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Einzelmolekîlchemie ist mehr als
superauflçsende Fluoreszenzmikroskopie
Michel Orrit*

Die ersten rastertunnelmikroskopi-
schen Bilder von einzelnen Atomen auf
Oberfl�chen verblîfften die Wissen-
schaftswelt 1982. Aber es war auch klar,
dass erst der Nachweis von einzelnen
Molekîlen im kondensierten Zustand
die Vorteile grîndlichen und nichtinva-
siven Untersuchens aus der Ferne mit
sich br�chte. Allerdings waren in den
frîhen 1980er Jahren optische Techni-
ken noch durch das Abbe-Limit be-
grenzt, das etwa tausendmal grçßer ist
als atomare Skalen. Gelçst wurde dieses
Problem mithilfe der optischen Reso-
nanz, bei der nicht nur die Position des
Molekîls mit dem Laserstrahl genau
getroffen wird, sondern auch eine
�bergangsenergie des Molekîls mit der
Energie der Laserphotonen. Ist die
Konzentration der resonanten Molekîle
so gering, dass sich maximal eines von
ihnen im beugungsbeschr�nkten Fleck
befindet, wird dieses einzelne Molekîl
mit dem Laserlicht wechselwirken. Sol-
che Experimente waren erstmals 1989
bei kryogener und 1990 bei Raumtem-
peratur erfolgreich und entwickelten
sich rasch zu einem vollwertigen Gebiet,
der Einzelmolekîloptik.

Nach 25 Jahren optischer Experimente
an Einzelmolekîlen ist es an der Zeit,
îber die Erkenntnisse und die Anwen-
dungen nachzudenken, die die Einzel-
molekîloptik, oder allgemeiner die
Einzelmolekîlchemie, uns gebracht hat.
Fîr viele Wissenschaftler sind die Ein-
zelmolekîlexperimente nur ein Weg zur
superauflçsenden Fluoreszenzmikro-
skopie, oder Nanoskopie, gewesen, wie
der Chemie-Nobelpreis 2014 unter-
streicht, den Eric Betzig, Stefan W. Hell

und William E. Moerner fîr die Ent-
wicklung der superauflçsenden Fluo-
reszenzmikroskopie erhielten (siehe
dazu auch die auf ihren Vortr�gen in
Stockholm basierenden Aufs�tze der
Nobelpreistr�ger in diesem Heft).

Der Spruch „Sehen ist Glauben“ spie-
gelt die Bedeutung wider, die unsere
Zeit Bildern und Filmen zumisst. Auch
wenn die Bedeutung von Bildern fîr das
Aufdecken und Verstehen der Struktu-
ren und Mechanismen komplexer und
insbesondere biologischer Materie nicht
îbersch�tzt werden kann, erz�hlen Bil-
der fîr sich genommen keine verl�ssli-
chen Geschichten: Um ihre Bedeutung
– ihre Geheimnisse – zu entschlîsseln,
sind Interpretation und grîndliches
Nachdenken nçtig. Es steckt viel mehr
in Einzelmolekîlen als die superaufge-
lçsten Fluoreszenzflecken, die wir dank
Laser- und Computer/Bildbearbei-
tungstechnik mit unseren Augen wahr-
nehmen. Detaillierte Informationen
kçnnen aus der Vielfalt an Signalen ex-
trahiert werden, die uns diese Einzel-
molekîle aus ihrer nanometerskaligen
Umgebung vermitteln, seien es physi-
kalische – elektrische Felder, Magnet-
felder, Temperatur, Druck, Spannung –,
chemische – pH-Wert, Redoxpotential,
Nachweis kleiner Molekîle – oder
Symmetriebrechungen. Ich mçchte die-
se Behauptung mit einigen Erfolgsge-
schichten illustrieren, die zeigen, welche
neuen Informationen Einzelmolekîlex-
perimente liefern.

�berraschende Erkenntnisse

Die molekulare Dynamik l�sst sich
mithilfe von Bildern grunds�tzlich
schlecht vermitteln, selbst wenn es sich
dabei um Filme handelt. R�umliche
Heterogenit�t, die in superaufgelçsten
Bildern direkt sichtbar wird, erh�lt ihre

volle Bedeutung nur, wenn die Zeitva-
riable mit dem Raum in Verbindung
gebracht wird. So kçnnen die einzelnen
Schritte molekularer Motoren sowohl
zeitlich als auch r�umlich aufgelçst
werden; einzelne Farbstoffmolekîle
kçnnen verfolgt werden, w�hrend sie
durch die komplexen Strukturen porç-
ser Oxid- oder Katalysatoroberfl�chen
diffundieren. Das Auftreten statistischer
Fluktuationen bedeutet, dass das ganze
Gebiet der Dynamik fîr eine quantita-
tive Evaluierung Zeitspuren und Kor-
relationsfunktionen braucht, vor allem
wenn die Entwicklungsgeschwindigkei-
ten sehr unterschiedlich lang und einige
davon viel kîrzer als die Videoauf-
zeichnungsgeschwindigkeit sind. Ein-
zelmolekîlsignale liefern direkt Zeit-
abh�ngigkeiten, ohne dass eine Ensem-
blesynchronisation notwendig ist. In
vielen F�llen haben Einzelmolekîlstu-
dien eine verblîffende Verteilung der
Reaktionsgeschwindigkeiten in realen
Systemen ergeben, die traditionell als
Systeme mit guter Durchmischung der
Reaktanten und einfachen Kinetiken
niedriger Ordnung mit gut definierten,
konstanten Reaktionsgeschwindigkei-
ten galten. Eine solche zeitaufgelçste
Information l�sst sich von einem En-
semble schwierig oder gar nicht erhal-
ten. Einzelmolekîle bieten einen di-
rekten Zugang zu dieser Heterogenit�t
zeitaufgelçst an einer definierten Posi-
tion oder r�umlich korreliert an unter-
schiedlichen Positionen.

Die Geschwindigkeitsverteilung kann
immer dann extrem werden, wenn der
Reaktionsweg hohe oder breite Barrie-
ren aufweist. Ein eindrucksvolles Bei-
spiel lieferte die auf X. Sunney Xie und
H. Peter Lu zurîckgehende Untersu-
chung einzelner Enzymmolekîle (Ein-
zelmolekîl-Enzymologie). Beim Ver-
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folgen eines Enzymmolekîls îber l�n-
gere Zeit entdeckten sie große ønde-
rungen in der Umsatzgeschwindigkeit;
es gab „gesch�ftige“ und „faule“ Peri-
oden. Diese îberraschenden Beobach-
tungen werfen wichtige Fragen zur
Funktionsweise von molekularen Ma-
schinen auf, die heftige Stçrungen durch
die Brownsche Bewegung auf Nanome-
terskalen nicht nur vermeiden, sondern
buchst�blich nutzen. Ist nicht die raue
Hyperfl�che der freien Energie von
Proteindynamiken, wie erstmals von
Hans Frauenfelder vorgeschlagen, es-
senziell, um die Unversehrtheit der
Proteinstruktur zu gew�hrleisten?
Kçnnte die Hierarchie von konformati-
ven Barrieren eine notwendige Konse-
quenz des Kompromisses zwischen
struktureller Unversehrtheit und der
erforderlichen Flexibilit�t sein? øhnli-
che �berlegungen kçnnten auch fîr
komplexe Systeme in kondensierter
weicher Materie gelten, z.B. fîr Gl�ser,
deren Struktur und Dynamik ein noch
immer ungelçstes Problem ist.

Eine neue Entwicklung in der Spek-
troskopie ist die Untersuchung der Dy-
namik einzelner Molekîle bei Raum-
temperatur mithilfe ultrakurzer Puls-
techniken. Pump-Sonden-Experimente
der Gruppe von Niek van Hulst an
Farbstoffmolekîlen mit einer Subpiko-
sekunden-Auflçsung ergaben eine un-
erwartet lange Koh�renzlebensdauer
vibronischer �bergangszust�nde. Sp�-
ter fand die Gruppe in bakteriellen
Lichtsammelkomplexen, sogar unter
physiologischen Bedingungen, eine
îberraschend langlebige Quantenkoh�-
renz. Da diese die Anregungsamplitu-
den in unterschiedlichen Bereichen des
Komplexes bestimmt, kçnnte sie Ener-
gieîbertragungswege gegen thermische
Stçrungen und Fehlordnung schîtzen
und damit letztlich die Effizienz der
Photosynthese erhçhen. Solche Er-
kenntnisse kçnnten fîr die Photovoltaik
sehr wichtig sein.

Als nahezu isolierte Quantensysteme
wurden Einzelmolekîle fîr Quanten-
manipulationen genutzt. Viele der der-
zeitigen Experimente mit Stickstoff-
Fehlstellen-Farbzentren in Diamant
oder mit Halbleiterquantenpunkten
wurden zun�chst mit organischen Ein-
zelmolekîlen durchgefîhrt. Einige Bei-

spiele der letzten zehn Jahre stammen
von Vahid Sandoghdar und seiner
Gruppe. Bei kryogenen Temperaturen
und in sehr gut geordneten Molekîl-
kristallen ist der optische �bergang ei-
nes Gastmolekîls w�hrend der Lebens-
dauer der spontanen Emission weitge-
hend gegen Stçrungen durch die Um-
gebung abgeschirmt, was ihm eine
Qualit�t �hnlich der eines kalten Atoms
in der Gasphase verleiht. Dieses Merk-
mal findet man in der kondensierten
Materie nur bei Molekîlen. Molekîle
kçnnten sich damit als die fehlenden
�bermittler von Quanteninformationen
zwischen Materie-Qubits und den flie-
genden Qubits von Photonen erweisen.

Da Molekîle sehr klein sind, sind sie
als punktfçrmige Sonden fîr optische
Nahfelder auf Nanometerskalen, wie die
um plasmonische Nanostrukturen, ge-
eignet. Einer der attraktivsten Effekte in
der Plasmonik ist die Fluoreszenzver-
st�rkung, die den bislang durchschla-
gendsten wirtschaftlichen Erfolg ermçg-
licht hat: die Einzelmolekîl-DNA-Se-
quenzierung in Zero-Mode-Waveguides.
W�hrend DNA durch eine DNA-Poly-
merase aufgebaut wird, die in einem
Loch in einem Aluminiumfilm immobi-
lisiert ist, wird die Fluoreszenz der nach-
einander prozessierten farbstoffmarkier-
ten Nucleotide durch Metallplasmonen
verst�rkt. Aus den detektierten Signalen
folgt die Sequenz der Basenpaare. Eine
weitere spannende potenzielle Anwen-
dung ist die oberfl�chen- und spitzen-
verst�rkte Raman-Streuung, die chemi-
sche Informationen bis hinunter auf das
Einzelmolekîlniveau liefert. Sind erst
einmal reproduzierbare Substrate und
Verknîpfungsmethoden gefunden,
dîrfte dies ein Standardanalysenver-
fahren werden. Analog bietet die Fluo-
reszenzverst�rkung durch eine Vielzahl
an Metallnanostrukturen die Aussicht,
auch schwache und langlebige Emitter
zu untersuchen.

Auch wenn die Fluoreszenz noch viele
Jahre das Arbeitspferd fîr die optische
Untersuchung von Einzelmolekîlen
und Einzelnanopartikeln bleiben wird,
wurden andere optische Signale eben-
falls bereits als geeignet identifiziert. In
sauber hergestellten Durchflusszellen
oder -kapillaren kçnnen kleine metalli-
sche oder dielektrische Partikel, selbst

in Gegenwart eines Hintergrunds, durch
Streuung detektiert werden, und zwar
bis hinunter zu einzelnen Proteinmole-
kîlen. Absorbierende Spezies kçnnen
mithilfe eines photothermischen Kon-
trastverfahrens mit hoher Empfindlich-
keit nachgewiesen werden, und mit
plasmonischen Nahfeldern lassen sich
Einzelmolekîle registrieren.

Das geistige Auge

Die Einzelmolekîlchemie ist weit da-
von entfernt, nur ein Weg zur Nano-
skopie zu sein; sie hat vielmehr eine
Vielzahl an neuartigen Methoden her-
vorgebracht, die Detailinformationen
îber die r�umliche Anordnung hinaus
liefern. Ihnen verdanken wir eine un-
unterbrochene Reihe von Erkenntnis-
sen, darunter das îberraschende Aus-
maß an Heterogenit�t auf der Nano-
skala. Eigentlich hatte man erwartet,
dass das Fixieren auf einzelne Molekîle
zu einer drastischen Vereinfachung
fîhrt, doch die Natur hat uns wieder
îberrascht, indem sie auf Submikrome-
terskalen genauso komplex wie sonst
erscheint. Man kann darauf wetten, dass
die Einzelmolekîlrevolution noch nicht
vorbei ist. Das Arsenal an Einzelmole-
kîlmethoden, mit denen die Chemie auf
kurzen L�ngen- und Zeitskalen entwirrt
wird, braucht noch feinere und schnel-
lere Instrumente. Experimente an ein-
zelnen Nano- und Subnanopartikeln
werden nicht nur ein Sehen ermçgli-
chen, sondern auch ein mechanistisches
Verstehen von komplexen Systemen.
Die Manipulation von Nanopartikeln
mithilfe von Licht, die vor kurzem an
optisch angetriebenen Nanoschwim-
mern gezeigt wurde, wird Allgemeingut
werden. Der n�chste Schritt wird die
Kombination dieser genauen Werkzeu-
ge mit Nanoskopie-Bildern sein. Man
kçnnte die Aussage des Fuchses in An-
toine de Saint-Exuperys Der kleine
Prinz etwas umformulieren: Man sieht
nur mit dem Verstand gut. Das Wesent-
liche ist sogar fîr die superauflçsenden
Augen unsichtbar.
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