiinge, werden durch einen Wirkungsquerschnitt
quantifiziert, der der Photonen-Einfangfldche des Molekiils
entspricht. Im Ensemble konnen diese Wirkungsquerschnitte
absolut bestimmt werden, indem man die Abnahme (durch
Absorption) oder Zunahme (durch stimulierte Emission) der
Intensitit eines Lichtstrahls quantifiziert.”! Leider versagt
diese Methode bei der Bestimmung an Einzelmolekiilen, weil
die entsprechenden Intensitdtsdnderungen vernachldssigbar
klein sind. Bei Kenntnis der Fluoreszenzquantenausbeute
Q. lasst sich der Wirkungsquerschnitt zwar aus der insge-
samt vom Molekiil emittierten Fluoreszenz berechnen, aller-
dings wird dadurch die Mittelung iiber das Ensemble wieder
eingefiihrt,® weil Q., normalerweise nur aus Ensemble-
Messungen bekannt ist. Aus diesem Grunde konnte der
absolute Wirkungsquerschnitt eines Einzelmolekiils bislang
nicht bestimmt werden.

Wir berichten hier tiber die Messung absoluter Wirkungs-
querschnitte der stimulierten Emission bei Raumtemperatur,
fiir die keine Vorabinformationen erforderlich sind. Auf3er-
dem zeigen wir, dass sich der angeregte Zustand eines
einzelnen Molekiils mit Licht manipulieren ldsst, was (in
Ergianzung zu bisher veroffentlichten Tieftemperatur-Versu-
chen)”! die Moglichkeit von Einzelmolekiil-Pump-Probe-
Experimenten bei Raumtemperatur aufzeigt.

Optische Absorption erfolgt in der Regel aus dem rela-
xierten Grundzustand S, in ein schwingungsangeregtes
Franck-Condon-Niveau S," des ersten angeregten Singulett-
zustandes (Abbildung 1a). Innerhalb einer Pikosekunde nach
der Anregung erfolgt eine Relaxation der angeregten Schwin-
gungen, und mit einer durch die Fluoreszenzquantenausbeute
gegebenen Wahrscheinlichkeit erfolgt innerhalb der nachfol-
genden Nanosekunden die spontane Emission eines Photons.
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Abbildung 1. a) Jablonski-Diagramm der elektronischen Ubergénge
eines organischen Fluorophors: 1) Anregung durch einen kurzwelligen
Puls, 2) stimulierte Emission und Wiederanregung durch den STED-
Puls und 3) Fluoreszenz. Die Zeitachse deutet die Abfolge der Pulse
an. b) Anregungs- und Fluoreszenzspektrum von JA 26. Die Anre-
gungs- und STED-Wellenlidngen sowie der Detektionsbereich sind
ebenfalls gekennzeichnet.

Dieser S;—S,-Ubergang kann alternativ auch durch einge-
strahltes Licht ausgelost werden, also durch stimulierte
Emission.'”) In Losungen organischer Fluorophore ist stimu-
lierte Emission bereits zur zeitaufgelosten Vermessung der
Besetzung des angeregten Zustandes, zur Verdnderung der
Fluoreszenzlebensdauer und -anisotropie organischer Fluo-
rophore!™'? und jiingst auch zur Bestimmung von Wirkungs-
querschnitten verwendet worden.!'”l Dariiber hinaus wurde
mithilfe der Entvolkerung des angeregten Zustandes durch
stimulierte Emission (stimulated emission depletion, STED)
in der Fluoreszenzmikroskopie!"*!'¥! die Abbesche Beugungs-
grenze iiberwunden.>!°!

Fiir unsere Experimente verwendeten wir ein konfokales,
einzelmolekiilempfindliches Scanmikroskop. Es wurden zwei
gepulste Laserstrahlen eingekoppelt, die auf das Spektrum
(Abbildung 1b) des verwendeten Xanthen-Farbstoffes JA 26
(1) abgestimmt waren: Mit dem ersten Puls bei einer Wel-

lenldnge von 4 =565 nm wurde das Molekiil angeregt, wih-
rend mit dem nachfolgenden, rotverschobenen Puls bei 1=
778 nm die stimulierte Emission ausgelost wurde. Wie fiir
eine effiziente Abregung erforderlich, wurden STED-Puls-
lingen von etwa 15 ps verwendet,'** was einerseits kiirzer
als die Lebensdauer des S;-Zustandes (einige Nanosekun-
den), aber andererseits sehr viel linger als die Dauer der S,
Schwingungsrelaxation (<1 ps) ist. Daher wird das S;-S,"-
System effizient entvolkert.

Abbildung 2 demonstriert, wie fluoreszierende Molekiile,
die in einen Polyvinylalkohol-Film eingebettet sind, mithilfe
von STED gezielt ein- und ausgeschaltet werden kénnen. Das
Bild wurde bei konstanter Anregungsintensitidt aufgenom-
men, wihrend der STED-Strahl periodisch mit einer Fre-
quenz von 250 Hz unterbrochen wurde. Die ,,ein“- und ,,aus*-
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Abbildung 2. Stimulierte Emission an einzelnen JA-26-Molekiilen. Ein
5x5 um? groRer Ausschnitt in der Fokalebene (xy) wurde bei kontinu-
ierlicher Anregung zeilenweise gerastert, wiahrend der STED-Strahl, wie
durch den rotschwarzen Balken oberhalb des Bildes angedeutet, peri-
odisch unterbrochen wurde. Die Wirkung der stimulierten Emission
duflert sich in Form vertikaler Streifen, welche die beugungsbegrenzten
Lichtflecke der emittierenden Molekiile unterbrechen. Wahrend der
STED-Strahl offen ist, wird die Fluoreszenz unterdriickt, und umge-
kehrt kehrt die Fluoreszenz sofort (d.h. innerhalb der Pixel-Integrati-
onszeit von 125 ps) zuriick, sobald der STED-Strahl unterbrochen ist.
Dies verdeutlicht auch die Kurve im Einschub, der die vertikal (y) auf-
summierte Fluoreszenzintensitit | eines ausgewahlten Molekiils zeigt.
Die Einhiillende der Fluoreszenzkurve spiegelt die riumliche Ausdeh-
nung des Anregungsfokus entlang der x-Achse wider.

Zeiten von 4 ms waren etwa dreimal kiirzer als die Verweil-
dauer eines Molekiils beim Rastern durch den Laser-Fokus in
x-Richtung. Daher erscheinen die Molekiile als helle (beu-
gungsbegrenzte) Flecken, die von dunklen, vertikalen (y)
Streifen unterbrochen sind, die durch Fluoreszenzléschung
durch stimulierte Emission zustande kommen. Es sei ange-
merkt, dass die Fluoreszenz bei Unterbrechung des STED-
Strahls sofort zuriickkehrt. Auler dem STED-Effekt zeigt das
Bild auch das fiir Einzelmolekiile charakteristische Blinken
und ein abruptes Photobleichen.!"s! Obwohl die Fluoreszenz-
l6schung sehr viel hohere Laserleistungen erfordert als die
Anregung (es werden Pulsspitzenintensititen von 1-2
GWem ™ erreicht), tritt in Gegenwart des STED-Strahls
nur leicht verstdrktes Photobleichen auf. Generell héngt das
Photobleichen von einer hoheren Ordnung der eingestrahlten
Lichtintensitit ab,'” weswegen die Bleichrate mit zuneh-
mender Spitzenintensitdt stark ansteigt. Die Bleichrate
nimmt aber nur unwesentlich zu, sofern die durchschnittliche
optische Leistung vor allem durch Verldngern der Pulse
erhoht wird.

Wenn STED iiber die konkurrierenden Fluoreszenzde-
aktivierungswege dominiert, ist die normierte Wahrschein-
lichkeit, dass ein Molekiil nach einem Anregungs-/STED-
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Pulspaar fluoresziert, nur durch die Zahl der Photonen pro
Flicheneinheit sowie den S;—S,-Wirkungsquerschnitt Oy
bestimmt. Daher liefert die Messung der Fluoreszenzwahr-
scheinlichkeit in Abhéngigkeit von der STED-Laserleistung
den S,—S,"-Wirkungsquerschnitt in absoluten Zahlen. Die
Auswertung der Messung basiert auf einem photokinetischen
Dreiniveau-Modell (Abbildung 1a, fett dargestellte Ni-
veaus), das die Prozesse nach der Anregung beschreibt.
Beginnend zum Zeitpunkt t=0 wirkt der STED-Puls mit
einer konstanten Intensitit von Igrgp fiir eine Dauer 7 von ca.
15 ps. AuB3er der spontanen und der stimulierten Emission aus
dem S,;-Zustand beriicksichtigt das Modell auch die Wieder-
anregung aus dem S,-Niveau sowie dessen Schwingungsre-
laxation. Auch eine Anregung in hohere S,-Zusténde durch
den STED-Puls ist denkbar, allerdings findet die Riickkehr in
den S,-Zustand auf einer sehr viel schnelleren Zeitskala als ©
statt (Kashas-Regel), sodass kein nennenswerter Einfluss auf
die STED-Kinetik zu erwarten ist. Daher wird unser Modell
durch zwei gekoppelte Differentialgleichungen beschrieben,
die unter der Annahme zeitlich rechteckiger Pulse analytisch
gelost werden konnen (siehe Hintergrundinformationen).
Weitere Vereinfachungen des Modells sind moglich, wenn
man beriicksichtigt, dass die Geschwindigkeitskonstante ky
des Fluoreszenzprozesses erheblich kleiner als die STED-
Geschwindigkeitskonstante kgrep(f) = Ogreplsrep(f) ist, die
wiederum kleiner als die Geschwindigkeitskonstante der
Schwingungsrelaxation k.; (>10%s™') ist. Das heiBt: k<
ksrep < k., Unter diesen Annahmen ist das Niveau S,
praktisch unbesetzt. Auerdem héngt die Wahrscheinlichkeit
P(f), ein Molekiil nach Wirken des STED-Pulses noch im S;-
Niveau anzutreffen, nur von der Zahl der Photonen pro Puls
ab, nicht aber von der zeitlichen Verteilung der Photonen.
Die zeitliche Form des STED-Pulses ist daher belanglos.
Unter diesen Bedingungen folgt die Fluoreszenz einer mit der
Laserintensitdt exponentiell abklingenden Kurve [GI. (1)].

F(Isten:t) = AtfQem QuePr(0)exp( —0ylstep 7) (1)

Hier bezeichnet At die Integrationszeit, Q.,, ist die Fluores-
zenzquantenausbeute und Q. ist die Detektionseffizienz des
Instruments. Zur Bestimmung des absoluten Wirkungsquer-
schnitts miissen Q.,,, und Qg nicht notwendigerweise bekannt
sein, denn o,, kann aus einem einfachen Verhiltnis gemal
Gleichung (2) ermittelt werden. Fiir eine hohere Genauigkeit

1 F(0;7)

(0} Nl————"—
F(]STED;T)

xy

)

Isrept

haben wir die vollstdndige analytische Losung der Geschwin-
digkeitsgleichungen (siche Hintergrundinformationen) an die
gemessenen Kurven angepasst.

Fiir jede Messung wurde ein Einzelmolekiil in die tiber-
lappenden Foki der beiden Laserstrahlen positioniert. Wih-
rend das Molekiil wiederholt in einer Richtung gerastert
wurde, wurde die mittlere optische Leistung des STED-
Strahls linear von null auf Pgrep =3-10 mW erhoht (Abbil-
dungen 3a und b). Nach dem Durchfahren der Rampe wurde
der STED-Strahl wieder unterbrochen, um die Riickkehr der
Fluoreszenzintensitit auf das Anfangsniveau sicherzustellen.
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Abbildung 3. Sattigung der Fluoreszenzléschung durch stimulierte
Emission an einem Einzelmolekl. a) Lineare Rampe der gemittelten
STED-Leistung Psrep. b) Fluoreszenz eines Einzelmolekiils, das bei
gleichzeitiger Erhéhung der STED-Laserleistung wiederholt in y-Rich-
tung gerastert wurde. Die Riickkehr der Fluoreszenzintensitat | auf
ihren Anfangswert bei Unterbrechung des STED-Strahls zeigt, dass
zwischenzeitlich kein irreversibles Photobleichen eingetreten ist.

c) Das Fluoreszenzprofil entlang der in (b) eingezeichneten gestrichel-
ten Linie zeigt den exponentiellen Abfall der Fluoreszenzintensitit /,
die Riickkehr auf die anfingliche Intensitit nach Unterbrechung des
STED-Lasers und das abrupte Photobleichen des Molekiils.

Abbildung 3¢ zeigt die Fluoreszenz entlang der gestrichelten
Linie in Abbildung 3b, die im wesentlichen einer abklingen-
den Exponentialfunktion folgt. Insgesamt wurden 65 Kurven
dieser Art aufgenommen, von denen drei représentative
Beispiele in Abbildung 4a— gezeigt sind. Durch Anpassen
der Modellfunktion (1) findet man Wirkungsquerschnitte o,
von 0.44 x 107, 0.23 x 107'° bzw. 0.99 x 10~'° cm?. Die Anwen-
dung der exakten Losung der Geschwindigkeitsgleichungen
liefert dagegen 0.53x107', 0.26x 107" und 1.20x 107'° cm?.
Durch Variation der Parameter, die in unser Modell eingehen,
konnen wir den Fehler unserer Messungen auf ca. 10%
schitzen; die Genauigkeit ist also mindestens so hoch wie bei
bisherigen Messungen in Losung, zum Teil sogar hoher.

Fiir ein Molekiil, das einen Winkel 6 mit der Brennebene
einschlieBt, ist wegen der Photoselektion nur der Anteil o,, =
ocos’0 des Betrages o des Wirkungsquerschnittes wirksam.
Abbildung 4d zeigt die Verteilung dieser Werte aus unseren
Messungen. Vermutlich fithrt die Herstellung der Einzelmo-
lekiilpraparate durch Schleuderbeschichtung eine Vorzugs-
richtung beziiglich der Molekiilorientierung ein, sodass keine
Analyse des Histogramms auf Grundlage einer gleichférmig
verteilten Orientierung moglich ist. Auf jeden Fall entspricht
aber der groBte gefundene Wert von o=1.7x107'° cm* der
unteren Grenze fiir den maximal moglichen Wirkungsquer-
schnitt dieser Verbindung. Zuletzt sei noch angemerkt, dass
die Orientierungsverteilung auch zur Bestimmung des Betra-
ges von ¢ aus Ensemblemessungen erforderlich ist (meist ist
allerdings die Annahme einer Gleichverteilung in Losung
gerechtfertigt).

Zur Ermittlung der Wirkungsquerschnitte fiir andere
Wellenldngen als 778 nm sind die Messwerte lediglich mit

Angew. Chem. 2004, 116, 6814 -6818


http://www.angewandte.de

0=053x10"18 cm?

Angewandte

gangs einzelner Molekiile ermogli-
chen. Zusammen mit Messungen
der S;-Lebensdauer durch zeitkor-
reliertes Photonenzdhlen wéren
auch die Geschwindigkeitskon-
stanten der strahlungslosen Deak-
tivierung zugénglich, was erheblich
zur vollstandigen spektroskopi-
schen Charakterisierung einzelner
Molekiile bei Raumtemperatur
beitragen konnte.

6=0.26 x 10716 cm?2
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Experimentelles

Der JA-26-Farbstoff wurde bei A=
565 nm mithilfe eines frequenzverdop-
pelten optisch-parametrischen Oszilla-
tors (APE) angeregt, der von einem
modengekoppelten  Femtosekunden-
Titan-Saphir-Laser ~ (Coherent) mit
einer Wiederholrate von ca. 76 MHz
gepumpt wurde. Die Fundamentalmo-
de dieses Lasers wurde weiterhin fiir
die stimulierte Emission bei einer Wel-
lenldnge von A=778 nm verwendet.
Die Laserleistung wurde mit zwei Fliis-
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Abbildung 4. a—c) Typische Beispiele der Fluoreszenzintensitit | als Funktion der gemittelten STED-
Laserleistung Psrep, die das exponentielle Abklingverhalten zeigen. Die an die experimentellen Daten
angepassten Ausgleichskurven entsprechen den jeweils angegebenen Wirkungsquerschnitten. d) His-
togramm der Wirkungsquerschnitte o,, von 65 der in eine PVA-Matrix eingebetteten JA-26-Molekiile.
Die groRten gefundenen Werte stammen von Molekiilen, deren Ubergangsdipolmoment in der Fokal-

ebene liegt. N: Haufigkeit des Auftretens.

dem Emissionsspektrum (Abbildung 1b) zu gewichten, das
im Idealfall ebenso auf Einzelmolekiilbasis gemessen werden
sollte. Bei spiegelbildlichen Absorptions- und Fluoreszenz-
spektren ermdglichen die gemessenen o,,-Werte auch die
Abschitzung der Absorptionsquerschnitte.” Dieser Ansatz
ist interessant, da die vorgestellte Methode nicht direkt auf
den Absorptionsmodus iibertragen werden kann. Sofern Q.,
und Qg nicht bekannt sind, miissen die Absorptionsquer-
schnitte aus dem Séttigungsverhalten der Anregung ermittelt
werden (sieche Hintergrundinformationen), was durch zuneh-
mendes Photobleichen erschwert wird.?"

Lichtinduzierte Fluoreszenzloschung (und die sofortige
Riickkehr zum Ausgangszustand) bei Einzelmolekiilen ist
also moglich und wurde hier demonstriert. Die wiederholte
und gezielte Beeinflussung des elektronischen Zustandes
eines Molekiils eroffnet die Moglichkeit neuer Pump-Probe-
Experimente. Die Messung absoluter Einzelmolekiil-Wir-
kungsquerschnitte fiir stimulierte Emission ist nur ein erstes
Beispiel dafiir.

Kiirzlich wurden neue Methoden zur Bestimmung der
dreidimensionalen riumlichen Orientierung des Ubergangs-
dipolmoments einzelner Molekiile vorgeschlagen. Die syner-
gistische Kombination mit unserer Methode konnte die
Bestimmung der Lebensdauer des reinen Strahlungsiiber-
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sigkristall-Reglern (Cambridge Re-
search & Instrumentation) eingestellt
und stabilisiert. Die Pulse beider La-
serquellen wurden mithilfe optischer
Gitter auf 12 ps (Anregung) bzw. 15 ps
(STED) Dauer gestreckt und so syn-
chronisiert, dass maximale STED-Effi-
zienz erzielt wurde. Beide Laserstrah-
len wurden mit A/4-Verzogerungsplat-
ten zirkular polarisiert und mit zwei
speziell angefertigten dichroitischen
Strahlenteilern (628dclpxr, 720drspxr,
Chroma Technology) in ein objektrasterndes, konfokales Mikroskop
eingefddelt. Die Fluoreszenz wurde mit einem Bandpass-Filter
(D680/60, Chroma Technology) vom Laserrestlicht getrennt und
mit einem Photonenzidhler (SPCM-AQR-13-FC, PerkinElmer) de-
tektiert. Die Prédparate wurden durch Schleuderbeschichtung ange-
sduerter wissriger Losungen von JA 26 (ca. 1 nm) auf Mikroskop-
Deckglasern hergestellt, denen zusétzlich 0.1% Polyvinylalkohol
zugesetzt wurde. Wihrend der Messungen wurde das Préparat mit
Argon gespiilt.
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